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e Resumen.

La acuacultura ha empezado a tomar un lugar muy importante en la economia y
sustentabilidad de las pesquerias en el mundo. En México, el cultivo de camardon se ha
desarrollado enormemente en los ultimos 30 afios. No obstante su crecimiento, los costos
de produccion incrementan afio con afio, principalmente el costo alimenticio. Esto se debe a
que la harina de pescado es uno de los ingredientes que conforman las dietas acuicolas y
actualfnente es escasa. Por ello, se realizan grandes esfuerzos por encontrar un suplemento

alimenticio rico en proteina, barato y facil de obtener.

Se ha encontrado que en otros paises que el proceso de ensilado, es una alternativa para
procesar y aprovechar los desechos de industrias pesqueras. Este consiste en fermentar
materia organica en la presencia de fuente de carbono y acidos producidos o adicionados.
Durante la fermentacién el valor del pH es acido, lo cual afecta la composicién quimico
proximal de los desechos, disminuye la presencia de bacterias patégenas-descompositoras y

probablemente virus.

Para poder conocer estos efectos, en esta tesis se estudiaron ensilados de desechos de
camarédn, utilizando por separado cabezas desperdiciadas y colas maltratadas o enfermas
que no pudieron ser comercializadas. Los ensilados se llevaron a acabo en dos diferentes
reactores, estatico y dinamico, adicionandose 10 % de Lacrobacillus plantarum y 5 % de

sacarosa, durante 6 dias a 30°C.

Los disefios de los reactores, rotatorio y en columna respectivamente, proporcionan
distintas caracteristicas para el desarrollo del ensilado. Al terminar la fermentacion se
pudieron separar dos fracciones: a) liquida que contiene proteinas, lipidos y pigmentos y b)

semi-solida que contiene principalmente quitina.

De las dos fracciones obtenidas de los ensilados en los dos reactores, se compararon: 1)
produccion de acido lactico, 2) evolucidon de pH, 3) andlisis microbiolégico, 4) analisis

quimico proximal y 5) analisis de la reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR), este ultimo
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ultimo para detectar la presencia del virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) en

el producto final del ensilado.

Los resultados obtenidos muestran que en los dos reactores se produce una considerable
cantidad de acido lactico que mantiene el pH en valores entre 4-3. Sin embargo, la cantidad
puede ser modificada por la materia prima utilizada como desechos (cabezas o colas) y los

minerales presentes en las fracciones obtenidas para el estudio: liquida o semi-sélida.

La recuperacion de proteina en fraccion liquida es mayor cuando se utilizan cabezas de
camarodn y su recoleccion se facilita mas en el reactor estatico que en el dinamico, debido a

su disefio en columna y la ausencia de movimiento.

Las cuentas microbiologicas de bacterias acido lacticas y de aerobios totales indican que su
crecimiento es amplio en ambos reactores y en ambas materias primas, no obstante su

abundancia, los desechos se conservan sin descomponerse.

El analisis quimico-proximal mostré que el producto final del ensilado contiene un
porcentaje de proteina cruda dentro de lo requerido para la alimentaciéon de camarén. Lo

que muestra que podria ser factible su inclusién en dietas para camaron

Con los resultados obtenidos durante este trabajo se hace necesario llevar a cabo una serie
de experimentos adicionales en los cuales se comparen los diferentes métodos de PCR para

la deteccion del virus a fin de comprobar y/o validar los resultados.
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Obtencién y Caracterizaciéon Quimico Microbiolégico de Ensilados de Desechos de
Camardn

1.0 Introduccién.

1.1 Pesca y Acuacultura en el mundo.
Debido a que la demanda de alimento mundial aumenta proporcionalmente conforme el
crecimiento demografico, se ha necesitado la explotaciéon y domesticaciéon de cualquier ser
vivo para consumo humano. Esto le ha permitido al hombre tener asentamientos en diversas
partes del mundo, satisfaciendo sus necesidades fisioldgicas sin tener que trasiadarse. El
conocimiento y manejo que ha adquirido al explotar muchas especies vegetales y animales a
lo largo de la historia, le confiere la facilidad de experimentar diferentes e innovadoras
maneras de explotar su medio, tal como es el caso de la pesca y la acuacultura. Estas han
aportado una fuente de alimento muy importante para satisfacer la demanda de alimento

mundial, que aumenta proporcionalmente conforme al crecimiento demografico. Asimismo

han creado una mayor oferta de empleo e ingresos en muchos paises y comunidades, aunque
han existido fluctuaciones en la oferta y la demanda causadas por los cambios en la
situaciéon de los recursos pesqueros, el entorno econdémico y las condiciones ambientales
(FAO, 2000).

En afios anteriores, la presencia de anomalias ambientales y climaticas, por ¢j. derrames
petroleros y el efecto climatico como “El Nifio” en 1997-1998, provocaron un descenso de
122 a 117 millones de toneladas en la produccién mundial de pesca y acuacultura en los
principales recursos de organismos marinos. Sin embargo, una estimacion preliminar de
1999 muestra una recuperacion de la produccién de 3 millones mas que en 1997, obteniendo
un total de 125 millones de toneladas (FAO, 2000).

Actualmente los principales paises, en orden de mayor a menor actividad pesquera en
captura y cultivo de animales y vegetales (sin incluir esponjas, conchas, corales, cocodrilos
y mamiferos) a nivel mundial son: China, Pert, Chile, Japon, E.U.A., India, Rusia,
Indonesia y Tailandia, ocupando México. y en el 15 © lugar se encuentra México
(SEMARNAP, 2000).

En la década de los noventas se registro un aumento de 20 millones de toneladas en la

produccién pesquera mundial con respecto a los ochentas, debido principalmente a la
acuacultura (Fig. 1).
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Actualmente, la produccién pesquera de captura se mantiene relativamente estable. Este
estancamiento se debe a que en la mayoria de las zonas pesqueras del mundo se ha
alcanzado el potencial mdximo de captura pesquera, ya que las poblaciones estdn

plenamente explotadas o estan siendo aprovechadas a su maximo sustentable, es decir, al

maximo de las condiciones para su uso perdurable (FAQ, 2000,

www.semarnap. gob.mx/acuacultura).

. Acuicultura

. Pesca

de captura

Figura 1. Producciéon mundial de la pesca de captura y la acuacultura (FAO, 2000).

La acuacultura continental y marina ha tenido el potencial de incrementar su actividad de
un 5 % anual entre 1950 y 1969, a un 8 % aprox. durante las décadas de los setenta y

ochenta, aumentando a razén de un poco maés del 10 % al afio desde 1990 (FAO, 2000).

1.2 Especies cultivadas en el mundo.

Existen dos grupos de organismos acuaticos cultivados en €l mundo: 1) Peces herbivoros y
detritivoros como las carpas, la tilapia, la lisa, etc. 2) Peces carnivoros como el salmon y
trucha; algunos peces de ornato; varios moluscos y crusticeos, entre los cudles el camarén
es probablemente el méas importante. (FAO, 2000; Galicia, 2001).

El primer grupo es cultivado por su rapido crecimiento a corto plazo ganando gran cantidad

de biomasa, convirtiéndose este cultivo en autoconsumo para el mercado de bajos recursos
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y/o obteniéndose un producto econémico y accesible para el pablico en general. El segundo
grupo representa a los organismos con alto valor comercial, por lo que su cultivo
proporciona gran remuneracién econémica a las empresas, generacién de empleos e ingreso
de divisas para los pafses en via de desarrollo al explotar el producto al extranjero (Galicia,
2001).

La acuacultura debe ser una actividad que produzca alimento y promueva beneficios
econdémicos, respetando el ambiente y fundamentada en criterios sélidos de responsabilidad.
(FAO-SEMARNAP, 1998).

En los Gltimos 30 afios, el cultivo comercial del camarén ha ocupado unos de los primeros
lugares dentro de las industrias acuicolas mundiales. De hecho, el camarén es el principal
producto comercializado, siendo una de las industrias productoras de alimentos con mayor
velocidad de crecimiento (Galicia, 2001), la cual representa un 20 % del valor total de los
productos pesqueros en el comercio internacional (FAQO, 2000). En la Fig. 2 se puede
observar la produccién mundial acuicola y su valor de acuerdo a los por principales grupos
de especies. La producciéon de crustaceos es la segunda con mas valor en el mercado

internacional, después de la produccién de peces de agua dulce.

Cantidad

Figura 2. Produccién mundial de la acuicultura por principales grupos de especies en 1998 (FAO,
2000).

La produccidn total de camarén cultivado en 1998 en México asciende a 80,000 toneladas y fue
valuado en $ 6.9 millones de délares (FAO, 2000).
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1.3 Cultivo de Camarén en México.
En México, la actividad acuicola como produccién comercial empez6 aproximadamente desde

1975 con un gran auge en 1985, siendo el cultivo mas importante €l de camarén.

La abundancia del camaron en el litoral mexicano ha permiﬁdo que contribuya con el 70 % de
las divisas totales generadas por el sector pesquero en los ochentas con una captura entre 75 y
85 mil toneladas, colocando al pais en el 7 © lugar a nivel mundial en 1998. (Anénimo, 1997;
En: FAO-SEMARNAP, 1998).

El esfuerzo pesquero al que ha sido sometida la captura de camarén en México como en €l
mundo, ha llegado al limite sustentable. Por lo tanto, el volumen de produccién se ha mantenido
constante a partir de los setenta, lo que impulso el desarrollo del cultivo de camarén; para el afio
1985 su aportacion represent6 el 7 % del total pesquero y en 1999 el 30.46 % dentro del 12.93
% del total de produccién acuicola. En la Tabla 1. se puede observar la evolucién del aporte del

cultivo de camarén en la produccion total del pais en los ltimos afios.

Para 1999 (Tabla 1, Fig. 3) se registraron 347 granjas con 26,291 ha y una produccién 29, 120
toneladas. (Contreras y col., 2000; En: APEC/FAO/ NACA/SEMARNAP, 2001; SEMARNAP,

2000)
70% %
1795

10%%)
zv
1 vl

SUPERFICIE DE CULTIVO

ESTADOS PRODUCTORES DE CAMARON

Fig. 3. Estados productores de camardn y porcentaje de granjas de cultivo en los principales
estados (SEMARNAP, 2000b).
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Tabla 1. Produccién nacional total de camardn (cultivado y capturado) en el periodo de 1990-
1999 (SEMARNAP, 2000b).

Aiio Total (Toneladas) | Cultivado (Toneladas) Cultivado %
1990 46,585 4,371 9.38
1991 48,115 5,111 10.62
1992 49,986 8,326 16.66
1993 57,579 11,846 22.82
1994 59,482 13,138 22.1
1995 67,482 15, 876 23.51
1996 61,235 13,114 21.42
1997 70,144 17,570 25.05
1998 71,609 27,839 38.88
1999 78,234 28,288 36.16

En México se distribuyen varias especies de diferentes familias de camarones, entre las cuales
las mas importantes, desde el punto de vista comercial, son las que pertenecen a la familia
Penaeidae y junto con otras cuatro familias, forman la superfamilia Penaeoidea. En la Tabla 2
se presenta su clasificaciéon actual y en la Tabla 3 se muestran las especies cultivadas en la costa
del Pacifico, en el Golfo de México y del Caribe, las cuales dependiendo de sus caracteristicas
podran ser cultivados en ciertas dreas del pais y rotar su cultivo para evitar principalmente
enfermedades.

Tabla 2. Clasificacidén de los Camarones Peneidos (Pérez-Farfante y Kensley, 1997).

Phyllum: Arthropoda
Subphyllum: Crustacea
Clase: Malacostraca
Subclase: Eumalacostraca
Superorden: Eucarida
Orden: Decapoda
Suborden: Dendrobranchiata
Superfamilia: Peneoidea
Familia: Peneidae
Géneros: Litopenaeus
Farfantepenaeus

El género Litopenaeus son camarones generalmente activos durante las horas de luminosidad,
por lo que son capturados principalmente en el dia; viven en zonas cercanas a la costa en
esteros, lagunas costeras en aguas someras, lo que los hace mas resistentes a las variaciones de

salinidad (eurihalinos) y tienden a formar grandes concentraciones de organismos.
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Por el contrario, los camarones del género Farfantepenaeus tienen héabitos nocturmos y son

capturados durante la noche. Se distribuyen en la plataforma continental marina,

desarrollandose en zonas mas profundas y son mds sensibles a las fluctuaciones de salinidad
(estenohalinos).

Tabla 3. Principales especies comerciales de camarén en México (Garduiio, 1999; Dore y Claus,
1987).

Litoral Mexicano del Pacifico

Nombre cientifico

Nombre comun

Distribucién

Genero Litopenaeus

L. vannamei Blanco Del Golfo de California al norte de Peru.

L. stylirostris Azul De la costa occidental de Baja California
Norte al norte de Peri.

L .occidentalis Blanco del sur Del Golfo de Tehuantepec al norte de Pert.

Género Farfantepenaeus

F. californiensis Café Del Golfo de California al norte de Perti

F. brevirostris

Rojo o cristal

De la costa occidental de Baja California
Norte al norte de Peru.

Litoral mexicano del Golfo

y el Caribe

Género Litopenaeus

L. setiferus Blanco del Golfo De Nueva York a Yucatan.

Género Farfantepenaeus

F.aztecus Café De Massachussetts a Yucatan

Rosado De la Bahia Chesapeake, Virginia a Isla

Mujeres, Quintana Roo.

F. duorarum

Rojo del Caribe De Carolina del Norte, sur del Golfo de
México a Yucatian hasta Rio Grande do

Sul, Brasil.

F. brasiliensis

La camaronicultura se realiza en cuatro modalidades: a) extensiva en la cual todos los
requerimientos nutricionales se derivan de fuentes naturales sin intervencion deliberada del
hombre, b) semintensiva la capacidad de carga del sistema productivo se alcanza por medio de
la fertilizacién intencional y/o alimento complementario, c) intensiva todos los requerimientos
nutricionales se satisfacen con fuentes externas (FAO-SEMARNAP, 1998) e d) hiperintensiva,

en la que se ejerce control total en cada una de las fases de produccion. En la Tabla 4 se muestra
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un compendio de las caracteristicas de los diferentes cultivos en México, para conocer los

medios a los que son sometidos los camarones de cultivo.

Tabla 4. Sistemas de cultivo en México (Gardufio, 1999).

Caracteristicas Extensivo Semi-intensivo Intensivo Hiperintensive
Infraestructura Bordos o Estanques rasticos | Estanques rasticos Estanques de
encierros concreto y
cubiertos
Tamafio de los Mayor de 10 De 5-10 De 1-5 Menor de 1
estanques (ha)
Densidad de De 1-3 De 5-20 De 20-50 Mayor de 50
siembra (PL/m%)
Origen de Ia Natural Natural y/o Laboratorio Laboratorio
post-larva laboratorio
Alimentaciéon Poca o nula Alimento Alimento de alta | Alimento excelente,
suplementaria balanceado de calidad con 34-40% formulado de
5-10 % en la de proteina acuerdo a la talla
biomasa
Fertilizacion Productividad Orgénica e/o Orgéanica e/o Ninguna
natural inérganica inérganica
Tasa de recambio 1a5% 10a15% 20 a 30% Agua corriente
diario de agua
Meétodo de Por mareas Por bombeo Por bombeo Por bombeo y
recambio de agua filtrado
Tipo de aireacién Ninguna Ninguna Mecanica Intensiva
imprescindible
Rendimiento 90 a 250 Kg 700 a 2500 Kg 6al5ton Mayor a 15 ton
{peso/ha/ciclo)
Nimero de 1 Dela2 Hasta 3 Mayor de 3
cosechas por aiio
Tasa de Menor a 60% 60 a 80 % Mayor de 80% Mayor al 90%
sobrevivencia ‘
Competencia y Altas Medias Muy bajas Nulas
depredacion en el
estangue
Control sobre los Nulo Medio Entre medio y alto Alto
parimetros
fisicoquimicos

1.4 Anatomia de los crustsiceos.

Anatomicamente, el cuerpo de los camarones esta dividido en tres regiones (Fig. 4): 1) Los
mandibulas, maxilas, maxilipedos y

pereiépodos; 2) El abdomen esta formmado por 6 segmentos (pleuras) y 5 pares de apéndices

apéndices del cefalotérax son: anténulas, antenas,

llamados ple6podos, cuya funcidn es natatoria; 3) En el télson se encuentran los uré6podos que

sirven también para la natacion. En la region del cefalotérax, el exoesqueleto, presenta
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diferentes estructuras como espinas, suturas y surcos, cuya forma, tamaifio y distribuciéon son

caracteristicos para cada especie (Hendrickx y Estrada, 1996; Pérez-Farfante y Kensley, 1997).

surco cervical ABDOMEN
_ROSTRO \ p«ta':ma -
R A e T T - e

0

cozol:odllo R
[

o [ / 5
B 7 Y
\ \ s !
to 4—]'\
carpaopodito o, o ! TELSON
praopodito (4‘0 ! ” |I
dactilopodito < IIl li'l
=t I
=5 S > A
L - 5 /"—"&
uxopodio endopodio
UROPODOS

Fig. 4. Vista lateral mostrando la anatomia de un camarén. (Hendrickx y Estrada, 1996).

1.5 Ciclo de vida de los Peneidos.

El ciclo de vida de los peneidos tiene dos fases principales de desarrollo: 1) la fase marina y
2) la estuarina.

En la etapa adulta y reproductora los camarones se encuentran mar adentro, sobre la
plataforma continental (fase marina), en tanto que en la etapa post-larvaria migran a los
estuarios y lagunas por medio de las corrientes de las mareas, migraciones verticales de la
post-larva en la columna de agua y cambios en los gradientes de salinidad.

En general todos los camarones de los géneros Litopenaeus y Farfantepenaeus tienen un
ciclo de 12 fases, incluyendo el huevecillo (Fig. 5). El ciclo total tiene una duracién de dos a
tres semanas, segun la especie y las condiciones medio ambientales. En la etapa
reproductora las hembras presentan desoves parciales, pero en conjunto tienen 1 6 2 desoves
masivos. Los huevecillos son expulsados por la hembra al medio marino donde permanecen
aprox. 14 hrs. y dan origen al primer estadio larval llamado nauplio. Este se alimenta de sus
reservas vitelinas donde presenta 5 etapas (nauplio I, II, III, IV, V), hasta que se convierte en
la primer Protozoea (protozoea I, II, III), alimentandose del plancton. Al pasar 4 dias se

convierte en la primera post-larva. Existen cambios morfolégicos y fisiolégicos, donde
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desaparecen los exopoditos en los pereibpodos. Los primeros estadios de post-larva
presentan la forma de un camarén en miniatura, pero atin le falta desarrollar las espinas del

rostro. Mysis 1, II, III carecen de caracteres sexuales secundarios y sus branquias son pocas

Yy pequeiias.

m= mysis; n=nauplio,; pz=protozoea. Nota: no s¢ muestra la fasc de hucvecillo
Fig 5. Desarrollo larval de los géneros Litopenaeus y Farfantepenaeus (Williamson, D.1., 1988,
Adaptado de Dobkin 1961).
Cuando las post-larvas ingresan a los estuarios, sus habitos alimenticios cambian de
planctonicas a benténicas. El camarén permanece en el area estuarina por 4 meses antes de
volver al ambiente marino para incorporarse a la poblacién adulta; en la Figura 6 se encuentra

su ciclo de vida (Gracia, 1992).
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a) Huevo; b) Nauplio; c) Potozoea; d) Mysis; ¢) Post-larva planctonica; f) Post-larva epibentonica; g) Juvenil; h) Adulto.

Fig. 6. Ciclo de vida de los camarones del género Farfantepenaeus y Litopenaeus (Gracia,
1992).
1.6 Impacto Ambiental.
La acuacultura costera proporciona una solucién a varios problemas relacionados a la
produccion de alimentos, al aumento de los ingresos de las poblaciones del litoral, al
mejoramiento de los niveles de vida y a la generacion de divisas. (FAO-SEMARNAP, 1998).
Este crecimiento es una actividad basada en los recursos naturales que conlleva costos y
cambios en el medio ambiente, los cuales es preciso evaluar y prevenir a fin de que la
acuacultura costera sea de bajo impacto y sustentable. (FAO-SEMARNAP, 1998).

El cultivo de camar6n genera impactos ambientales no deseables en los ecosistemas. La
eutroficacion es un efecto potencial que puede deberse al exceso de fertilizacién, disminuciones
en el recambio de agua, o el abastecimiento con agua de mala calidad y puede favorecer la
aparicion de mareas rojas o especies no deseadas. La anaerobiosis es consecuencia de altas
cargas orgdnicas, lo cual se debe al empleo de cantidades excesivas de alimento balanceado;

también es consecuencia de insuficiente recambio de agua.

La mortandad de la vegetacion circundante puede ser promovida por cambios sustanciales en la
salinidad del cuerpo de agua receptor, al recibir grandes volimenes de agua de salinidad
diferente. El incremento de los sélidos suspendidos favorece el azolvamiento que repercute en el
incremento de la salinidad, modifica localmente los patrones de circulacién y favorece la

disminucién de fauna bentdnica.
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Es importante sefialar que aproximadamente el 80 % de las causas del deterioro tiene origen en
la actividad humana en el continente, tal como se afirma en la “Solemne Declaracion de
Washington sobre la Proteccion del Ambiente Marino de las Actividades Realizadas en Tierra
Firme” (UNEP, 1995 En: FAO -SEMARNAP, 1998). La acuacultura y la pesca se convierten en
victimas de un ambiente degradado, por lo que se intenta realizar acciones mitigadoras de
efectos negativos, como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Causa, efectos y acciones de mitigaciéon del impacto ambiental relacionadas con la
camaronicultura durante la construccién, operacion y abandono de las estanquerias. (Paez
Osuna, 2001).

Causa Efecto Accién Mitigadora
Durante la construccién de los estanques

Destruccion de manglaresy  Pérdida de habitats y areas de Asentamiento en areas

marismas

crianza; erosion costera;
reduccion de la
biodiversidad; reduccién de
las capturas de especies
comercialmente importantes;
acidificacion; y alteracion de
los patrones de drenaje.

adecuadas considerando la
topografia, el régimen de
mareas, el tiempo de
residencia del agua, tamaiio
del cuerpo de agua y
capacidad para asimilar
afluentes; incluir zonas de
buffer o de amortiguamiento,
y zonas separando las
granjas; mantener un balance
aceptable de los manglares y
el area de estanqueriay /o
estanques buffer y el area de
estanqueria camaronicola.

Conversion de tierras

Produccion de suelo salino y

Requiere justificacion

: agricolas arrozales y alteracion de patrén de socioeconoémica y considerar
\ cocoteros) drenaje el patrén de drenaje.
Conversion de salitrales Alteracion del patron de Considerar el papel

drenaje y efectos no
conocidos (?)

ecoldgico de estos sistemas y
el patrén de drenaje de la
region (?)

Captura de post-larva

Reduccién en la post-larva
silvestre y de la
biodiversidad; reduccién de
la captura de especies
comercialmente importantes.

Durante la operacion de los estanques

Utilizar post-larva de
laboratorio; definir 4reas
especificas y regular las
épocas y cantidades
estrictamente.

' ”mnoclao © cxastc una gran ncertidumbre.
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Descarga de los
efluentes camaronicolas

Deterioro de la calidad del
agua en las aguas receptoras

(disminucién del oxigeno
disuelto, reduccion de la
penetracion de la luz y cambios
en la macrofauna béntica),
eutroficacion (?), mareas rojas

™

Policultivos incluyendo
peces, moluscos, manglares
haléfias,artemia; eliminacion
o reduccion de la tasa de
intercambio; utilizacion de
estanques de sedimentacion-
oxidacién; mejoramiento en
el suministro y composicion
del alimento.

Escape de post-larva
acuicola de las poblaciones
silvestres. Proliferaciéon de

"Contaminaciéon Biolégica"
nueva tecnologia. Brotes de
enfermedades, infeccién de

Optimizacién en el manejo
e incluir buena calidad del
agus y bajas densidades de

enfermedades las poblaciones silvestres. siembra; control ambiental
(post-larva altamente sana
y control de enfermedades,
buen alimento con agentes
profilicticos e incluyendo
probidticos).

Las sustancias quimicas
deberan ser seguras;
aplicacién efectiva de los
antibacterianos y prevenir la
descarga de efluentes con
niveles toxicos en los
cuerpos de agua adyacentes.
Evitar el bombeo de agua
subterranea para los
estanques, reducir o evitar el
empleo de agua dulce;
utilizar liners (fondo de
plastico).

Desarrollo de resistencia
entre los organismos
patogenos y efectos
desconocidos sobre otros
organismos.

Descarga de sustancias
quimicas

Intrusion de agua salina Contaminacién de los

acuiferos

Disposicion de los
sedimentos

Liberacién posterior de
nutrientes, materia orgénica y
sustancias

Usar liner y probidticos;
utilizar areas de descarga de
sedimentos; esparcir los
quimicos en el sedimento
seco que fue aireado otra vez
en los estanques; recolectar
el sedimento y utilizarlo para
la plantacidon de manglares.
Competencia con otros Reducir o eliminar la tasa de
usuarios del agua (?) intercambio de agua.
Granjas camaronicolas abandonadas
Competencia con otros usuarios Utilizar haléfitas y/o restaurar
por espacio (?) para reforestar mangle;
rehabilitar para estanqueria de
camaroén u otras especies, para
estanques "buffer"”.

Excesivo uso de agua

Estanques abandonados

( ’smiwa O €XISIC una gran Inceridumbee. Fucnic: Pacz m 2001,
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1.7 Desechos de Crusticeos.

Hoy en dia, los desechos de crustaceos representan el volumen de desperdicios més grande
dentro de los alimentos congelados, en especial los del camarén (Jonson y Peniston, 1978; En:
Hansen e Illanes, 1994). LLa gran expansién y concentraciéon de industrias procesadoras de
moluscos y crustiaceos en un mismo lugar, han llevado a algunos gobiernos como el de E.U.A. a
legislar los impactos ambientales que producen éstas industrias, por lo que se pide como
requisito considerar la busqueda de alternativas innovadoras para sus desechos en alta mar y en
tierra (Carroad y Tom, 1978; En: Hansen e Illanes, 1994).

Cabe resaltar que tal legislacién no existe en México; por tal razén, el reciclaje de los desechos
de las industrias procesadoras de moluscos y crustdceos es una necesidad y una buena opcién
para mantener un desarrollo sustentable.

Al ser aprovechados éstos desechos, se disminuyen costos de produccién en la industria
alimenticia para ganado, avicola, acuacultura, animales domésticos, etc. Ademas se han
encontrado nuevas aplicaciones a las sustancias recuperadas de los desechos, como pigmentos
(astaxantinas), quitina y quitosano, en las industrias farmacéuticas, cosméticas, alimenticias y
tratamiento de aguas negras. Todo esto representa un menor costo del que las industrias
implementan para adquirir nuevos insumos, ya que éstos no se tienen que fabricar, sino
recuperar de desechos de otra industria. Las legislaciones ambientales que se llevan a cabo en
otros paises, hacen de la utilizacion de éstos desperdicios algo muy atractivo, pues incrementa el
aprovechamiento de la industria pesquera.

En México, una minima parte de las cabezas de camar6n son convertidas en harina 5 % (Cira y
col., 2002), la mayor parte son desechadas en alta mar y por su volumen, causan un impacto
ecolégico que puede alterar el ambiente. En los cultivos de camardn, tampoco se aprovecha el
cefalotérax, contaminando asi zonas aledafias a las areas de cultivo, con un consiguiente
deterioro ambiental y proliferacién de fauna nociva (Catflipa, 1994).

Meéxico es un importante productor de camardn (tanto en captura como en cultivado), lo cual
provoca una enorme produccién de desperdicios que se generan. El 40 % del porcentaje del
cuerpo del camarén es desechado (cefalotérax), algunas veces es acompafiado por colas
severamente enfermas o maltratadas que no pueden ser comercializadas. Para 1990 en México
se produjeron 18,634 toneladas de desechos en peso himedo y para 1999 la produccion
aumentd a 31,292 toneladas (SEMARNAP, 2000), siendo un incremento de 68 % con respecto a
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1990 (en peso humedo). Lo anterior sugiere que conforme aumenta la produccién de camarén
en México, se incrementaran considerablemente sus desechos. Por tanto, el aprovechamiento de
éstos en cualquiera de las areas ya mencionadas tendria que estar en consideracion por las

industrias mexicanas.

La composicion quimico proximal de los desechos son 53.5 % de proteina, 11.1 % de quitina,
8.9 % grasa, 22.6 % cenizas, 7.2 % calcio y 1.68 % fésforo (Meyers, 1998). Los datos indican
que pueden ser adecuados para su aprovechamiento en dietas acuicolas como suplemento
alimenticio, tales como la del mismo camarén. Debido a que los desechos de camarén pueden
ser vectores de transmision de enfermedades virales, no pueden ser aprovechados directamente
en el area alimenticia acuicola sin antes pasar por un tratamiento adecuado. En este sentido,
existen estudios previos acerca de un proceso eficiente para desechos de camardn y pescado,

conocido como la fermentacion acido lactica o ensilado.

La fermentacion acido lactica (ensilado), en comparacion a la fabricacion de harinas de
moluscos, crustaceos y pescado, ofrece atractivas ventajas tales como que se puede llevar a cabo
a bajos costos de inversidn en lugares en donde no se cuenta con infraestructura, se puede dar un
uso integral ya que por presentar un valor nutricional puede ser empleado para alimentacién
animal, ademas de que se pueden separar otros productos de alto valor comercial como serian

los pigmentos (astaxantinas), proteasas endégenas y quitina (Fig. 7), (Shirai y col., 2000).
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10 % Sucrosa
5 % Lactobacillus plantarum
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(6 dias 2 30°C)
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Fig.7. Diagrama General del proceso de fermentacion para el aprovechamiento de desechos de
crusticeos (Modificado de Plascencia y col.,2002).

1.8 Ensilaje.

A partir de estudios previos en donde la fermentacién lactica se ha empleado con la finalidad de
aumentar la vida de anaquel de los alimentos, debido a la produccién de acidos organicos y
compuestos con actividad antimicrobiana, se ha llevado a acabo la fermentacidn lactica para la
recuperacion de proteinas a partir de desechos de camardon y su aplicacién en dietas para

acuicultura (Plascencia y col.,2002).
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El ensilado consiste en una licuefaccion de materia orgéanica, en este caso, cabezas de camarén,
por la accién enzimiética, con la consecuente inhibicién de microorganismos alteradores por los
acidos producidos, extendiendo la vida de anaquel del desecho (Shirai y Hall, 1996). El empleo
del ensilado como método de conservacién permite evitar descomposiciones debido al
incremento de sustancias volatiles y pH, acompafiado de decoloracién por oxidacion de
pigmentos y autdlisis de proteinas.

El ensilaje biol6gico implica el uso de microorganismos que producen acido in situ, mientras
que en el ensilaje quimico se adicionan 4cidos orgénicos o inorganicos. Se ha reportado que el
ensilaje de los desechos del camarén proporciona una opcién para poder preservar un producto
rapidamente perecedero y permite la recuperacidon de productos de alto valor agregado y un

mercado muy extenso como la quitina, proteinas y los pigmentos.

El ensilado de los desechos de camarén en su forma liquida es utilizado como alimento para
animales y algunas veces se le llama proteina liquida. La licuefaccién del tejido del camarén es
el resuitado de la hidrélisis de las proteinas por la accién enzimitica y aumentada por la adicion
o produccion de acidos orgédnicos. La calidad del ensilado consta principalmente del contenido
de aminoacidos esenciales. El acido orgdnico que se afiade o se produce, tiene cémo
propiedades el ser bacteriostatico y preservar el desecho (Raa y col., 1982).

La fermentacion acido lactica combinada con tratamientos quimicos ha sido estudiada como una
alternativa en la recuperacion de quitina, reduciendo la cantidad de alcali y 4cidos requeridos.
En este proceso la proteina y el calcio son removidos por la actividad enzimética en los tejidos y
por la solubilizacion del calcio debido a los acidos organicos, respectivamente (Cira y col.,
2002).

Debido a que los desechos de camar6n son altamente perecederos, son arrojados a alta mar o a
zonas aledarias a las industrias procesadoras y granjas de camardn, sin aprovechamiento alguno
provocando problemas sanitarios y de impacto ambiental. Por lo tanto, una posible solucién es

fermentar el desperdicio con bacterias lacticas con el fin de estabilizarlos y conservarlos.

La accion preservativa de las bacterias 4cido lacticas puede ser explicada por diversos

factores: el 4cido lactico que producen, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas. Las
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bacteriocinas son proteinas producidas por diversas especies de bacterias que ejercen una accion
bactericida sobre bacterias susceptibles, (Einarsson y Lauzon, 1995).

Para que el proceso de ensilaje sea efectivo, se afiade una fuente de energia y un indculo de
bacterias acido lacticas para iniciar la fermentacion. La fuente de energia es indispensable para
las bacterias y puede ser glucosa, sacarosa o lactosa (Shirai y col., 1996) y se agrega debido a
que el desecho de camardn es una fuente deficiente de carbohidratos (Hall yDe Silva, 1994,
Shirai y col, 2000).

1.8.1 Propiedades.

Un buen ensilado cambia de un estado semi-sélido a un estado liquido en un tiempo de 2 a 3
dias; el pH se reduce y las enzimas hidrolizan las proteinas, dando como resultado altos
contenidos de péptidos solubles, aminoacidos libres y amoniaco (Hall y De Silva, 1994). Si las
fracciones liquida y semi-sodlida (sedimento) se separan, el liquido representa alrededor del 50 %
de la proteina total del desperdicio y el resto permanece en el sedimento, en el cual se queda
cerca del 85 % de la quitina (Plascencia, 2000).

1.8.2 Calidad.

La calidad del ensilado se determina principalmente en su contenido de aminoacidos esenciales,
vitaminas, vida de anaquel, calidad microbioldgica, olor, color y sabor. Una parte del desecho,
constituido por la quitina, permanece sin digerirse y requiere su separaciéon de la fraccion
liquida. La presencia de aminoacidos esenciales disueltos en el ensilado, se incrementan durante
las primeras horas de hidrolisis. Se deben evitar periodos prolongados de fermentacion, ya que

esto favorece su destruccion, (Plascencia y col., 2002).

1.8.3 Ventajas con respecto a la harina de pescado.

Existen ventajas que el proceso de ensilaje proporciona, a continuacion se enlistan:
a) Estabiliza y extiende la vida de anaquel del desperdicio (Shirai col., 1997).
b) Permite dar un uso integral, ya que se puede llevar a cabo la recuperaciéon de
productos con alto valor agregado (Hall &De Silva, 1992; Shirai & Hall, 1996; Shirai y
col., 1996, Shirai y col., 1997; Cira y col, 2002; Plascencia y col., 2002).
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b) Es un proceso econdémico que se puede realizar a bajos costos de inversién en lugares en
donde no se cuenta con infraestructura disponible (Hall y De Silva, 1992; Shirai y Hall,
1996).

¢) Es de facil realizacion y manejo (Meyers, 1986).

d) Retiene la calidad nutricional del producto y por consiguiente se aumenta la explotacién
de esta fuente para la elaboracién de alimentos acuicolas (Fagbenro y Bello-Olusoji,
1997; En: Plascencia, 2000).

La composiciéon quimico proximal de las cabezas de camardn ensiladas muestra una adecuada
cantidad de proteina (Tabla 6), la cual cubre las necesidades nutrimentales para el rdapido
crecimiento y desarrollo de animales acuaticos cultivados, por lo que se ha sugerido su posible
utilizacion como alimento para acuacultura, especificamente para camarén. Sin embargo, es
indispensable conocer la inocuidad del ensilado, ya que es posible que los desechos de camarén
estén infectados con protozoarios, hongos, bacterias y virus. Las enfermedades que mas han
afectado a los cultivos de camarén en el mundo y en México son virales. Para la deteccién de la
presencia de virus en los camarones se utilizan varias técnicas, desde las mas comunes como las
pruebas histol6gicas, hasta analisis muy especificos de biologia molecular como la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), que es una tecnologia basada en la deteccién de ADN para el
diagnostico de patogenos.

Tabla 6. Composicion quimico proximal del ensilado de cabezas de camarén (Infofish
Handbook 4, 1991).

Base Humeda % Base Seca %
Proteina 14.10 69.00
Extracto Etéreo 1.40 6.80
Cenizas 3.50 17.10
Calcio 1.08 5.29
Fosforo 0.30 1.47
Humedad 81.00 7.00

1.9 Enfermedades que atacan al camarén en el mundo.

En el mundo se encuentran siete diferentes virus que afectan el cultivo de camarén (Tabla 7), de
mayor a menor importancia en pérdidas econémicas son: a) Virus del Sindrome de la Mancha
Blanca (WSSV), b) Virus de la Cabeza Amarilla (YHV), ¢) Virus del Sindrome del Taura
(TSV),
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d) Virus de la Necrosis Hematopoyética e Hipodérmica Infecciosa (IHHNYV), e) Parvovirus
hepatopancréatico (HPV), f) Baculovirus Monodon (MBV) y g) Baculovirus Penaei (BP).
A lo largo de los afios la presencia de epizootias ha cambiado expandiéndose por todo el mundo,

debido en su mayoria a la falta de control en el movimiento de los animales vivos.

Tabla 7. Distribucién geografica de los virus mas importantes que infectan al camar6n (Alday,
2000).

América Asia Australia
WSSV Presente ( excepto en Presente No descrito
Virus del Sindrome de Venezuela, Brasil,
la Mancha Blanca Belice, Cuba)
YHV E.U.A. (1 caso Tailandia LOV Virus de la
Virus de la Cabeza aislado) Vacuolizacién del
Amarilla égano Linfoide.
TSV Presente Taipei-China No descrito
Virus del Sindrome del
Taura
ITHHNV Presente Presente Presente

Virus de 1a Necrosis
Hematopoyética ¢
Hipodérmica Infecciosa

HPV Presente Presente Presente
Parvovirus
Hepatopancreatico

MBV Presente Presente Presente
Baculovirus monodon
BP Presente No descrito No descrito

Baculovirus Penaei

En 1996, las pérdidas econémicas estimadas por el Banco Mundial fueron de $3,000 millones
de délares anuales, lo que corresponde a un 40 % de la produccién total en la acuacultura
(Alday, 2000). Durante los ultimos afios no se ha podido abatir esa cifra, debido al dificil
control sanitario y falta de cooperacion mundial de la comunidad de la actividad acuicola. Sin
embargo, hay una gran preocupacién de parte de los productores privados, rurales e inclusive

gubernamentales para poder controlar en alguna medida las pérdidas.

1.9.1 Enfermedades virales que atacan al camarén cultivado en México.

Las epizootias causadas por virus en camardn cultivado en México y en el mundo provocan la
muerte rapida y pérdida de los cultivos en etapas tempranas del ciclo de vida (mysis, post-larva,
juveniles), repercutiendo asi en la economia de los cultivos y de las divisas destinadas a ésta

actividad. La infeccién por virus en los cultivos de camarén representa una pérdida rapida y
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segura de los mismos, ya que no existen vacunas o tratamiento para evitar su actividad. Por
tanto, se sigue investigando para poder encontrar soluciones practicas, con la ayuda de la nueva
tecnologia para poder disminuir el impacto que los virus provocan al atacar un cultivo de
camaron.

Para el afio 2000, en México la pérdida econémica ocasionada solamente por el Virus del Taura
y de la Mancha Blanca fue aproximadamente de $ 28 millones de délares (Galaviz y col., 2000).
Por lo anterior la prevencion de enfermedades producidas por diversos agentes patégenos debe
de ser una de las prioridades dentro del cultivo del camarén, con el fin de proteger la inversion
que se hace en éste producto. A continuacién se enlistan los virus de mayor importancia
econdmica que han atacado en México de 1996 a la fecha son: Virus del Sindrome del Taura
(TSV)-1996, Virus de la Necrosis Hematopoyética e Hipodérmica Infecciosa (IHHNV)-199S5 y
Virus de la Mancha Blanca (White Spot Syndrome Virus, WSSV) a mediados de 1999
(Contreras y Rodriguez, 2000).

Virus del Sindrome de Taura (TSV) se ha clasificado como un Picornavirus de forma
icosaédrica, que mide 30-32 nm de diametro. Su genoma esta conformado por una sola banda
de ARN (ssARN) con tres polipéptidos mayores y dos menores. El virus infecta de forma
natural a las especies: Litopeneus vannamei, Litopenaeus stylirostris y Litopenaeus setiferus. Se
han logrado infectar experimentalmente a postlarvas y juveniles de: Litopenaeus setiferus,
Farfantepenaeus aztecus y juveniles de Fenneropenaeus chinensis. Las postlarvas posteriores
al dia 12 y juveniles de Litopenaeus vannamei son muy susceptibles y presentan alta mortalidad.
Sin embargo, los juveniles de Litopenaeus stylirostris son muy resistentes, al igual que las
postlarvas y juveniles de Farfantepenaeus aztecus y Farfantepenaeus duorarum.

Este virus ataca a las postlarvas de entre 14-40 dias de edad y los juveniles afectados son
aquellos con pesos entre 0.05 y 5 g. Los signos mas significativos en la fase hiperaguda son: la
expansion de cromatéforos que produce una coloracion rojiza en el camarén, siendo el telson (la
cola) y los pledpodos los érganos que mis se tifien de ese color. Cuando los animales muestran
éstos signos mueren durante la ecdisis (muda). La mortalidad es del 80 al 95 %. Los camarones
que sobreviven a la epizootia se observan con lesiones multifocales melanizadas, a veces
presentan la cuticula suave y la expansién de los cromaté6foros, incluso sus habitos alimenticios
pueden ser normales. La sobrevivencia de éstos camarones es de un 60 % o mds
(Lightner,1996).
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Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa (IHHNV), también conocido
como sindrome del rostro deformado, es un Parvovirus con genoma de una sola banda de ADN
que mide un promedio de 22 nm de diametro. Los hospederos susceptibles son Litopenaeus
stylirostris, Litopenaeus vannamei, Penaeus occidentalis, Farfantepenaeus californiensis,
Penaeus monodon, Penaeus semisulcatus y Penaeus japonicus.

Los signos clinicos son: altas mortalidades en los juveniles. En la postlarva No. 35, (35 dias de
desarrollo), se observan signos y mortalidad masiva. Los juveniles infectados en forma
horizontal son los mas afectados; sin embargo los adultos casi no muestran signos. También se
presenta el cambio de comportamiento como la inmovilidad, el hundimiento con el abdomen
hacia arriba, la faita de alimentacion hasta estar débiles y ser atacados y comidos por otros.

Las lesiones que presentan son manchas blancas en la epidermis cuticular. Algunos camarones
se observan de un color gris azulado y con la musculatura abdominal opaca. La enfermedad en
Litopenaeus vannamei es cronica y muestran el rostro deformado, las antenas se encogen y la

cuticula se hace rugosa (Lightner,1996).

Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) era considerado miembro de la subfamilia
Nudibaculovirinae en la familia Baculoviridae por su semejanza con ésta, sin embargo, en el
Sexto Reporte del Comité Internacional de Taxonomia de Virus (I.C.T.V.) (Murphy y col.,
1995; En: Soto y col. , 2001) fue clasificado como virus no asignados.

El virus tiene forma de baston con una doble envoltura en uno de sus extremos con apariencia
de cola. La capside estd compuesta de subunidades de anillos en arreglo consecutivo (Fig. 8).
Estos anillos son perpendiculares al eje longitudinal de la cdpside y un extremo de este cilindro
de subunidades esta cerrado por un segmento redondeado, el otro extremo es cuadrado (Murphy
y col., 1995; En: Soto y col.,, 2001). El genoma del WSSV esta formado por ADN de doble
cadena de aproximadamente 190-200 kilobases de largo. El virus contiene por lo menos 5
principales proteinas con pesos estimados de 28 (VP28), 26 (VP26), 24 (VP24), 19 (VP19)y 15
(VP15). VP28 y VP19 estan asociadas con la envoltura del virionte y VP26, VP24 y VP15 con
la nucleocépside. El papel que la envoltura y las proteinas tengan en el proceso de infeccién atin
no esta determinado (Van Hulten y col. 2001).
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Se han realizado experimentos para estudiar el papel que tienen las proteinas del virionte y/o
otros dominios del proceso de infeccién y uno de ellos es el neutralizar anticuerpos que se
unan a la envoltura del virionte, lo cual permite la unién del virus a la superficie celular y
con ello la entrada a la célula (Burton, y col., 2000).

El gran interés por conocer este virus es que puede provocar el 100% de mortandad de 2 a
10 dias en cultivos camaronicolas, por lo que hay una gran preocupacion por la posible
introduccién del virus en poblaciones silvestres (Soto y col.,, 2001). Muy poco se conoce
acerca del modo de infeccion y morfogénesis in vivo de WSSV, aunque se sabe que las
primeras células infectadas son las del estomago, branquias y epidermis cuticular del
camaron. La infeccién subsecuentemente se extiende en el camarén a otros tejidos de origen
mesodérmico y ectodérmico (Lightner,1996). La replicacién del ADN y la formacién de la
nueva envoltura se lleva a cabo en el niicleo (Durand y col, 1997; Wang y col., 2000; Van
Hulten y col.; 2001). El mecanismo de entrada hacia el camarén y la manera de infectar del
virus en el cuerpo de los crusticeos no es conocido.

Este virus se ha descrito como un Baculovirus con ADN de doble cadena y una morfometria
de 70 x 380 nm hasta 150 x 380 nm (Lightner, 1996). Puede infectar naturalmente a:
Fenneropenaeus indicus, Marsupenaeus japonicus, Fenneropenaeus chinensis, P.
monodon, Litopenaeus setiferus, Litopenaeus vannamei, Litopenaeus stylirostris,
Farfantepeaeus aztecus y Farfantepenaeus duorarum.

Los principales signos clinicos son: letargia o nado lento sobre la superficie, coloracién del
cuerpo de rosada a pardo rojizo, cola roja, expansion de los cromat6éforos, mueren en el
fondo de los estanques, rangos altos de mortalidad acumulativa llegando al 100 % dentro de
los primeros 3-10 dias después de la aparicion de los signos clinicos, manchas blancas de
0.5-2.0 mm de diametro en el interior de la superficie del exoesqueleto y depdsitos
anormales de sales de caicio (Lightner, 1996).
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Se muestran en A. Forma preinfecciosa y B. Forma infectiva del virus. La barra negra tiene una longitud de
;*Oi:mé. Microscopia electrénica del virus del Sindrome de la Mancha Blanca(WSSV) en
camarén (Fuente: Laboratorio de virus, departamento de Microbiologfa. Universidad de Hawaii,
U.SA. Consulta en linea http://www2 . hawaii.edw/~pilip/wsv2.htm).

Para la deteccién de enfermedades virales se cuenta con métodos de diagnéstico rapidos,
precisos y eficientes, como lo son: la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), la
Hibridacién in situ, Dot Blot, Inmunofluorescencia y Técnicas Citolégicas Réapidas. Existen
también analisis histolégicos de rutina (tincion Hematoxilina y Eosina) que son mas precisos
para el estudio patolégico que un squash en fresco, aunque su proceso es lento, llevandose
aprox. de 2-3 dias de trabajo, tiempo suficiente para que un cultivo infectado por WSSV se vea
altamente afectado con un 100 % de mortandad. Por lo anterior, en la necesidad de métodos de
diagnodstico rapidos y sensibles ha llevado a la aplicacion de pruebas basadas en la amplificacién
del ADN para las enfermedades de camarén, tales como el PCR. A la fecha estdn siendo
desarrollados diferentes métodos acoplados al PCR con el fin de obtener una mejor
especificidad y sensibilidad para la deteccion de virus en camardén. Estos métodos prometen
proveer analisis de diagnéstico rapidos y que ser herramientas para investigacion de una
industria que sufre de epizootias catastréficas (Lightner y Redman, 1998).

El gobierno de México esta trabajando junto con laboratorios privados e instituciones ptblicas y
privadas, con el fin de conformar una so6lida Red de Diagnéstico que ayude al flujo de
informacién correcta y estandarizada, segun la Norma Oficial Mexicana de Emergencia NOM-
EM-001-SEMARNAP-PESC-1999, que establece los requisitos y medidas para prevenir y
controlar la introduccidon y dispersion de las enfermedades virales Sindrome de la Mancha
Blanca (White Spot Syndrome Virus Virus(WSSV)) y Cabeza Amarilla (Yellow Head Virus
(YHV)). Diario Oficial de la Federacion, 19 de marzo de 1999

(www. semarnat. gob.mx/legislacion).
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Existen ocasiones en que la enfermedad empieza en los estanques de cultivo, dando muy poco
tiempo para tomar una decision de cosecha de emergencia, como para realizar estudios
histol6gicos que ayuden a un diagnéstico preciso y no confundir los signos expresados con otra
enfermedad por bacterias, protozoarios u hongos. Por lo tanto, el analisis del PCR es el mas
efectivo y rapido para un diagnéstico definitivo y para el establecimiento de rapidos sistemas de
control sanitario ya que existen cargamentos de camarén congelado, huevos de artemia,
alimento vivo o fresco, fauna acompafiante en los estanques que son portadores del virus, lo
que los hace potencialmente fuentes de dispersion e infecciéon de virus, no solamente del WSSV,
sino de muchos otros (Lightner y Redman, 1998; Nunan y col., 1998; Penga y col., 1998;
Kasornchandra y col., 1998, Durand y col., 2000).

1.10 Deteccién Molecular por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

A través de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), la Biotecnologia ofrece una
alternativa de diagnostico para la deteccién de las enfermedades infecciosas. Desde su
descripcion en 1985 se ha convertido en una herramienta clave dentro del campo del diagnéstico
molecular. La PCR es un proceso enzimatico “in vitro” que permite la amplificacién selectiva
de secuencias de ADN. La reaccion se lleva acabo utilizando una mezcla de reactivos, dos
iniciadores u oligonucleétidos que son complementarios a un segmento de ADN que serda
amplificado (secuencia blanco) y una enzima ADN polimerasa termoestable la cual cataliza el
copiado de la muestra de ADN del organismo de interés. El procedimiento se Heva a cabo en
una serie de tres ciclos que implican la desnaturalizacién

del ADN, el apareamiento y la elongacion de los iniciadores, dando como resultado la
amplificacién exponencial del fragmento flanqueado por los iniciadores. La alta especificidad,
sensibilidad y reproductibilidad para analizar el producto amplificado a través de electroforesis
en geles de agarosa, son algunas de las caracteristicas que han permitido la inclusion de esta
metodologia dentro del diagnéstico microbiolégico, sobre todo en el caso de patégenos de
dificil deteccién. Una ventaja adicional resultado de la automatizacién del procedimiento, es la
rapidez con la cual pueden obtenerse los resultados (Perales, 2001).

Actualmente, existe una gran cantidad de estrategias que han hecho de la PCR una técnica muy
versitil, de tal manera que se puede lograr no solo la deteccién, sino también la diferenciacion

de especies y subespecies dentro de un género. Esto se puede llevar a cabo a través de la

Obtencién y caracterizacién quimico microbiolégico de ensilados de desechos de camarén.
Diana Corona Vadillo




25

amplificacién de una regién conservada (consenso) en todas las especies del género y la
posterior identificacién de polimorfismos o variaciones en este segmento amplificado utilizando
enzimas de restriccion (PCR-RFLPs) o bien, utilizando reacciones de PCR en las cuales se
incluye mas de un par de iniciadores, los cuales se aparean en secuencias que son especificas
para cada especie 6 subespecie (PCR-multiplex). Asimismo, el acoplamiento de técnicas de
hibridacién para el analisis de los productos amplificados ha permitido incrementar la
sensibilidad y especificidad de la PCR (Perales, 2001).

A pesar de esta gran variedad de métodos de anilisis de PCR, solamente se encuentran 3
diferentes técnicas en uso. Existe evidencia de variaciones del virus de la Mancha Blanca
(WSSV) en México, lo cual podria afectar la especificidad de las pruebas de PCR; no obstante,
a la fecha no se ha confirmado (APEC/FAO/NACA/SEMARNAP; 2000). También existen
preocupaciones de que la prueba de PCR no pueda ser totalmente confiable, a causa de la falta
de personal entrenado adecuadamente. Por lo tanto, se esta realizando una estandarizacién de
los andlisis de PCR en toda la Repiblica Mexicana a través de la Red de Diagnéstico Nacional,
a partir de las investigaciones realizadas a diferentes epizootias provocadas por WSSV,

Perales (2001) sugiere una optimizaciéon de la técnica del PCR basada en el estuche comercial
distribuido por la compaiiia Diaxotics, obteniendo como resultado la implementacién de
tecnologia altamente confiable realizada en poco tiempo, y costos relativamente bajos. Esta se
realizé a partir de la estrategia de PCR anidado que consiste de dos PCR sucesivos, cada uno de
los cuales requiere un par de iniciadores especificos y donde el producto de la primera reacciéon
es el ADN blanco de la segunda. El PCR es un método poderoso para amplificar secuencias
especificas de ADN de largos complejos de mezcla de ADN. Por ejemplo, se pueden disefiar
Primers o iniciadores de PCR para amplificar un solo locus de todo un genoma. De una sola
molécula blanco se puede producir cerca de 1 billon de copias del producto de PCR en muy
poco tiempo. Sin embargo, la capacidad de amplificar 1 billon de veces también amplia la
posibilidad de secuenciar 1 billén de veces el ADN erréneo. La especificidad del PCR es
determinada por la especificidad de los Primers o iniciadores. Por ejemplo, si los primers se
unen a mas de 1 locus (gj. dominio comiin), entonces mas de un segmento de ADN serd
amplificado. Para reducir estas posibilidades, se emplean primers anidados para asegurar la

especificidad (Fig. 9); dos pares de Primers para PCR son utilizados para un solo locus: el
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primer par amplifica el locus como en cualquier otro experimento de PCR (Fig. 9 ay b) y el
segundo par (primers anidados) se unen con el producto del primer PCR (Fig. 9¢c y d)
produciendo un segundo producto de PCR que serd mas corto que el primero (Fig. 9¢). La
légica detras de esta estrategia es quesi se llega a amplificar el locus erréneo por equivocacion,
la probabilidad de que se amplifique una segunda vez por el segundo par de primers es muy
baja.

5 e e GCAT . « cTTGG. = = - e e aGCGC .+« - ATAT.. 37
3 e e CGTAw 0 e AACC .. - - « oo s CGCGaooe.TATA.. 5°

a) Las lineas punteadas en los segmentos de ADN representan secuencias de ADN no determinadas de una
longitud inespecifica. Las dobles lineas representan una larga distancia entre la porcion de ADN aqui mostrado.
Las porciones de ADN mostradas con 4 bases en una secuencia, representan zonas de unién de los primer del
PCR, aunque los verdaderos primers son mas largos.

57 « e GCAT o o s TTGG. = « » - e e GCGC oo - ATAT. . 3°
-—tata
g ate
3 «a aCGEGTA. . .ANCC. . - - o e e s CGCGCGaoe.TATA.. 5

b) El primer par de primers del PCR (flechas azules) se adhieren al par de zonas extemas de unién de los primers
o iniciadores y amplifican el ADN entre ellos.

3’ CGTA...AACC.... «..CGCG...TATA 57

€) El producto de amplificacién del 1 er PCR. Nétese que las bases fuera del par de iniciadores o primers del PCR
no se encuentran presentes en el producto.

57 GCAT...TTGG....//....GCGC...ATA'I‘ 3

57 GCAT. . -TTGCGG . « « = e e e e GCGC .. _ATAT 37
- goo
ttgg-m
3’ CGTA. . .AACC. . - - . e e CGCG e TATA S’

d) El Segundo par de Primer Anidados (flechas rojas) se unen al producto del 1 ° PCR. Las zonas de unién para

el Segundo par de Primers se encuentran a unas pocas bases "internamente" de la primer zona de unién para
los primers o iniciadores.

5 - TTrTPGG =« -« = - - e e aGCGESCT 3
3 ARARACC 4 « a - - e CGCGCGEG 5 7

€) Producto Final del PCR , después de dos secuencias seguidas de PCR. La longitud del producto es definida por
la ubicacion interna de zonas de union de los primers. Nota: Figuras e informacion obtenidas en linea:
http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/NestedPCR . html

Figura 9. Estrategia del PCR Anidado.
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La secuenciacion de los genomas completos de diferentes patégenos permite el disefio de
estrategias basadas en el analisis de PCR mas especificas, sin embargo, el PCR anidado
respresenta una buena alternativa para lograr tanto sensibilidad como especificidad durante la
deteccion. Aunado a lo anterior, la optimizacion del proceso (Perales, 2001), tanto en tiempo
como en costo tiene la ventaja de establecer a la PCR como la herramienta de deteccion de

agentes patégenos de gran importancia econémica como lo es el WSSV.
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2. Antecedentes.

En la fermentacién acido lactica de desechos de camaroén (cabezas y colas), hay una produccién
de acido lactico por bacterias acido lacticas donde el crecimiento de éstas se ve favorecido al
agregar azucares fermentables (Shirai y col, 2001; Cira y col, 2002). Al mismo tiempo, el acido
lactico y las bacteriocinas producidas por las bacterias proporcionan un efecto conservador
durante la fermentacion, previniendo la rapida descomposicién por microorganismos,
manteniendo las cuentas microbianas estables y el pH en una region acida (Shirai y col., 2001;

Einarsson y Lauzon, 1995).

Al terminar la fermentacion se pueden separar dos fracciones: a) semi-s6lida, que contiene
principalmente quitina y b) liquida, que contiene proteinas, lipidos y pigmentos. De estas
fracciones se pueden separar otros productos de valor comercial como los pigmentos
(astaxantinas), proteinas y quitina, (Shirai y col, 1997; Cira y col., 2002).

Existe una gran preocupacion por mejorar el rendimiento y bajar los costos de dietas acuicolas
con dietas alternativas, tomando en cuenta como punto principal la aceptacion que puede tener
la especie de cultivo a un alimento especifico (Hardy, 2000; Avault, 2001; Hendrickx, 2001).
Una probable combinacion entre alimentos balanceados de origen industrial y alimentos
procesados a partir de desechos naturales diversos, podria traducirse en una disminucién
significativa de los costos de explotacion, derivados de la harina de pescado.

Por tal motivo, varios investigadores han estudiado la posibilidad de sustituir total o
parcialmente la harina de pescado por proteinas de origen vegetal y animal en alimentos para
organismos de cultivo acuatico. Debido a la composicion adecuada de las dietas, la presencia
de aminoicidos indispensables para estimular el crecimiento y probablemente de atrayentes, ha
sido la razén para que las dietas sustituidas con proteinas de origen animal sean mejor
asimiladas por los organismos (Plascencia y col., 2002; Galicia, 2001; Ezquerra y col., 1998;
Caiiipa, 1994; Clark y col., 1993; Fox, 1993).

El uso de ensilados de desechos de camardn en alimentos para animales de cultivo acuatico ha

sido probado en dietas para tilapia Oreochromis niloticus, sustituyendo harina de pescado en

diferentes concentraciones. La aceptacion de la dieta, asimilaciéon y crecimiento de las tilapias
fue totalmente favorable (Plascencia y col., 2002). No obstante, no se ha aplicado el uso de

ensilados de desechos de camarén como suplemento de la harina de pescado en dictas para
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camarén, debido a que no se ha evaluado la posible presencia de virus infectantes del camar6n
en el producto final obtenido del ensilado de desechos de camar6én. Tampoco se ha tomado en
cuenta en México el proceso de ensilaje como un método adecuado para manejar los desechos
de camarén, pudiéndose reciclar a industrias para alimentacion animal, en especial la acuicola,
disminuyendo fuentes de contaminacion ambiental y de enfermedades camaronicolas,
principalmente virales como el WSSV. De esta manera, no se tendrian que destruir los lotes que
dieran positivos en los diagnésticos realizados para el virus WSSV, como lo indica el punto 4.5
de la NOM-EM-001-SEMARNAP-PESC-1999, brindando una opcién alterna al uso de cultivo
enfermos, estudio que necesita ser confirmado.

Sin embargo se han realizado investigaciones donde se someten a diversos virus tales como
Hepatitis B y Mancha Blanca Baculovirus (WSBV), a tratamientos caldricos, radiacién
ultravioleta, pH, exposicién a ozono y desinfectantes quimicos para observar el efecto que causa
sobre su infectividad. Esto se realizd6 ya que se tenia la hipGtesis que alguno de estos
tratamientos podria afectar la incidencia de los virus, permitiendo el uso de alguno de los
tratamientos dados como proceso desinfectante. Se obtuvieron principalmente datos donde el
pH Aacido entre 1-3 a lo largo de 1 hr. o menos, inhibe la infectividad de éstos virus (consulta en
linea: Virus Taxonomy, 2002; Tagawa y col., 2000; Chang y col., 1998).

Se conoce que la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa es un analisis confiable y de rapido
diagndstico para la detecciéon de virus en camarén (Lightner y col., 1998; Nunan y col, 1998;
Peng y col, 1998; Kasornchandra y col., 1998; Durand, 2000). Sin embargo, debido a la
diversidad de técnicas de esta metodologia, los resultados pueden ser no confiables por falta de
personal entrenado. Por lo tanto, APEC/FAO/NACA/SEMARNAP, 2000 y Galaviz y col.,
2000, sugieren la estandarizacién de la técnica mediante cursos de actualizacién a lo largo de
todos los laboratorios del pais que la emplean para el diagnostico y asi evitar resultados
€erroneos.

Con base a los estudios anteriores, el pH acido se debe a la produccién de acido lactico por las
bacterias 4cido lacticas adicionadas al ensilado, lo cual permite suponer que el tratamiento de
desechos de camardn por la fermentacion dcido lactica (ensilado) serd un proceso adecuado que
afectara el desarrollo de bacterias descomponedoras y virus infectantes del camarén. De esta
manera se podria dar nuevos usos a un producto poco aprovechado y barato como lo es el

desecho de camardn.
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3.Justificacién.

La acuacultura ha tomado un lugar muy importante en la economia y sustentabilidad de las
pesquerias a nivel mundial. '

El efecto de enfermedades virales en esta actividad causa pérdidas catastréficas, principalmente
en el cultivo de camarén, éstas pérdidas se estiman en $3,000 millones de ddlares al afio
(APEC/FAO/NACA/SEMARNAP, 2001). En el mundo se encuentran siete diferentes virus que
tienen un impacto global en el cultivo comercial del camarén, siendo el mas agresivo de ellos:
Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV).

En Meéxico, el cultivo de camarén se ha desarrollado ampliamente en los ultimos 30 aifios, en
los cuales eventualmente las enfermedades virales han surgido. Aunque en México se han
registrado pérdidas causadas por la presencia de virus, a la fecha no han existido casos en los
cuales se hayan tenido pérdidas como las reportadas en otros paises. Sin embargo, pare el afio
2000, las pérdidas por Mancha Blanca y Taura fueron de $ 28 millones de délares sobre la cifra
total de camardén cultivado (Galaviz y col., 2000). El virus de la Mancha Blanca no ha atacado a
los cultivos mexicanos tan severamente como en Asia, debido a la alerta oportuna sobre sus
estragos. De este modo, se teme que de no mantenerse las medidas estrictas (ya que no existe
tratamiento alguno para controlarlo) y se encuentran mas opciones para mitigar esta infeccién,
las pérdidas por epizootias provocadas por WSSV podrian ser extraordinarias. Por lo anterior, es
urgente aplicar y crear nuevas medidas preventivas para evitar su presencia de cualquier otra

epizootia en el territorio mexicano.

Otro problema que preocupa a los productores e investigadores es la disminucién del costo del
alimento para camarén y para la acuacultura en general, lo que significa la reducciéon de
proteina, sustituyendo la harina de pescado por algin otro suplemento alimenticio de origen
vegetal o animal (Hardy, 2000; Avault, 2001; Hendrickx, 2001). La utopia en la acuacultura es
incrementar la produccién al igual que el precio del producto y bajar los costos. Estas acciones
no pueden ser llevadas acabo sin un buen manejo de la granja y de las industrias procesadoras
pesqueras, ya que entre ellos mismos podrian ser vectores de enfermedades.

El control de enfermedades virales en animales acuaticos es extremadamente dificil de
controlar, atin después de haber infectado al camarén se requiere de una exhaustiva desinfeccién

de los estanques y material para disminuir al maximo fuente de infeccion. Se han reportado
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diversos estudios en donde la actividad de la acidez sobre bacterias y virus es bactericida e
inhibitoria (Giraffa y col., 1990; Harris y col., 1989). Con base en lo anterior, en esta tesis se
sugiere el uso de la acidez producida por las bacterias lacticas (ensilado) para el procesamiento
adecuado alterno de los desechos de camardn y animales enfermos o muertos que no tengan vias
alternativas de uso. En este sentido se efectuard un reciclaje de desechos de camarén y
camarones enfermos para su posterior aprovechamiento en industrias productoras de alimento
acuicola, farmacéuticas, cosmetoldgicas y tratamiento de aguas (Hansen y col, 1994). Con esta
propuesta, los desechos de camar6n y camarones enfermos no representarian pérdidas
monetarias al tener que abaratar el costo o destruir lotes contaminados, al contrario, podrian
representar por ej. fuentes de alimentacién al ser incluidas en dietas acuicolas.

El fin que se busca en este trabajo es la inclusién de desechos de camarén procesados a través

del ensilado en dietas acuicolas, que es un tratamiento barato y poco aprovechado en México.
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4. Objetivo General.

1.- Obtencién y caracterizacidon quimica microbiolégica de ensilados de desechos de camarén.

4.1 Objetivos Particulares.

1.- Reciclaje de desperdicios de camarén mediante el ensilado en dos reactores, dinamico y
estatico, evaluando la produccion de acido lactico, evolucién del pH y la recuperaciéon de
protefna.

2.- Determinacién de la composicién quimico proximal del ensilaje de desechos de camarén y
andlisis microbiolégico.

3.- Deteccién del virus de la Mancha Blanca en ensilados de desechos de camaron, mediante el
analisis de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR anidado).

5. Hipotesis.

La acidez en ensilados de desechos de camarén puede disminuir la presencia de bacterias
patégenas-descompositoras y probablemente de virus infectantes de camarén (por ej. WSSV),
beneficiando la reducciéon de contaminantes y enfermedades causadas por el desecho de

camardn y su reutilizacidén como suplemento alimenticio en dietas acuicolas.
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6. Metodologia.

6.1 Obtencion del ensilado de desechos de camarén.

6.1.1 MaterialL

Los residuos de camarén consistieron en cabezas (cefalotérax) y colas maltratadas (fraccién
comestible), las cuales se obtuvieron en el mercado de La Nueva Viga de la Ciudad de México
en enero-febrero de 1999, alrededor de las 7:00 h, hora de descarga de los ltimos productos
pesqueros provenientes de toda la Reptblica Mexicana. Las cabezas de camarén obtenidas
fueron principalmente de Farfantepenaeus duorarum (rosado) y Litopenaeus setiferus (blanco
del Golfo), con una mezcla de cabezas de camardn del Pacifico y colas de Farfantepenaeus
brevirostris (cristal). Los desechos fueron molidos en un molino de carne Sanitary cedazo 1/8",
inmediatamente después de su compra en Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa (UAM-I).

Asimismo se obtuvieron colas de camarén provenientes de Honduras, positivos para el virus de
la Mancha Blanca, via el andlisis de PCR. Los camarones obtenidos fueron Litopenaeus
vannamei y Litopenaeus stylirostris, siendo domados por el Lab. de Patologia Molecular del
Centro Nacional de Sanidad Acuicola en la Universidad Auténoma de Nuevo Leén, San Nicolas

de los Garza, Nuevo Léon.

6.1.2 Microorganismos.

Las bacterias acido lacticas utilizadas, identificadas como Lactobacillus plantarum (APG
Eurozym), fueron cepas inoculadas en los reactores estdtico (RE) y dindmico (RD). Para su
propagacion, éstas fueron inoculadas en un medio de cultivo liquido APT (Difco, USA) e
incubadas a 30 ° C durante 24 horas. El cultivo iniciador tenia una concentracién de 10 2
UFC/ml (Cira y col., 2002).

6.1.3 Condiciones de Ia fermentacion.

a) Reactor est:itico (RE).

Para realizar las fermentaciones, se utilizaron cabezas (cefalotérax) o colas de camarén por
separado como materia prima, colocdndose en un fermentador estético (reactor de columna). El
cual consiste de dos modulos construidos en acero inoxidable. El médulo superior es utilizado
para la deposicion del desecho a fermentar (Fig. 10a) y el de la parte inferior se utiliza para la

recoleccion del licor producido (Figura 11b). Asimismo posee entradas para la colocacién de
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termopares, electrodos y salidas para gas y muestreo. En la Tabla 8 se presentan las
caracteristicas de los dos reactores estaticos utilizados.

Tabla 8. Dimensiones del Reactor estatico.

Reactor Dimensiones (cm) Carga de desecho
himedo de camarén
(Kg)
Longitud | Didmetro
Pequefio 20 10 2
Grande 424.5 20.4 30

Como se menciond, las fermentaciones se realizaron por separado con dos materias primas,
cabezas o colas molidas de camarén de procedencia mexicana, adiciondndose 10 % (peso/peso
base hiimeda) de aziicar de cafia refinada (Azacar, S.A. México) y un inéculo con 5 % (vol/peso
base himeda) del cultivo iniciador, Lactobacillus plantarum. Lleviandose a cabo en el reactor
durante 6 dfas, durante los cuales se obtuvieron muestras semi-sélidas y liquidas cada 24 h.
Las muestras se almacenaron bajo congelacién a -20 ° C, hasta su posterior utilizacién (Cira,
2000). El congelamiento no afecta la actividad de las enzimas nativas y cualquier cambio en la
poblaciéon de microorganismos no es importante, dada la gran concentraciéon del inéculo de

bacterias lacticas (Shirai y col, 2001).

a) Parte Superior: deposicién
del desecho de camarén. '—<

b) Parte inferior:
recoleccién de licor.

Fig. 10. Reactor Estatico Di tones 20 cm longitud y 10 cm de didmetro y capacidad de carga de 2 Kg-
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b) Reactor de Cilindro Rotaterio (RD).

La parte movil del reactor esta constituida por una malla de acero inoxidable de 11 hilos por 2.5
cm y 3 mm de didmetro intersticial, colocada en forma de un cilindro de 14 cm de diametro y
540 cm de longitud, con tapas desmontables de nylamid ajustadas al cilindro. Este cilindro esta
montado en un eje de acero inoxidable de 1.27 cm in con baleros de 1.27 cm, el cual es
concéntrico al cuerpo del reactor y que se conecta al motor electronico marca Bosch 12 volts 1/8
H.P.

Existe un sistema fijo, el cual estd constituido por una coraza de acrilico de 20 cm de didmetro y
longitud de 44 cm. En su interior se encuentra el sistema mévil y posee 2 tapas de acrilico
desmontables con oril; estas se fijan con tornillos junto con bridas de acero inoxidable. El
reactor completo (Fig. 11) es colocado en un soporte de acrilico; la longitud total del equipo es
de 72 cm, con 29 cm de ancho y 30 cm de alto; la velocidad de agitacion fue de 50 rpm
intermitentemente durante 6 dias. El tiempo de agitacion fue regulado mediante un termorizador
cada 6 horas.

El modo de operacién del reactor fue el siguiente: las cabezas de camardén de procedencia
mexicana o colas de camaron de procedencia Hondurefia cada materia prima por separado, fue
mezclada con la fuente de carbono y el cultivo iniciador antes de ser empacadas en el cilindro
rotatorio y en su debido tiempo. La agitaciéon fue intermitente durante 6 dias de fermentacion;
cada 24 h se obtuvieron muestras semi-sélida y liquida, las cuales se congelaron a -20 ° C hasta

su posterior utilizacion (Shirai y col.,2000)

b) Coraza externa
i| de acrilico

a) Motor
eléctrico.

c) Malla rotatoria.

B

Fig. 11. Reactor Rotatorio o Dinamico.
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6.2 Caracterizacion fisico-quimica y biolégica de ensilados de desechos de camardén.

6.2.1 pH

El pH fue determinado por duplicado en muestras liquidas y s6lidas obtenidas de los reactores
estatico y dindmico. El pH del ensilado fue medido diluyendo la muestra 1:10 en agua destilada,
usando un potenciémetro (Hannah, Italia) a una temperatura de 20 ° C (Cira, y col., 2002)

6.2.2 Acidez Total Titulable.

La Acidez Total Titulable (ATT (mmol/g)) fue determinada en las muestras de licor y semi-
s6lidas diluidas (1:10) con agua destilada por duplicado, mediante titulaciéon con NaOH 0.1 N
hasta un pH de 8. Las determinaciones de la ATT se hicieron por duplicado y su valor se

expres6é como mmmol/g de acido lactico en la muestra (Cira, y col., 2002; Cira, 2000).

6.2.3 Liofilizacion (Secado en Frio).

Las muestras del ensilado de desechos de camar6n mexicano (hidrolizado proteico) fueron
congeladas utilizando una mezcla de hielo seco y etanol (grado industrial). Posteriormente, la
liofilizacién fue llevada acabo en un liofilizador LABCONCO modelo 77510-00M (Kansas
City, USA) en la UAM-I, Lab. de Biotecnologia y en un liofilizador Heto FD3 (Alemania) en el
Instituto de Quimica, UNAM, Lab. 28 y 29.

6.2.4 Pasteurizacién.

Las muestras del ensilado de desechos de camarén mexicano fueron pasteurizadas durante 3
minutos a 70 ° C en una pasteurizadora Elecrem No. P211L.-1072, Type:

P9000 11 OV. 50/ 60 Hz-2300 W, (E.U.A)).

6.2.5 Anilisis Microbiolégico.
El crecimiento de la microflora en el ensilado fermentado de camarén fue determinado mediante
el conteo de colonias en placas con tres diferentes medios, por duplicado:
a) Agar para Lactobacillus segin Man, Rogosa y Sharpe (MRS, Merck, Alemania) a
una temperatura de incubacion de 30 ° C.
b) Agar Violeta Bilis y Rojo Voleta (Bioxon, Meéxico) para detecciéon de

microorganismos coliformes especifico para coliformes, a una temperatura de 37 ° C.
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c¢) Agar para Métodos Estandar (Bioxon, México) para cuenta de microorganismos en
leche y otros materiales de importancia sanitaria (formula APHA) a una temperatura de
30 ° C durante 48 h (Secretaria de Salubridad y Asistencia, 1979).
6.2.6 Anadlisis quimico proximal.
Las muestras liquidas y semi-s6lidas del ensilado fermentado de camarén, obtenidas a
diferentes tiempos de la fermentacion, en estado liofilizado y liofilizado-pasteurizado, fueron
sometidas a un andlisis para determinar su composicién quimico proximal y proteina cruda
(AOAC,1980). Los resultados fueron reportados por el Laboratorio de Nutricidén, Facultad de
Veterinaria y Zootecnia, UNAM.

6.3 Anailisis de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa para la deteccién de virus del
Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) en ensilados de desechos de camaroén.

Muestras de los ensilados de desechos de camardn de procedencia mexicana, asi como las colas
de camarén hondurefio, fueron sometidos al analisis de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
Anidada (PCR anidado).

Se analizaron los PCR de muestras obtenidas cada 24 h durante 6 dias de fermentaciéon. Todos
los analisis de PCR anidado optimizado fueron llevadas a cabo utilizando una modificacién de

la metodologia indicada por la compafija Diagxotics (Fig. 12) enviadas y reportadas por el
Centro de Biotecnologia Gen6mica del Instituto Politécnico Nacional, Reynosa, Tamaulipas,
México.

6.3.1 Reactivos.

Los reactivos para llevar a cabo las Reacciones en Cadena de la Polimerasa (PCRs) fueron
obtenidos de las siguientes casas comerciales: la enzima Taq DNA polimerasa, dNTP’s y el MgCl,
de Promega Corporation (Madison, Wi, EUA). El estuche para llevar a cabo la deteccién del virus

de la mancha blanca (iniciadores, testigos positivo y negativo) provienen de la compaiiia

DiagXotics Inc. (Wilton, CT. USA).
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METODO ESTANDAR METODO OPTIMIZADO
Mezcla de reactivos 1 Mezcla de reactivos 1

DNA 1 pi Concen. Final JDNA 0.5 yl
Buffer i0mm 2.5 pl 11X Buffer i0mm 1.25 ul
MgClz 25 mm 1.5 ul 1.6mM MgGCly 25 mm 0.75 ui
d'NTP'S 0.5 ul 0.2mM d'NTP'S 0.25 pl
Iniciadores 1 1 ul Iniciadores 1 0.5 pl
Taq. DNA Polimerasa 0.3 yi 1.6v/25m (Taq. DNA Polimerasa, 0.15 pi
H,O 182 H,O 9.1l

Volumen final 25l Volamen final 12.5 pl

Il

I_l 30 le_;130§ II

MEZCLA DE REACTIVOS 2* MEZCLA DE REACTIVOS 2*
+ 1yl MEZCLA 1 + 12.5 pl MEZCLA 1

Il

| 30cictos ||

[3ocicios ]|

[TIEMPO: 3 horas aprox. | [TIEMPO: 1 hora 30 min. aprox. ]

* Solo cambia a iniciadores 2

Se muestra en forma de diagrama de flujo una comparacién de los dos protocolos, estandar y optimizado donde se
observan los cambios en el numero de ciclos y en el volumen de reactivos, sefialdndose ademas la reduccién del
tiempo de ejecucion.

Fig. 12. Comparacién de dos protocolos de PCR: estandar y optimizado (Perales, 2001).

Obtencién y caracterizacion quimico microbioldgico de ensilados de desechos de camarén.
Diana Corona Vadillo



39

7. Resultados y Discusion.

7.1 Obtencion del Ensilado de desechos de Camarén.
7.1.1 Caracterizacioén fisico-quimica y biolégica del ensilado de desechos de camaron.

En el presente estudio se fermentaron desechos de camardn de procedencia mexicana y
hondurefia por el proceso de ensilado, los cuales consistieron de cabezas o cefalotdrax
comunmente desechadas y colas que no puedan ser comercializadas por maltrato o enfermedad.
Asi mismo, los desechos fueron ensilados en dos tipos de reactores Estatico (RE) y Dinamico
(RD).

El microorganismo, nivel de indculo, fuente de carbono y tiempos de hidrélisis, se llevaron a
cabo con base a los trabajos realizados por Shirai (1999), Plascencia, (2000), Shirai, y col.,
(2001) y Cira y col., (2002). .

En los dos reactores se realizaron ensilados de 6 dias, durante los cuales se obtuvieron
fracciones liquidas y semi-solidas (como la de una pasta). Esto se debe a la hidrélisis llevada a
cabo en gran parte por las enzimas naturalmente presentes en el desecho de camarén y a la
produccion de acido lactico por bacterias acido lacticas (BAL) inoculadas en el ensilado. El
acido lactico facilita las condiciones para la accidn litica de las enzimas en los tejidos, ademas
de limitar el crecimiento de bacterias descompositoras (Aranson, 1994).
El ensilado procesado a través del uso de Lactobacilli es menos costoso de producir que el
ensilado preservado con compuestos quimicos (dcidos y sales). El ensilado por Lactobacilos
permite una preservacion natural y econdémica del producto, sin adicionar enzimas o acidos que
tengan que ser lavados del producto final, permitiendo que su costo de produccién sea menor al
no tener que utilizar agua para eliminar los compuestos quimicos adicionados.
Por tal motivo, el uso de los reactores RE y RD permitié realizar la comparacion de sus
caracteristicas en la practica, tales como la produccién y recoleccion de muestras liquidas y
semi-sélidas, produccion de acidez total titulable y evolucidn del pH, las cuales se mencionan a
continuacion:
a) Reactor Estitico (RE).
J.a fraccion liquida fue separada por medio de una malla de vinilo y se produjo a
consecuencia de las enzimas naturalmente presentes, sobre todo de las digestivas en el
cefalotorax (Shirai, 1999), musculares en las colas de camarén y la actividad proteolitica de

las enzimas provenientes del inéculo de Lactobacillus plantarum. La fraccién liquida

Obtencidn y caracterizacién quimico microbiolégico de ensilados de desechos de camarén.
Diana Corona Vadillo



40

obtenida se mantuvo a 4° C y present6 una consistencia practicamente liquida, poco viscosa,
color rosado y café oscuro, con un olor intenso a fermentado y presencia de perlas color
blanco de calcio, provenientes de la disolucién de la cuticula durante el ensilado.

Ya que el cefalotorax recubre a los drganos principales que concentran la mayor parte del
agua del cuerpo de un camarén, en consecuencia la cantidad de agua es mas abundante en
las cabezas que en cualquier otra parte del cuerpo (Shirai, 1999). Es por ello que la fase
liquida se ve aumentada al utilizar solamente cabezas de camarén en el ensilado, sucediendo
lo contrario en ensilados con colas. En ¢l cefalotérax se encuentran érganos con enzimas de
toda clase, sobre todo digestivas (proteasas: tripsina, quimotripsina, aminopeptidasa,
carboxipeptidasas; carbohidrasas: amilasas, maltasas, sacarasas y algunas veces celulasas;
lipasas: lipasas y esterasas (Bringas, 1999) que son el principal factor de la hidrélisis de los
desechos, auxiliadas por la accién del acido lactico (Shirai, 1999). De ahi la consistencia
liquida y poco viscosa de la fraccién liquida, debido a la digestion de proteinas,
carbohidratos y lipidos.

En el ensilado de colas de camarén existe una menor cantidad de enzimas y agua con
respecto a la del cefalotérax, por lo que la accién del acido lactico se vuelve un poco més

abundante que las enzimas presentes en la cola del camarén.

Cira y col.,, (2002) han reportado que la mayor proporcion de prqteina se encuentra en la
fraccion liquida y la obtencion de la misma se facilita en el Reactor Estéatico. Esto es debido
a su disefio en columna con una malla de vinilo en la parte inferior (Fig. 10 b), que separa la
fraccion liquida de la semi-s6lida. Cabe resaltar que el uso de este reactor, permitié la mayor
obtencién de la fraccion liquida en ensilados con cabezas de camarén. Su empleo es
econdémico, ya que no requiere de energia eléctrica para estar homogenizando la muestra.

El ensilado puede ser llevado a cabo a temperatura ambiente hasta 35° C. No se adiciona
agua, sino tnicamente la que existe en la materia prima. Estos dos Gltimos puntos aplican
tanto para €l RE como el RD.

No obstante, una limitante al fermentar colas de camarén en el RE fue la dificultad para la
homogenizacién de la fraccién semi-s6lida, debido a falta de movimiento en éste. Es por
ello que probablemente la cantidad de proteina a través de 6 dias de fermentaciéon pudo

verse modificada. Para evitar este efecto, se realizé el vertido total del ensilado cada 24 h
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para homogenizarlo, tomar la muestra y devolverlo nuevamente al reactor. Esta accion

mostré la desviacién de la fermentacion hacia una descomposicion. Las bacterias acido

lacticas son anaerobias y el hecho de aerearlas limité su desarrollo, facilitando el
crecimiento de bacterias aerobias descompositoras. Por lo anterior es recomendable utilizar
un reactor con paletas que mantenga en movimiento la fraccién semi-sélida, cuando se
ensilen colas de camarén. Por el contrario, se obtuvieron cantidades abundantes de la

fraccién liquida al utilizar cabezas de camaron.

b) Reactor Dinamico (RD).

La recoleccion de fraccion liquida en el ensilado de colas de camardén, no se realizé
posteriormente a los dos dias de fermentacién, debido a la incorporacion de ésta en la semi-
sélida por el constante movimiento rotatorio del reactor. Por tal motivo, solo se realizé un
muestreo de la fraccidn semi-sélida. Esta recoleccion fue compleja, pues el reactor no esta
disefiado para la obtencién de muestra semi-solida. La toma tuvo que realizarse desarmando
uno de los costados del reactor, permitiendo un restringido acceso hacia la malla rotatoria
donde se encontraba la muestra, mientras que la recoleccion de la fraccion liquida en el
ensilado con cabezas se facilita por la presencia abundante de agua en el cefalotérax.
Zakaria y col., (1998) reportaron que la agitacion de un ensilado por un RD es
particularmente importante durante las primeras etapas de la fermentacién, cuando el
volumen de la fraccion liquida es bajo, sirviendo para contactar las dos fracciones del
ensilado: liquida y semi-sélida. Aunque no se sabe que tanto afecte el movimiento en la
produccién de acido lactico, el movimiento también podria permitir una disolucién del
calcio y una evolucion continua del biéxido de carbono, generando una atmosfera benéfica
para las BAL e inhibicidén de organismos descomponedores.

La consistencia del ensilado en la fase semiso6lida durante la fermentacion fue tornandose de
camarén molido a una textura pastosa, viscosa, pegajosa, de color naranja claro, al contacto
con el aire su color se torna naranja-rosado y su olor es casi imperceptible. El color rosado
se debio a los pigmentos (astaxantinas) que se encuentran en el tejido y en el exoesqueleto,
que al oxidarse con el aire se tornan de ese color (Charley, 1982). La consistencia de la fase

liquida fue muy similar a la descrita en el RE.
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Hall y col., (1985) reportaron que en ensilados de pescado siempre existe una parte semi-sélida
que queda sin digerir, probablemente porque existe una resistencia en el acomodo de algunas
proteinas a la accion proteolitica de las enzimas presentes en el ensilado. Sin embargo, esta
accién no es clara y varios factores pueden estar involucrados. Probablemente el tiempo y la
concentracion proteinica elevada del ensilado de colas de camardén hayan sido la causa de que
no se permitiera una mayor hidrolisis de la fase semi-solida. Otra explicacion por es que la
proteina muscular (en su mayoria presente en las colas) estabiliza la unién proteinica por
puentes disulfuro, asociaciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno. Por lo que quizas la
digestion de la proteina de la fraccion semi-sélida de las colas de camardn fue incompleta en el
transcurso de la fermentacion. Raa y col., (1976) propusieron que la presencia de lipidos y
puentes disulfuro son la causa de la incompleta digestion de ensilados de pescado de areas frias
y que deben de ser considerados los lipidos y puentes disulfuro presentes en la musculatura de
pescados de areas calidas, para un correcto proceso de ensilado. Posiblemente las enzimas
presentes en las colas y la accién del acido lactico producido por las bacterias acido lacticas
sobre éstas proteinas no sea suficiente para desintegrar algunos polipéptidos, por lo que Hall y
col., (1985) propusieron la combinacién de enzimas exopeptidasas para una mayor digestion del
tejido. Sin embargo, en este estudio solamente se esta comparando el uso y resultados obtenidos

con los dos diferentes reactores.

El uso de este reactor permite la inclusion de la fraccién liquida en la solida, al ensilar colas de
camaron, proporcionando probablemente una cantidad considerable de proteina en los analisis
quimico proximales. Al ensilar cabezas de camardn se facilita la obtencion de la fracciéon
liquida, ya que la malla del tambor rotatorio permite la separaciéon de las dos fracciones. El
liquido se contiene en el interior de la coraza de acrilico, cerca del orificio de salida para su

recoleccién (Fig. 11 byc).

Algunas de las limitantes de su uso son que no permite una obtencién minima de fraccién
liquida cuando se esti trabajando con colas de camarén, debido al movimiento rotatorio
intermitente que unifica las dos fracciones liquida y semi-sélida.

Se dificulta la obtencion de muestra semi-sélida que se encuentra en el tambor rotatorio, debido
a que se tiene que desarmar un lado del reactor para obtenerla. Esto posiblemente afecte el

resultado de los andlisis quimico proximales, pues la homogenizacidén por un tambor rotatorio
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no combina suficientemente la muestra para homogenizarla totalmente. Quizd también, se
requiera de un reactor con paletas para combinar con mayor precision toda la muestra y disefiar

o rediseifiar el reactor para poder obtener muestra semi-sélida.

7.1.2 Aniilisis de Acidez Total Titulable.

En la Figura 16 se muestra la produccion de acido lactico expresada como acidez total titulable
(mmol/g) de ensilados con desechos de camardn. Cabe resaltar que las muestras obtenidas de
ensilados utilizando cabezas de camarén fueron de la fraccion liquida y las de cefalotérax
fueron de la fraccién semi-sélida. En la Tabla 9 se muestra el andlisis de estimacién no linear
utilizando el modelo de Gompertz en el programa STATISTICA (Statsoft, Inc.). Este modelo ha
permitido analizar datos de produccion de acido lactico (Whiting y col, 1994; Cira y col, 2002),
por lo que se utilizd para el andlisis de la cinética de datos de Acidez Total Titulable (ATT) de
los 4 ensilados (RE-Cabezas; RD-Cabezas; RE-Colas; RD-Colas) de desechos de camarén. En
este modelo logistico, el producto es representado por P (acido lactico), €l cudl es una funcién

con respecto al tiempo (t), de acuerdo con la siguiente ecuacion:
P= Pnax exp(-b exp(-k t))

Donde Ppux es la concentracidn maxima de producto (con t => <), b es una constante
relacionada con las condiciones iniciales (cuando t = 0, entonces P = P, = Prax

exp (-b)) y £ el indice de la constante de acidificacion.

Las constantes Pmax, b y & fueron evaluadas de los datos de los ensilados realizados, utilizando el
modelo ya mencionado. La velocidad maxima de produccién del dcido lactico (Vi) fue
calculado de los parametros del modelo de Gompertz como V= 0.368 k Ppax. Al obtener los

datos del analisis se tiene que los valores de correlacion (R ) fueron mayores a 0.94 (Tabla 9).
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no combina suficientemente la muestra para homogenizarla totalmente. Quizd también, se
requiera de un reactor con paletas para combinar con mayor precision toda la muestra y disefiar

o rediseifiar el reactor para poder obtener muestra semi-sélida.

7.1.2 Anilisis de Acidez Total Titulable.

En la Figura 16 se muestra la produccion de 4acido lactico expresada como acidez total titulable
(mmol/g) de ensilados con desechos de camarén. Cabe resaltar que las muestras obtenidas de
ensilados utilizando cabezas de camardn fueron de la fraccién liquida y las de cefalotérax
fueron de la fraccidon semi-sélida. En la Tabla 9 se muestra el andlisis de estimacion no linear
utilizando el modelo de Gompertz en el programa STATISTICA (Statsoft, Inc.). Este modelo ha
permitido analizar datos de produccién de dcido lactico (Whiting y col, 1994; Cira y col, 2002),
por 1o que se utilizé para el anilisis de la cinética de datos de Acidez Total Titulable (ATT) de
los 4 ensilados (RE-Cabezas; RD-Cabezas; RE-Colas; RD-Colas) de desechos de camar6n. En
este modelo logistico, el producto es representado por P (dcido lactico), el cudl es una funcién

con respecto al tiempo (t), de acuerdo con la siguiente ecuacién:

P= Pmax exp(-b exp(-k t))

Donde Pmnax es la concentracion maxima de producto (con t => ), b es una constante
relacionada con las condiciones iniciales (cuando t = 0, entonces P = P, = Pax

exp (-b)) y k£ el indice de la constante de acidificacion.

Las constantes Py, & v k fueron evaluadas de los datos de los ensilados realizados, utilizando el
modelo ya mencionado. La velocidad méaxima de produccién del dcido lactico (Vmax) fue
calculado de los parametros del modelo de Gompertz como V= 0.368 & Ppux. Al obtener los

datos del analisis se tiene que los valores de correlacién (R ) fueron mayores a 0.94 (Tabla 9).
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Tabla 9. Constantes cinéticas para experimentos de acidificacién, de acuerdo con el
modelo de Gompertz.

Condicion de Vmax Pmax
Fermentacion (mmol/g/h)  (mmol/g) b ) R
1.- RE Cabezas
Fraccion liquida 0.00141 0.385796 2.435268 0.0099324 0.9471
2.- RD Cabezas
Fraccioén liquida 0.00249 0.183151 7.933371 0.036923 0.9951
3.- RE Colas
Fraccion semi-sélida 0.00788 0.459825 3.968097 0.046552 0.9943
4.- RD Colas

Fraccion semi-sdlida 0.00658 0.532686 4.028556 0.033563 0.9833

Se observé que la Vi, v la Phax fueron mayores en los ensilados con colas (RE-Colas y RD-
Colas) evaluados en la fraccién semi-s6lida, con valores de Vmax de 0.00788 y 0.00658
mmolg/h, y valores de Ppax de 0.0459825 y 0.532686 mmol/g, respectivamente.
Contrariamente, aquellos ensilados con cabezas evaluados en la fraccidn liquida (RE-Cabezas y
RD-Cabezas) obtuvieron valores menores de Vo, de 0.00141 y 0.00249 mmol/g/h, y valores
de Pmax de 03858 y 0.183151 mmol/g. Se encontr6 que las diferencias fueron
considerablemente mayores en los valores de Vnax ¥ Pmax €n ensilados de colas que en cabezas,
independientemente del reactor (Fig. 13).

Cira y col. (2002) reportaron la evaluacién de la Pmax ¥ Vmax €n ensilados de desechos de
camaron (cabezas) utilizando con diferentes inclusiones de fuentes de carbono en un RE,
fluctuaron entre 0.190-0.520 de P,y y 0.0043-0.0077 de Vnax Estos valores son cercanos a los
reportados en la Tabla 9. Las constantes de acidifcacién, %, indican qué tanto tardan los
ensilados, bajo ciertas condiciones, el alcanzar los valores de P« Debido a que k es el inverso
proporcional del tiempo, entre mas pequefio sea el valor de &, mayor el tiempo que tarda en
obtener su P..x y viceversa. Esto quiere decir que el valor de una & pequeiia como 0.009932 h!
del ensilado de RE-cabezas representa una acidificacion lenta, tal vez por la presencia de alguna
sustancia en las cabezas que no le esté permitiendo actuar al 4cido lactico. Mientras que las
demas k& de RD-cabezas, RE-Colas y RD-Colas, muestran valores entre 0.03356-0.04655 h ',

siendo valores mas altos, por lo tanto llevan a acabo una acidificacion mas rapida.
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Acidez Total Titulable (mmol/g)

~a. RE Cabezas
~o. RD Cabezas
. RE Colas
“~a_ RD Colas

Tiempo (h)

Fig.13 Evolucidén de la Acidez Total Titulable durante la fermentacion dcido ldctica de desechos
de camardn, en un reactor estatico (RE) y dinamico (RD).

Existen dos factores que probablemente puedan explicar este comportamiento de la cinética de
ATT: a) Evaluacién de las muestras en fraccion liquida para ensilado con cabezas y fraccion

semi-sélida para ensilados con colas y b) El uso de diferente materia prima (cabezas y colas).

a) Las dos fracciones, liquida y semi-sélida, son separadas en los RE y RD con mayor
efectividad en el primero que en el segundo, debido a los disefios de los mismos. El hecho de
haber evaluado las dos fracciones obtenidas permitié analizar cual de los dos reactores es mucho
mas eficaz en la produccién de ATT. Si bien la materia prima utilizada es un agente importante
que afecta la produccién del acido lactico, el disefio del reactor brinda las condiciones
ambientales para el desarrollo del ensilado, por 1o que es importante notar el efecto de los

disefios de los reactores en el ensilado.

Los dos reactores permiten la separacion de las dos fracciones, liquida y semi-sélida. Sin
embargo, por su disefio en columna el RE (Fig. 10) facilita el escurrimiento de la fracciéon
liquida hacia la parte inferior del reactor, llevando en su paso por la fracciéon semisdlida,

proteinas, pigmentos, lipidos, calcio entre otros minerales que estan siendo separados de su
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conformaciéon natural por la accién de enzimas presentes y del acido lactico. Todo ello, se
disuelve en la fase liquida, sobre todo el calcio. Este efecto también sucede en el RD, solo que
en diferente manera, pues la muestra se mantiene en movimiento en el tambor rotatorio (Fig.
11), escurriéndose la fraccion liquida en menor proporciéon, ya que se encontraba
homogenizandose continuamente en la fraccién semi-solida por el movimiento rotatorio del
reactor.

Segin Zakaria y col (1998) realizaron en un ensilado de desechos de Nephrops norvegicus
(lJangosta Noruega) en un RD, evaluando el % ATT en la fraccidon liquida durante 6 dias,
observando una considerable capacidad amortiguadora en el pH hacia el area basica y una
disminucion del % ATT durante las primeras horas, lo cual fue provocado por la disolucién del
calcio hacia la fraccién liquida. Esto fue mayormente explicado por la presencia de un 61 %
calcio diluido en la fraccion liquida, valor aproximado de la diferencia del calcio inicial en el

ensilado de los desechos de langosta Noruega.

Cira y col., (2002) en un ensilado de desechos de camardén (cabezas) en RE durante 90 dias,
encontraron un efecto inversamente proporcional entre el contenido de calcio en la fase semi-
sélida y liquida. En los primeros 6 dias hay una disminucién amplia de calcio en la fraccién
semi-so6lida hacia la liquida, mostrandose un aumento del calcio en ésta.

Estos estudios son evidencia que la ATT se puede ver contrarrestada en la fraccion liquida, por

la accion amortiguadora del calcio disuelto, independientemente del reactor utilizado.

La elevada cantidad de mmol/g de ATT en ensilados con colas de camarén se podria explicar de
la siguiente manera. Se han encontrado indicios en donde después de la muerte de los peces, su
musculo se puede ver afectado por lo que se conoce como "rigidez cadavérica", provocada por
los esfuerzos que hacen los animales (peces; crustaceos) antes de morir, por la falta de oxigeno
y la temperatura elevada. Este estrés de captura y de transporte provoca una disminucién del pH
del tejido muscular del pescado, transformando el glucégeno muscular (abundante en los
crustdceos (Charley, 1982)) en acido lactico (Frazier y col., 1993). No obstante, durante la
rigidez cadavérica, que bien puede ayudar al aumento de 4cido lactico en un ensilado con colas
de camardn, se encontraron valores que indican que en un ensilado de cabezas de camarén se

puede producir casi la misma cantidad de ATT que con colas. Cira y col., (2002) evaluaron la
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fraccién semi-sélida de ensilado de camarédn con cabezas en un RE, encontrando valores de 4-5
mmol/g de ATT en los primeros 10 dias de la fermentacion, coincidiendo aproximadamente con
los valores obtenidos en RE-Colas y RD-Colas evaluadas en la misma fraccion a las 144 h de
fermentacion. Lo anterior muestra que la cantidad de acido lactico en la fraccion semi-solida se
podria detectar con mayor precision debido a la ausencia de calcio que enmascara la presencia
del 4cido, como en la fraccién liquida en RE-Cabezas y RD-Cabezas (Fig. 13,))
independientemente de la materia prima utilizada. Sin embargo, la produccién de acido lactico
entre RD- Cabezas y RD-Colas (Fig. 13) muestra una diferencia amplia en la produccion de
acido lactico y muy probablemente se deba a la diferente materia prima, anteriormente
explicado. Debido a que se utilizaron cabezas y colas de camaréon como desechos,
indiferentemente de sus especies, esto podria estar dando como resuitado una disparidad en la
presencia en la produccion del ATT en el ensilado. Se tendrian que realizar diversos estudios
con diferentes especies de desechos de camardén para conocer certeramente este dato. Sin
embargo, en este trabajo se cumplid con el objetivo de monitorear la ATT a lo largo de

diferentes fermentaciones en dos reactores RE y RD.

La produccion de ATT muy probablemente se vea influenciada por las especies de camarén
utilizadas, su estadio, el estrés de captura al que se vean sometidos los organismos, etc.,
variando asi la cantidad de glucégeno en su cuerpo, en caso de que se utilicen colas de camarén
enfermas o lastimadas.

7.1.3 pH

En la Figura 14 se muestra la evolucion del pH a través de las 4 fermentaciones con desechos de
camaron. El descenso del pH es inversamente proporcional a la produccién de ATT, conforme
se va produciendo acido lactico; el pH en las 4 muestras desciende en las primeras 24 h entre
4.51-5.79 y a las 48 h entre 4.36-5.38, hasta llegar a valores de 3.81-4.45 a las 144 h. En RE-
Cabezas y RD-Cabezas evaluadas en fraccion liquida, los valores de pH se encuentran entre
4.39-4.45 a las 144 h, mientras que en el ensilado de RE-Colas y RD-Colas es de 3.81-3.99,
respectivamente.

Probablemente las colas de camarén usadas en los ensilados fueron sometidas a un alto estrés de

captura, lo cual permitié que el pH en la musculatura de la cola descendiera por el acido lactico
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producido en los momentos de captura y durante el ensilado. Un comportamiento similar se
muestra en la evolucién del pH de la fermentacién del RE con colas, aunque se obtiene un pH
ligeramente mas elevado.

Cabe recordar que las muestras obtenidas del RE-Cabezas y RD-Cabezas fueron de la
fraccién liquida y las muestras obtenidas para el RE-Colas y RD-Colas fueron de la fraccién
semisoélida.

pH

—o~ RE Cabezas

-4 RD Cabezas

: : { —~o- RE Colas

) 24 48 72 96 120 144 —a~ RD Colas
Tiempo (h)

Figura 14. Evolucién de pH durante la fermentacion acido lactica de desechos de camarén en
un reactor estatico (RE) y dindmico (RD).

Los ensilados de RD-Cabezas y RE-Cabezas se encuentran entre un pH de 4.39-4.45 a las

144 h, lo que podria indicar que existe una accion amortiguadora del pH y de la produccion de
ATT (Tabla 9). Como se menciond anteriormente, el calcio disuelto de la cuticula del
cefalotérax en la fraccion liquida podria ser la causa amortiguadora del descenso del pH. Es
importante considerar que en el cefalotérax se encuentra una gran cantidad de cuticula (aprox.
50-55 % de todo el camardn(Caifiipa, 1993)) y por ende de calcio, ya que se encuentra
conformada por éste.

Por el contrario, el descenso del pH en ensilados de RE-Colas y RD-Colas se ve beneficiado
también por una alta cantidad de proteinas que se fueron hidrolizando a aminoacidos durante el
ensilado, pudiendo aumentar asi la acidez de! mismo; tal vez se deba también a una alta

cantidad de proteina presentes en éstos.
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Cira y col., (2002) indicaron que la evoluciéon del pH llega a ser de 4.2 a las 144 h en un
ensilado de RE-Cabezas evaluado en la fraccidon semi-sdlida, obteniéndose aqui, un wvalor
ligeramente superior de 4.58 a las 144 h con un ensilado de RE-Cabezas. Quizas el aumento del

PH se deba a la cantidad de calcio que se va diluyendo hacia la fase liquida.

Zakaria y col., (1998) presentaron la evolucioén del pH de muestras evaluadas en la fraccion
liquida, a lo largo de un ensilado de desechos de langosta en un RD durante 6 dias. Ahi se
observd que el pH disminuyd rapidamente a 5 durante las primeras 48 h, pero en las siguientes
horas el pH se incremento6 hasta 6.6, dando como explicacion, la capacidad amortiguadora del
calcio diluido en la fraccién liquida. Debido a que el exoesqueleto o cuticula de camardn tiene
una menor cantidad de calcio (14.6- 15. 9 % en Cira y col., 2002) que la langosta (20.80 % en
Zakaria y col., 1998), la disolucidn del calcio en la fraccidon liquida en los ensilados de cabezas
de camarén no muestra un aumento abrupto del pH hacia el area basica como lo menciona
Zakaria y col., (1998).

7.1.4 Liofilizacién (Secado en Frio).

En el inciso 6.22 se describio el proceso de liofilizacién, llevado a cabo en el licor almacenado
de desechos de camarén mexicano, para transportar las muestras facilmente y poder incluirlas
en un alimento pelletizado.

Su olor es muy penetrante, su consistencia es la de un polvo fino, color naranja-rosado y al
contacto con la humedad el polvo se vuelve pegajoso e higroscopico. No hay cambio aparente
en las proteinas, ya que se esta extrayendo el agua de la muestra por medio de sublimaciéon.

Se obtuvieron alrededor de 250 g de ensilado liofilizado por litro de ensilado liquido. La
desventaja de la liofilizacién es que es un proceso muy lento y caro, por lo que se recomendaria
otro proceso de secado y evaluar los cambios de la consistencia del ensilado después de éste; un

ejemplo de secado barato podria ser el sol.
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7.1.5 Pasteurizacion.

En el inciso 6.2.3 se describe el proceso de pasteurizacion en el licor almacenado de desechos
de camardén mexicano. Su consistencia se vuelve mas soluble, el color del licor se torna a café
claro, el olor es poco intenso a fermentado. Se realizé este tratamiento caldrico para conocer el
efecto sobre los microorganismos, ya que es un proceso bien conocido para la eliminacién de
éstos y de agentes virales. Se sabe que a una temperatura de mas de 60° C durante 1 o 3

minutos, se desnaturalizan las proteinas (Macrae y col., 1993).

7.1.6 Analisis Microbiolé6gico.

Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter y Micrococus se han identificado como la microflora

de putrefaccion del camardon proveniente del Golfo de México. De estos microorganismos,
Pseudomonas es particularmente importante por su actividad proteolitica, acelerando la
putrefaccion (Shirai, col., 2001). Se conoce que el crecimiento de microorganismos puede ser
controlado con factores ambientales tales como el pH, la actividad del agua (AW), temperatura
y disponibilidad de oxigeno (Owen y col., (1997); En: Shirai y col, (2001)). La caracterizacién
microbiolégica se acota en este trabajo a las cuentas microbiologicas de los 4 ensilados
realizados con respecto al crecimiento de: a) Bacterias acido lacticas (BAL) en medio MRS

(segiin Man, Rugose y Sharpe) y b) Aerobios totales en medio estandar (Fig. 15a y b).

No se presentaron crecimientos de coliformes debido a las caracteristicas quimicas de los
ensilados, los cuales no permitieron su desarrollo, brindando un producto eficaz en la

eliminacion de estas bacterias. Presser y col., (1997) reportaron un modelo de crecimiento de

Escherichia coli como una funcion de pH y concentracion de acido lactico y Harris y col.,
(1989) reportaron la actividad antimicorbiana de bacterias acido lacticas en contra de Listeria
monocytogenes, encontrandose en ambos estudios una disminucion de £. coli y L.
monocytogenes debida a la actividad de acido lactico en las células sensibles y a la disminucién
del pH, que permiten un mejor desarrollo de las BAL en un pH entre 4 y S (Cira, 2000). Por tal
razén, se puede obtener una mayor produccién de acido lactico y un descenso en el pH, que
limite el crecimiento de bacterias descomponedoras y la accion de agentes virales. También se

realizé un estudio por Moon y col., (1982), evaluando la accion de las BAL para extender la
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vida de anaquel del camarén, encontrandose que existe una accion inhibitoria del crecimiento de

Pseudomonas y de Vibrio parahaemolyticus; se corroboré que el uso de acido lactico o BAL

que lo produzcan en una muestra de materia organica, limita o mantiene el crecimiento de

microorganismos descomponedores.
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a) Evolucién del crecimiento de bacterias dcido lacticas en ensilados de desechos de camarén en medio MRS (Man,

Rugose Sharpe).
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b) Evolucion del crecimiento de acrobios totales en ensilados de desechos de camaron en medio Estandar.

Figura 15. Evolucion del crecimiento de microorganismos en ensilados de desechos de
camardn, a través de 6 dias de fermentacion.
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Ademas de los factores ambientales como bajo pH, Aw y produccidon del acido lactico, se
conoce que las BAL producen bacteriocinas, que son compuestos proteinicos antimicrobianos
que poseen una actividad inhibitoria o bactericida en contra de un limitado rango de
microorganismos que usualmente estdn cercanamente relacionados a la bacteria productora de
estas sustancias (Giraffa y col., 1989; y Barnby-Smith, 1992).

Lactobacillus plantarum SIK-83 produce una bacteriocina designada como plantaricin SIK-83,
la cual se adhiere a células sensibles provocando lesiones en la membrana celular, resultando en
la lisis de la célula. No se adhiere a BAL no sensibles y bacterias Gram-negativas (Andersson y
col.,, 1988). Aunque existe la actividad de bacteriocinas en el ensilado que controla el
crecimiento de microorganismos descomponedores, su actividad se puede ver aminorada por
enzimas proteoliticas (Harris y col., 1989). Shirai y col., (2001), en un ensilado de desechos de
camardn (cabezas), muestra resultados opuestos a los presentados en este trabajo; cuentas de
coliformes que se vieron fuertemente afectadas por la acciéon del acido lactico. Sin embargo,
después de 72 h las cuentas incrementaron debido al uso total de la glucosa, previniendo la

produccion de acido lactico y reduciendo la inhibicion.

En la Figura 15a se muestra la evolucion de las cuentas de BAL (L. plantarum) en medio MRS,
a través de 6 dias en los 4 ensilados realizados. El in6culo inicial se encuentra entre 1x10’-
4.7x10’ UFC/g de BAL, mientras que en b) se muestra la evolucién de los aerobios totales en
medio estandar, con un valor similar y mayor de entre 9.1 x 107-6.4 x 10® UFC/g. Este aumento
es debido a que en las en las cuentas de aerobios totales se cuantifican también a las BAL que
también tienen la capacidad de crecer en este medio. Es notable que todas las cuentas muestran
un crecimiento normal logaritmico en las cuentas de a) y b) en la Fig. 15; en RE-Cabezas y RD-
Cabezas y RE-Colas se mantienen las cuentas entre 10® y 10° UFC/g, en tanto que las cuentas de
RD-Colas se encuentra entre 10’ y 10® UFC/g. Este crecimiento tan amplio de las BAL permite
suponer que la produccion de acido lactico es sumamente alta, sin embargo, el crecimiento que
se muestra en las BAL en RE-Cabezas, RD-cabezas tienen una acidez total titulable a las 144 h
de 0.2185 y 0.1767 mmol/g, respectivamente (Fig. 16), valores menores a los obtenidos con un
crecimiento de BAL en RE-Colas y RD-Colas, existiendo una diferencia poco mayor del doble
con valores de 0.4508 y 0.4821 mmol/g a las 144 h.
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Lo anterior indica que independientemente del crecimiento de BAL, la produccidon del acido
lactico puede verse afectado por la presencia de Calcio y la actividad proteolitica de enzimas
endogenas y producidas por los mismos microorganismos (Shirai y col, 2001). La actividad
inhibitoria del acido lactico es mucho mayor en valores bajos de pH, ya que su difusion a través
de la membrana en una forma no ionizada y la disociacidon subsecuente dentro de la célula
provoca una disfuncion en el proceso metabdlico (Shirai y col, 2001).

Los valores de cuentas de BAL y aerobios totales en ensilados de camardn con cabezas;
almacenado y pasteurizado, se encuentran muy similares de entre 3.8 y 3.6x10® UFC/g en
ensilado almacenado y 2.42 y 2x10® UFC/g en ensilado pasteurizado, presentando valores de
ATT de 0.1555 y 0.1442 mmol/g respectivamente. Esto significa que al ser sometidos a un
cambio fisico de extraccién de agua por sublimacion y un tratamiento caldrico por
pasteurizacion, las cuentas microbiolégicas disminuyen por un ciclo a 10® UFC/g. La cantidad
de 4cido lactico es un poco menor que la presente en RE-Cabezas y RD-Cabezas, sin embargo,
es suficiente para mantener un ensilado de desechos de camardn sin descomponerse y sin
presencia de bacterias coliformes.

Los valores de a) y b) en la Fig. 15 son bastante similares, sin embargo, los de b) son
ligeramente mayores y se encuentra limitado su desarrollo por los factores ambientales del pH,
ATT, bacteriocinas, pero también por la actividad de agua (Aw). Todos los organismos vivos
requieren de cierto valor minimo para llevar a cabo su actividad bioldgica y las actividades que

requieren Pseudomonas y Acinetobacter son de 0.97 y 0.96, respectivamente (Jay, 1996; En:

Cira, 2000). En general, los hongos requieren de bajas actividades de agua, seguidos por las
levaduras y por Gltimo las bacterias, las cuales son las mas exigentes (Cira, 2000).

Las BAL también se pueden ver afectadas por la Aw, por lo que reducciéon de agua puede
contribuir a la selecciéon de una microflora lactica. Los minimos valores de Aw para el
crecimiento varian considerablemente entre grupos, siendo mas bajas para especies de
Lactobacillus, por ejemplo Lactobacillus plantarum y Lactobacillus sake se adaptan a nichos
ecolégicos especiales con

Aw < 0.93 (Lucke, 1995; En: Cira, 2000). Shirai y col., (2001) presentaron diversos valores de
Aw en ensilados de desechos de camarén a las 48 h de fermentacién, adicionando glucosa al

10 % y 5 % de indculo de diferentes Lactobacillus, mostrando valores entre 0.965-0.972 de Aw

e indicando que el desarrollo de la actividad de agua en un ensilado permite el desarrollo de
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Pseudomonas y Acinetobacter; sin embargo, esta actividad de agua disminuye a lo largo del
ensilado (Cira, 2000) debido a la utilizacion y descenso de la fuente de carbono, inhibiendo
algunos microorganismos descompositores.

Aunque en este trabajo no se determinaron los valores de Aw, €sta mide los cambios i6nicos en
el agua. Por tal razon, es importante mencionar que el hecho de utilizar sacarosa en el ensilado
como fuente de carbono, modifica las condiciones osmdéticas e ionicas en las células de los
microorganismos presentes. Esto significa que se limita su desarrollo, siendo quiza un factor
mas que permite que no se lleve a acabo la descomposicién de los desechos de camaroén, sino

que sean fermentados.

7.1.7 Andlisis Quimico Proximal.

Una vez realizado el ensilado se determind la composicion quimico proximal de desechos de
camarén con especial énfasis en el porcentaje de Proteina Cruda (PC), en dos ensilados
diferentes en RE y RD: RE-Cabezas (fraccion liquida) y RD-Cola (fraccién semi-sélida). Este
analisis se realiz6 con el motivo de conocer si el producto final del ensilado puede ser una nueva
fuente alterna de proteina para sustituir la harina de pescado en dietas acuicolas, pues se ha
vuelto un producto escaso y de alto costo. Cira y col., (2002) indicaron que en un ensilado de
desechos de camaron la fraccién liquida es la que contiene una mayor cantidad de proteina, a
consecuencia de la accidn litica de las enzimas y del acido lactico presentes en el ensilado, sobre
la fraccion semi-sélida, principalmente de enzimas digestivas como proteasas (Bringas, 1999;
Shirai, 1999). Por el contrario, la fraccion semi-sé6lida muestra un decremento en la cantidad de

proteina, ya que ésta se diluye hacia la fraccion liquida.

El uso de dos reactores estatico (RE) y dinamico (RD) ha permitido definir cual de los dos es
mejor para obtener la fraccion liquida (RE) y el mejor para mantener las dos fracciones

homogéneas (RD).

Los efectos de almacenaje en ensilados de pescado y camaroén sobre su calidad nutrimental son
poco conocidos. Sin embargo, se ha demostrado que un ensilado de pescado se puede almacenar

hasta 1.5-2 afios, aunque es necesario adicionar antioxidantes para prevenir la oxidacién
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(Aranson, 1994). En este trabajo también se analizaron ensilados de desechos de camarén con
diferentes presentaciones como: almacenaje por 7 meses a 4 ° C, liofilizacién y pasteurizacion.
En la Figura 16 se observa la grafica del andlisis quimico proxinﬁal del ensilado de RE-Cabezas,
en su fraccion liquida, con muestras de 144 h (T6) en cuatro diferentes presentaciones. Ensilado
de cabezas de camardén almacenado (CA); ensilado de cabezas de camardn almacenado
liofilizado (CAL), ensilado de cabezas de camardén almacenado pasteurizado y liofilizado
(CAPL) y ensilado de colas de camardn (CO). Los resultados proporcionados son en base de 90
% de materia secay 10 % de humedad. Debido a la escasez de muestra, solamente se realizaron
andlisis del T6 => 144 h.

El porcentaje de proteina en las muestras CA fue de 24.94 % y CAL de 27. 60 %; ambos
resuitaron muy similares, teniendo solamente una diferencia de 2.66 %. EL aumento en CAL
probablemente se deba a la previa concentracion de la proteina en la muestra, al extraer el agua
por medio de la liofilizacion.
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Figura 16. Anilisis de Proteina Cruda en cabezas y colas de camarén a las
144 h de fermentacion, en ensilados de desechos de camardn.

Los valores obtenidos de proteina en la fraccién liquida son mayores con respecto a los datos
descritos por Zakaria y col. (1998) y Cira y col., (2002) en ensilados de desechos langosta y de
camarén evaluados en la fraccién semi-sélida de 17.63 % y 16.5 % de PC, respectivamente.

Este incremento de PC es mads notable cuando se observa el valor de CAPL de 36.50 %; este

aumento de 8.9 % es respecto a los valores de CAL. Quiza se deba al desdoblamiento,
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separacion y dilucion de proteinas en la fraccion liquida por la accidn caldrica y de enfriamiento
de la pasteurizacién, siendo similar este dato con lo reportado por Plascencia (2000), en un
ensilado en RE-Cabezas de camardn con duracién de 56 dias, donde el contenido de PC es de
35.96 %. Al comparar estos dos datos, se podria sugerir que tanto la accion del tiempo como el
proceso de pasteurizacion, permiten que exista una cantidad similar de PC entre 35 - 36 %.

Se conoce que a través de una fermentacion se tiene una pérdida de PC con respecto a la PC
inicial en la materia prima, en este caso, cabezas o colas de camarén. Esto se debe a la
licuefaccion de proteina en la fraccién semi-solida, recolectandose en la fraccion liquida. Por lo
anterior se compara la fraccidon semi-sélida de un RD con la liquida de un RE representada en la
ultima columna del lado izquierdo en la Fig. 16, siendo colas de camaron fermentadas (CO). Es
evidente que existe una mayor cantidad de proteina en el ensilado de CO de camaron
fermentadas a las 144 h con 50.72 % de PC, a comparacion con 24.94 % de PC en CA. Sin
embargo, lo esperado era encontrar un valor de PC similar al obtenido en CA, ya que la proteina
a través del tiempo se diluye hacia la fraccion liquida, siendo su presencia cada vez menor en la
fraccion semi-sélida. No obstante, se debe de tomar en cuenta que la materia prima utilizada fue
de colas de camardn, donde la proteina es mucho mayor que en las cabezas. Es por ello es que el

porcentaje de PC en las CO se ve elevado por poco mas del doble.

Los resultados del andlisis quimico proximal del ensilado de colas de camarén en un RD,
evaluadas en la fraccién semi-sé6lida, se muestran en la Tabla 10. El evento de reduccidén de
proteina de la fraccion semi-sélida a través del tiempo es menor en un RD que en un RE, ya que
parte de la fracciéon liquida se mantiene incluyéndose en la fraccion semi-sélida por el
movimiento rotatorio del reactor.

En la Tabla 10 se observan 4 muestras de ensilado de colas de camarén, en diferentes tiempos:
colas molidas de camarén (CO); colas ensiladas de camarén a las 24 h (CO-24 h); colas
ensiladas de camardn a las 48 h (CO-48 h) y colas ensiladas de camarén a las 144 h (CO-144 h).
El porcentaje de PC en las colas molidas sin ensilar es alto, siendo de 71.70 % disminuyendo a
34.95 % en CO-24 h, hasta 26.40 % en CO-48 h. En el tiempo de 144 h se obtiene un porcentaje
de 50.72 % de PC, lo cuil es poco 16gico, después de considerar que hay una reducciéon de

proteina en la fraccion evaluada, hacia la fraccion liquida.
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Existi6é el factor de la dificultad que hubo para obtener la muestra semi-sélida del RD, ya que
cada 24 h se tuvo que desarmar, una parte lateral del reactor para poder acceder al tambor
rotatorio, donde la fraccion semi-sélida estaba contenida. Este hecho limitd en gran parte la
homogenizacién adecuada al momento de la toma de la muestra. Por lo tanto, muy
probablemente la tltima toma de muestra se haya visto influenciada por el desarmamiento total
del reactor, lo cual facilité la homogenizacion total de la fraccion semi-solida. El resultado de
una homogenizacién incompleta, con una completa al tomar la muestra, fue una mayor cantidad
de PC a las 144 h que en las 48 h. Esto indica que se requiere de una modificacién del disefio
del reactor dinamico (RD) para poder obtener con facilidad muestra semi-sdlida del tambor
rotatorio incorporado dentro del reactor.

Tabla 10. Analisis quimico proximal del ensilado de colas de camarén en un reactor dinamico,
en la fraccién semi-sélida.

Base 90 %

Cco CO-24h CO-48h | CO-144h
Materia Seca % 90 % 90 % 90 %
Humedad % 10% 10% 10%
Proteina Cruda 71.70 % 3495 % 26.40 % | 50.72 %
(Nitrégeno 6.25)
Extracto Etéreo e w—— — 3.60 %
Cenizas - - - 5.94 %
Fibra Cruda === == == 2.60 %
Extracto Libre de -— — - 27.17 %
Nitrogeno
pH 7.5 5.09 4.37 3.99
Y% ATT P 1.15 2.73 4.06

Nota: CO= Colas de camardén molido; CO-24 h = Ensilado de colas de camarénde 24 h.;
CO0-48 h = Ensilado de colas de camardn de 48 h; CO-144hrs. = Ensilado de Camardn de 144 h. Base seca.

Cabe mencionar que las colas de camardon no tienen las mismas caracteristicas en sus
componentes quimicos como las cabezas, debido a que las colas tienen mas tejido muscular
conformado por proteinas fibrosas complejas. Las colas de camaron aqui utilizadas presentaron
74.72 % de PC, valor mucho mayor con respecto a lo reportado por Charley, H., (1982), de
18.1 % PC. Sin embargo, este dato puede variar dependiendo de la especie de camarén usada,
estadio, conservacion de la cola de camaron, etc.
Plascencia (2000) reporté un valor de 49.65 % de PC en las cabezas de camarén, indicando que
las colas de camardn contienen una mayor cantidad de proteina que las cabezas.

Dados los resultados, faltaria por conocer los analisis proximales de cabezas de camardn

en RD y de colas de camarén en RE, con ello se conoceria con mas precision con cudl de los
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dos reactores es mas eficiente la obtencion de fracciones altas en proteina al procesar colas
enfermas y cabezas de camaron. No obstante, es contundente observar que cualquiera de los dos
reactores con las dos muestras utilizadas (cabezas y colas) permiten obtener fracciones con un
porcentaje considerable de PC, en fase semi-sélida y liquida dentro de los rangos requeridos
para alimento de camar6n de 20-45 % de proteina (El Pedregal, Silver Cup, 2001), sugiriendo el

uso del producto como suplemento alimenticio en dietas acuicolas, en particular de camaron.

Hardy, (2000) menciona que "si tan solo se procesaran los desperdicios de la industria pesquera
en alimento para peces, la cantidad seria equivalente a la produccion anual de alimento para
peces y potencialmente proveeria significativamente proteinas y aceites de peces para alimento
acuicola. Sin embargo, el alto contenido de cenizas y problemas logisticos sobre la colecta y

procesamiento limitaria el total aprovechamiento del recurso".

Plascencia y col, (2002) utilizaron la fraccién liquida del ensilado de cabezas de camarén en RE

como suplemento alimenticio para tilapia QOreochromis niloticus, obteniendo resultados de

crecimiento muy alentadores para su incorporacién en dietas acuicolas.
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7.1.8 Ansilisis de la Reaccién en Cadena de 1a Polimerasa para la detecciéon del virus del
Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV), en ensilados de desechos de camardn.

Desde 1992, el virus de la Mancha Blanca (WSSV) ha causado estragos en cultivos de camarén
Asiaticos debido a las grandes pérdidas ocasionadas. En 1995 se registré por primera vez la
presenciadle virus en Texas y Carolina del Sur, E.U.A., para 1999 el virus ya se habia
expandido hacia cultivos de Nicaragua, Honduras, Guatemala, México, Panama, Colombia,
Perii y Ecuador (Durand y col., 2000).

Esta transmision tan rapida del virus se debe a varias razones: el transporte por humanos y
animales (aves principalmente que van de estanque a estanque o del area silvestre a los
estanques), transporte terrestre, marino, aéreo o a través de cargamentos congelados de

productos alimenticios infectados, en este caso camaron (Nunan y col., 1998).

Los sistemas de cultivo mas utilizados hoy en dia son el semi-intensivo (densidad de post-larva
por m® de 5-20) y el intensivo (densidad de post-larva por m> de 20-50); las altas densidades de
cultivo y el uso de un monocultivo fomenta la transmisién de muchas enfermedades entre las
poblaciones cultivadas e inclusive poblaciones silvestres (Lightner, 1993; Moore y Band, 1993).
También los efluentes de industrias pesqueras y sus desechos sélidos que son liberados sin un
tratamiento adecuado a zonas aledafias como cuerpos de agua locales y terrenos aledafios a la
costa (Nunan y col., 1998). Todo ello ha llevado a una rapida transmisién no solamente en

cultivo de camardn, sino en otros peces y crusticeos como Macrobrachium rosenbergii ,

camardn de agua dulce que se consideraba menos susceptible a las enfermedades de camar6n
marino (Peng y col., 1998).

Se ha tratado de conocer con mis detalle las caracteristicas del virus de la Mancha Blanca
(WSSV), su desarrollo, método de infeccidon, propagacion, etc., para encontrar métodos
profilacticos y /o eliminacién. Aunque se conoce poco acerca del método de infeccion, se han
realizado estudios muy diversos de transmisién del WSSV: por ejemplo, Soto y col., (2001)
realizaron un bioensayo con camarén para conocer las posibles vias de transmision y su eficacia
cudl era la mas eficaz, encontrando que la cohabitacion resultd ser menos daifiina que la

ingestion de cadaveres de camarén enfermo (canibalismo).
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Por tal razén se ha optado utilizar el ensilado de desechos de camarén (cabezas desechadas y
colas que no puedan ser comercializadas por enfermedad o maltrato) como un tratamiento para

procesar adecuadamente los desechos y puedan ser reciclados.

Desde 1993 dentro de los diagnésticos biotecnologicos se han creado pruebas basadas en el
ADN; como las utilizadas en humanos y en medicina veterinaria. Se han desarrollado también
para algunas enfermedades virales de camarones peneidos (Durand, 1996). Una de esas pruebas
implementadas y desarrolladas es el andlisis por PCR, el cual es altamente sensible y especifico
para detectar la presencia del ADN en cuestiéon, permitiendo ademas un rapido diagndstico
(Durand y col., 2000; Chou y col, 1998).

Con el fin de determinar la presencia del WSSV en el ensilado de cabezas y colas de camardn
mexicano y colas de camarén infectadas con virus WSSV procedentes de Honduras, se
realizaron analisis de PCR anidado, llevandose a cabo en la Unidad de Biotecnologia Genémica

del Instituto Politécnico Nacional.

En los diferentes laboratorios de México donde se lleva a cabo la deteccion del WSSV, el
diagnostico molecular se utilizan por lo menos 3 diferentes técnicas de PCR, lo cual trae como
consecuencia una falta de certeza en los resultados obtenidos, sobre todo por la evidencia de
cepas variantes que no han sido totalmente caracterizadas. Sin embargo, el método mediante el
cual se llevaron a cabo los analisis moleculares en este trabajo, esta ampliamente avalado por la

compaiiia DiaXotics.

Una de la hipotesis del trabajo es que la actividad del acido lactico y los bajos valores de pH
llevados a cabo en la fermentacion acido lactica (ensilaje), afectaran la morfologia del virus
WSSV modificando las proteinas de su envoltura y c4pside, inhibiendo o se destruyendo los

desechos de camarén.

Las cabezas y colas mexicanas en el analisis de PCR mostrado en la Fig. 18 no amplificaron
durante la PCR por lo tanto se puede asumir que no que no estan infectadas con el WSSV. Sin
embargo, las colas de camarén de Honduras positivas para WSSV, ensiladas en un RE durante 6

dias despues de practicar la PCR mostraron los siguientes resultados (Fig. 17): en los primeros
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carriles se encuentra el marcador de peso molecular 1 kb (Promega), en el carril 1 se encuentra
el testigo positivo para WSSV y en el carril 2 el testigo negativo para WSSV. Del carril 3-9 se
encuentra las muestras previamente notificadas como positivas para WSSV por el Lab. de
Patologia Molecular, del Centro Nacional de Sanidad Acuicola, Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn, en sus diferentes tiempos a través de la fermentacion, incluyendo la muestra inicial
de colas de camarén hondurefias. En el caso de la prueba de PCR, solamente en el carril 5 =T2
se observa el producto de 941 pb, proveniente de la amplificacion del ADN del WSSV, lo cual
sugiere que las muestras en los carriles 3 y 4 deberian de presentar la amplificacion del virus,
pues son muestras de los tiempos previos y fuente del material utilizado en el T2. Sin embargo,
puesto que durante este ensayo la cantidad de muestra de ensilado para llevar a cabo la
extracciéon del ADN fue tomada al azar, se realizé un segundo experimento controlando la
cantidad de muestra durante la extraccién del ADN (Fig. 18).

1.- Positivo
2.- Negativo
3.- Cola de Camaroén de Honduras

4.-TO

S5.-T2

6.- T3

7.-T4

8-T5

9.-T6

10.-TO Reactor Dinamico (Cabezas
CcM)

11.- TO Reactor Estatico (Colas CM)
Nota: CM = Camardn mexicano

Fig. 17. 1° analisis de PCR anidado para detectar el virus WSSV. En la figura se muestra el resultado
del analisis del PCR anidado a las siguientes muestras de los Reactores Dindamico (RD) y Estitico (RE), con muestras de
cabezas dc camarén mexicano y colas de camarén hondurefio positivo para WSSV y colas de camarén mexicano libres de
WSSV: carril 3 = cola de camarén hondureiio infectado con WSSV (RD); carril 4= TO (WSSV-RD); carril 5=T2=positivo
para WSSV RD; carril 6= T3 (WSSV-RD), carril 7=T4; carril 8=T5; carril 9=T6; carril 10=TO cabezas de camarén
mexicano del Reactor Dindmico, 11=T= colas de camarén mexicano del Reactor Estatico. Los carriles 1 (+) y 2 (-)
corresponden al testigo positivo y negativo, respectivamente. M= marcador de peso molecular de 1 kb (Promega). La
cantidad de muestra para cste analisis fue tomado al azar.

En la Figura 18 se muestran los resultados de la segunda amplificacién. Las muestras de colas

de camarén hondurefio presuntamente infectadas con WSSV, a excepcién de la muestra inicial
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de colas de camarén. En el carril 2 = TO y carril 4 = T2 la presencia del virus del WSSV estd
presente con la banda de amplificacion de ADN de 941 pb. La cantidad de muestra utilizada
para el PCR fue la misma, significando que ésta puede ser una variable que modifica los
resultados del PCR, pues no se sabe si se esta extrayendo de la muestra, solamente ADN viral o
ADN viral diluido. Esto puede traer consigo, que el ADN extraido de las muestras del camarén
infectado, aunque hayan estado infectadas, la cantidad de ADN utilizado no sea la suficiente
para la deteccion del virus y probablemente no todos los camarones se encontraban infectados,
como lo indicé el resultado en el carril 3 de la Fig. 17, donde no aparecié una banda de ADN

viral en la cola de camardn de Honduras.

M1 23 4567 8M

1.- Positivo

2.-TO
3.- Negativo
4.-T2
5-T3
6.-T4
1500 7.-T5
1000, 8.-T6
750 9.- Marcador
500 Nota: CH = Camar6n hondurefio

2 ° PCR.

Fig. 18. 2 © Andlisis de PCR anidado para detectar el virus de WSSV,

En la figura se muestra ¢l resultado del PCR anidado para las mucstras de colas de camarén hondureiio infectado con
WSSV: carril 1= Testigo positivo (+); carril 2= TO; carril 3=Tcstigo negativo (-); carril 4=T2; carril 5=T3; carril 6=T4;
carril 7=TS5; carril 8=T6. M= marcador de peso molecular de 1 kb (Promega).
Con los resultados obtenidos durante este trabajo se hace necesario llevar a cabo una serie de
experimentos adicionales en los cuales se comparen los diferentes métodos de PCR para la
deteccién del virus a fin de comprobar y/o validar los resultados. Ya que se puede observar
como a través del tiempo, después de la segunda aparicion del ADN viral enel T2 = 48 h, a
partir del T3 = 72 h hasta T6 = 144 h, nuevamente no est4 presente el ADN viral, indicando

probablemente que:
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a) La acidez presentada a través de 6 dias de fermentacion, manteniendo el pH entre 4 y 3
ha afectado: 1) la parte de ADN viral que es amplificada por los primers especificos para
este virus; 2) el virus completo.

b) Debido a que existe una pre-digestion de las proteinas, lipidos y carbohidratos por la
accion del acido lactico producido por las BAL, probablemente se pudieron haber
modificado una o varias veces las proteinas y lipidos presentes en la cépside y la

envoltura viral (Nadala y col., 1998).

Hulten y col., (2001) describen que existe en la envoltura del virus una proteina Hamada V28
involucrada en el sistema de infeccion del virus. Si esta proteina V28 puede ser modificada por
la accion de la acidez se inhibiria la adherencia del virus a la superficie celular o0 a la entrada a la

célula.

Chang y col., (1998), describen el efecto que tienen varios tratamientos fisicos y quimicos sobre
la infeccion del WSBV (virus perteneciente al grupo del virus WSSV). Estudiaron diferentes
efectos sobre el virus: la radiacion ultra violeta, el aumento de la temperatura, el aumento y la
baja del pH, el efecto del ozono disuelto en el agua y quimicos desinfectantes usualmente
utilizados en los cultivos de camardn. El efecto del pH en areas écidas de 1, inactivé a los virus
tratados por en 10 min y en un pH de 3 tomé 1 h. Con un pH en el drea basica con valor de 12,

tomé 10 min de tratamiento para su inhibicidn.

También Tagawa y col., (2000), realizaron un estudio de la inhibicién del Hepadnavirus, virus
similar al de Hepatitis B que ataca al humano. Realizdndose un bioensayo en patos por medio de
agua acidulada eléctricamente que contiene un pH bajo aproximadamente de 2, un alto potencial
de oxido-reduccién y efecto bactericida. Demostrando directamente que inactiva al virus y se
recomienda su aplicacion clinicamente.

Aunque este Ultimo trabajo mo se refiera a un virus que ataque al camarén, permite comprender
que uno de los tratamientos desinfectantes es el uso de un bajo pH o una alta acidez.

Ya que el virus de WSSV continua causando pérdidas sustanciales en la industria acuicola en
varios paises, cualquier intencién pragmadtica por erradicar o inactivarlo en el medio de cultivo

seria de un enorme beneficio prictico (Chang y col., 1998).
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8. Conclusiones.

e En los dos reactores utilizados, estidtico y dindmico se produce, una considerable
cantidad de acido lactico que mantiene el pH en valores entre 4-3.

e La cantidad de acido lactico puede ser modificada por la materia prima utilizada
como desechos (cefalotorax o colas) y los minerales presentes en las fracciones
obtenidas para el estudio: liquida o semi-sélida.

e La recuperacion de proteina en fraccion liquida es mayor en el reactor estitico que
en el dindmico, debido a la ausencia de movimiento y su disefio en columna.

e Las cuentas microbioldgicas de bacterias acido lacticas y de aerobios totales, indican
que su crecimiento es amplio en ambos reactores y en ambas materias primas.

e El almacenaje y la pasteurizacion de ensilado de desechos de camarén en fraccion
liquida, permitieron que las cuentas de BAL y aerobios totales se mantuvieran un
ciclo mas bajas. No obstante su abundancia, los desechos se conservan sin

descomponerse.

e El anilisis quimico proximal muestra que el producto final, en el porcentaje de

proteina cruda, se encuentra dentro de lo requerido para la alimentacién de camarén.
Lo que muestra que podria ser factible su inclusion en dietas para camarén

e Estandarizar los andlisis de PCR para encontrar el mads efectivo para la deteccién de

virus en camardn.
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9. Recomendaciones para trabajos posteriores.

Rediseifiar el reactor dinamico para una mejor obtencion de muestra de la fracciéon semi-
s6lida de un ensilado.

Realizar ensilados de desechos de camarén analizando las dos fracciones: liquida y
semisoélida, con diferentes especies, estadios uniformes y el uso de una materia prima de
camaron a la vez. Con el fin de observar los cambios en acidez total titulable, pH,
andlisis microbiolégico y quimico proximal.

Realizar la caracterizacion taxondmica de bacterias aerobias totales presentes en
ensilados de camaroén.

Realizar analisis quimico proximal a la fraccién liquida de ensilados de desechos de
camardén en los dos reactores: estatico y dinamico.

Realizar ensilados de desechos de camardn, utilizando cabezas de camarodn libres y
contaminadas del virus de la Mancha Blanca. Corroborar por medio del andlisis de PCR
que todas y cada una de las cabezas utilizadas se encuentran libres e infectadas de
WSSV antes de ensilarlas, para después utilizar la fraccién liquida del ensilado como
sustituto de la harina de pescado en alimentos para camarodn.

Realizar bioensayos con camarén, alimentandolos con ensilado libre y contaminado de
WSSV, incluido en sus dietas, para observar la inocuidad del producto final del ensilado.
Pasar el producto final del ensilado de desechos de camarén por diversos procesos
cal6ricos para disminuir la cantidad de aerobios totales y disminuir la probabilidad de
que un virus se presente.

Incluir ensilado de desechos de camarén en dietas para animales.
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