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RESUMEN

AGUILERA RIVERA DIANA. Efecto de la enzima fitasa sobre las proteinas vegetales
contenidas en dietas para la engorda de juveniles cultivados de camaron rosado del Golfo
de México Farfantepenaeus duorarum (Burkenroad, 1939) bajo la direccién de: MVZ

Angel Garcia Hernandez y Dra. Martha Gabriela Gaxiola Cortés.

Debido a las limitantes en el uso de harina de pescado como fuente de proteina, en los
ultimos afios se ha buscado sustituir este ingrediente por fuentes de proteina vegetal. Al
haber una baja disponibilidad de fosforo en dichas fuentes, se pueden utilizar enzimas
exogenas (fitasa). Se evalud el efecto de la fitasa sobre proteinas vegetales presentes en
dietas para Farfantepenaeus duorarum. Dos enzimas diferentes fueron comparadas: una
enzima comercial (Ronozyme® P5000) y una enzima microbiana (FTE II). Una dieta
Control sin fitasa fue incluida para comparar el rendimiento de las dietas experimentales.
Se usaron siete camarones por tina con tres réplicas por tratamiento con peso inicial
promedio de 11.46 g, alimentados 5 veces/dia durante 60 dias.

Se evalué la digestibilidad aparente de fosforo total, materia seca y proteina en alimento y
heces y la actividad enzimatica con respecto al factor dieta y estadio de muda; coeficiente
diario de crecimiento y supervivencia. En digestibilidad aparente de fosforo total y
proteina, la dieta con Ronozyme® P5000 y FTE Il fueron significativas (p<0.05) en
comparacion con la Control. En digestibilidad aparente de materia seca, la dieta con

Ronozyme® P5000 presentd diferencias significativas (p<0.05) en relacién a los otros



tratamientos. En actividad enzimatica los resultados no mostraron diferencias significativas
(p>0.05) en los niveles de glucosidasa, a-amilasa y leucin amino-peptidasa. En relacion a
tripsina y quimotripsina, la dieta control presentd niveles significativamente mayores
(p<0.05) que los demas tratamientos. Para las proteasas totales y carboxipeptidasa B, la
dieta Control y Ronozyme® P5000 presentaron los mayores resultados (p<0.05).
Finalmente, el CDC no mostrd diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos. La

supervivencia fue superior al 80%.



INTRODUCCION

Acuacultura a nivel mundial y nacional

La acuacultura sigue creciendo més rapidamente que cualquier otro sector de produccion de
alimentos de origen animal, y a mayor ritmo que la poblacion, con un incremento del
suministro acuicola per cépita desde 0.7 kg en 1970 hasta 7.8 kg en 2008, lo que constituye
un crecimiento medio anual del 6.6%. Se espera que supere a la pesca de captura como
fuente de pescado comestible. Mientras que a comienzos de la década de 1950 la
produccion acuicola (a excepcion de las plantas acuéticas) era inferior a un mill6n de
toneladas anuales, en 2008 ascendié a 52.5 millones de toneladas. La acuacultura mundial
esta liderada en gran medida por la Region de Asia y el Pacifico, la cual aporta el 89% de la
produccion en cantidad y el 79% en valor, Este dominio se debe principalmente a la enorme
produccion de China, la cual representa el 62% de la produccién mundial en términos de
cantidad y el 51% del valor mundial. Los 10 principales paises productores de organismos
acuaticos en el 2008 fueron: China, Per(, Indonesia, Estados Unidos de Norteamérica,

Japon, India, Chile, Federacion de Rusia, Filipinas y Myanmar.!

En México, entre Sonora, Sinaloa, Baja California Norte y Baja California Sur se obtuvo
un 70.26% del volumen total de produccién pesquera y acuicola nacional en el 2008. En
ese mismo afio, el valor de la produccién pesquera nacional fue de $16,957 millones de
pesos. Sonora, Sinaloa, Veracruz, Baja California Sur, Tamaulipas, Baja California Norte,
Campeche y Tabasco son las entidades federativas que concentraron las cuatro quintas

partes del total del valor de produccién pesquera nacional en 2008. Para ese mismo afio, la



produccién de camaron alcanzo un volumen total de 196,289 toneladas en peso vivo, de las
cuales 66.33% fueron obtenidas de la actividad acuicola con un volumen de 130,201
toneladas, 22.55% de aguas marinas con 44,261 toneladas y 11.12% de esteros y bahias con

21,827 toneladas.?

El crecimiento vertiginoso de la poblacion ha provocado que la explotacion de muchas
especies marinas haya alcanzado su rendimiento méaximo sostenible, mientras que otras
especies son sobre-explotadas y estan en peligro de extincion. Por eso, el hombre ha
recurrido al cultivo artificial de algunas de ellas, como forma de preservar las poblaciones
naturales y lograr el incremento en la produccion de alimentos que se requiere.® Entre las
caracteristicas que favorecen el cultivo de camarones peneidos se encuentran: ciclo de vida
corto, alta fecundidad, baja tasa de mortalidad en el cultivo, crecimiento rapido, respuesta
positiva a la suplementacion alimenticia, resistencia a cambios ambientales y alto valor

comercial.*

El camardn rosado Farfantepenaeus duorarum constituye un recurso pesquero valioso en el
sureste del Golfo de México. A pesar de la importancia econdmica de esta especie, la
informacién disponible sobre la biologia y ecologia de las diferentes fases de su ciclo de
vida es escasa, en particular respecto a los estadios que habitan los sistemas estuarinos en la
region del Golfo de México.” La pesqueria de camarén rosado en la Sonda de Campeche
registré capturas de alrededor de 20,000 toneladas a mediados de la década de los 70°s.
Desde entonces presenta una tendencia decreciente, que se hizo mas evidente desde 1986; y
a partir de 1990 presenta niveles de produccion muy bajos, con registros inferiores a 2,000

toneladas desde 1997. Las posibles causas del colapso se han relacionado con efectos de la



sobrepesca, los cambios en el habitat (por obras de desarrollo costero y contaminacion) y la

presencia de fallas en el reclutamiento.®

Biologia del camaron rosado del Golfo de México
Farfantepenaeus duorarum

1. Taxonomia

Como miembros de los crustaceos, los camarones son artropodos mandibulados con

apéndices articulados, con dos pares de antenas, caparazén y branquias.’

Los camarones de la familia Penaeide, son considerados entre los mas importantes a nivel

mundial, tanto para la pesca como para el cultivo (Cuadro 1).

Cuadro 1.

CLASIFICACION TAXO,NC')MICA DEL CAMARON ROSADO DEL GOLFO DE
MEXICO Farfantepenaeus duorarum

Reino Animal
Phylum Arthropoda
Superclase Crustacea (Pennant, 1777)
Clase Malacostraca (Latreille, 1803)
Subclase Eumalacostraca
Orden Decépoda (Latreille, 1803)
Suborden Dendrobranquiata (Bate, 1 888)
Superfamilia Penaeoidea (Rafinesque-Shmalts, 1 815)
Familia Penaeidae (Pérez-Farfante, 1988)
Género Farfantepenaeus (Burukovsky, 1997)
Especie douradum (Burkenroad, 1939)



2. Distribucién geogréafica y abundancia

La gama de camardn rosado Farfantepenaeus duorarum se extiende desde la Bahia de
Chesapeake hacia el sur a lo largo de las costas de los Cayos de Florida y el Golfo de
México. En el Golfo se extiende de las Islas Tortugas a lo largo de la costa del Golfo de los
Estados Unidos y a través de las aguas costeras de México hasta Cabo Catoche y el sur de
Isla Mujeres. También se ha encontrado en las Islas Bermudas. La mayor poblacion de
camardn rosado esta fuera del suroeste de Florida y en la porcion sureste del Golfo de
Campeche. Por lo tanto, el Golfo de México se considera el centro de distribucion de esta
especie (Figura 1).2 Se tienen registros de que las mayores poblaciones de juveniles se

encuentran principalmente en dos localidades: el estero de Sabancuy y Champotén.®

Figura 1. Distribucion de camarén rosado del Golfo de México Farfantepenaeus duorarum (*).



3. Morfologia
El cuerpo de los camarones peneidos se divide en tres regiones: cefalotorax, abdomen y
telson (Figura 2). Los apendices del cefalotorax son las anténulas, antenas y mandibulas,
maxilas, maxilipedos (las tres con funciones sensoriales) y pereiopodos (funcion
locomotriz); el abdomen estd formado por seis segmentos y cinco pares de apéndices
Ilamados pledpodos (funcidn natatoria). En el telson se encuentran los urépodos, que sirven
también para la natacion. En el cefalotorax se concentran la gran mayoria de 6rganos

vitales y sensoriales.*

Flagelo
— 1 a 6 segmentos

abdominales

Anténula——= E‘_‘ﬁ;_'_.‘_}-'?, | "‘"’
— |
wd =) 0 ‘
Tercer maxilpedo |// /?/ / (‘J(\e(k((t N\ Telson

\ -
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e

\ .
m\\\‘;\ Urépodo
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——
\ —
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Pereidpodos

Figura 2. Esquema de un juvenil de camarén rosado del Golfo de México Farfantepenaeus
duorarum sefialando las tres regiones morfologicas.
4. Comportamiento
Los organismos de esta especie tienen marcada preferencia por los fondos carbonatados,
arenosos y arenosos con conchuela. Especificamente los juveniles de esta especie tienen

cierta dependencia a las zonas de pastos marinos."* Los adultos se encuentran



principalmente en fondos firmes, en zonas lodosas y arenas coralinas, algunas veces entre
fragmentos de concha.'? Muestran un claro comportamiento relacionado con el fotoperiodo,
son activos durante la noche e inactivos durante el dia ya que permanecen enterrados, por lo

tanto su actividad tiene una periodicidad circadiana.’®

5. Reproduccion y ciclo de vida

La temperatura y la salinidad son factores determinantes en el ciclo de vida del camardn
rosado, influyendo en el crecimiento, mortalidad, migracion y reproduccion.** Los machos
maduran cuando alcanzan los 85 mm de longitud total, 5.0 g de peso total y 2.5 a 3 meses
de edad; la talla maxima usual es de 175 mm (9 a 12 meses). Llegan a vivir de 18 a 20
meses. ElI 50 % de las hembras se encuentra en estado de total madurez sexual cuando
llegan a los 127 mm de longitud o a los 17 g de peso (edad de 4.5 meses). Cuando miden
140 mm ya desovaron cuando menos una vez. Las hembras reproductoras se encuentran
desde los 15 m de profundidad y producen entre 211 mil a 450 mil huevos.*

El proceso reproductivo inicia con la copula, en la que el macho adhiere a la hembra el
espermatoforo (saco que contiene los espermatozoides). La fecundacion es externa: la
hembra desova y rompe el espermatoforo. La fertilizacion de los évulos ocurre en el medio
marino.’® Esta fertilizacién origina un huevo demersal que al eclosionar da lugar a una
larva nauplio de caracteristicas planctonicas. Los siguientes estadios (zoea y mysis)
mantienen esta condicion, en tanto que las post-larvas adquieren el habito bentonico antes
de ingresar a las aguas costeras de donde emigran juveniles para continuar su desarrollo en

aguas marinas (Figura 3)."



Es una especie de télico cerrado.'® Hay una temporada de reproduccién masiva con un pico
. . - P T [ . . .
en abril y otro pico maximo en junio-julio,” aunque otros investigadores determinan este

segundo pico maximo durante agosto- septiembre.*’

N ﬁ'
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&
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o .
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Figura 3. Ciclo de vida del camaron.

Su alimentacion varia durante el transcurso del ciclo de vida. El espectro trofico abarca
desde el microplancton y zooplancton en la etapa larvaria hasta otros organismos bénticos
en la etapa juvenil y adulta. Esta especie se puede considerar omnivora, aunque también

ingiere detritus.™

6. Sistema digestivo
La descripcion de la morfologia funcional del sistema digestivo de los decapodos se ha
concentrado principalmente en el registro de los movimientos de las particulas del

alimento. *° La estructura del sistema digestivo del camarén esta compuesta por eséfago (e),
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estomago cardiaco (ec), filtro glandular (f), hepatopancreas (h), intestino medio (i) y recto

(r) (Figura 4).%°

Figura 4. Esquema del tracto digestivo del camaron.

Se ha propuesto con base en la morfologia del tracto digestivo que una vez que el alimento
entra a la cdmara anterior del proventriculo, este se mezcla con los fluidos provenientes de
la glandula digestiva que fluyen hacia delante en el surco de la camara posterior. La
trituracién y la mezcla posterior con los fluidos ocurren en los osciculos del molino
gastrico. La masa de alimento es manipulada continuamente por las placas laterales de la
camara anterior y es forzada hacia el molino gastrico. Eventualmente los fluidos pasan de la
masa de alimento hacia el surco ventral de la camara anterior. Después de pasar por el
molino gastrico el alimento es tamizado por un filtro prensa, el cual permite solamente el
paso de fluidos y particulas finas para entrar a la glandula digestiva y dar paso a la

digestion final y la absorcién (Figura 5).%
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Figura 5. Esquema de la digestion del camaron

7. Digestion quimica
La degradacion quimica de los alimentos se realiza gracias a la accién de enzimas
digestivas procedentes principalmente de la glandula del intestino medio, glandula
digestiva o hepatopancreas, el cual es un 6rgano compacto bilobulado que ocupa gran parte
del cefalotérax.?? Este érgano tiene tres funciones principales: secrecién y sintesis de
enzimas digestivas, retencion temporal y ciclica de reservas y la absorcion de nutrientes que
son producto de la digestion, almacenamiento de lipidos y glucogeno y distribucién de
minerales y sustancias organicas.”® Interviene ademas en algunos procesos de

osmorregulacion,? vitelogénesis, excrecion y detoxificacion de metales y sustancias
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organicas extrafias.** En el epitelio funcional de los tibulos del hepatopéancreas se pueden
identificar cuatro tipos celulares, que segun la nomenclatura de Jacobs son: E
(embrionalenzellen), F (fibrillenzellen), R (resorptionzellen) y B (blasenzellen).®

Las células E se diferencian en los otros tipos de células.”® Las células F tienen una alta tasa
de sintesis de proteina®® y son las Gnicas que sintetizan enzimas digestivas.?’ Se les ha
atribuido ademas funciones de almacenamiento de minerales.”® Las células R son las més
abundantes, almacenan lipidos y glucégeno como reserva, mismos que pueden ser
movilizados proveyendo energia durante los periodos de inanicion, muda Yy
reproduccion.?’* También intervienen en el proceso de detoxificacién del organismo,
eliminando metales pesados mediante su acumulacién en forma insoluble en el citoplasma
antes de excretarlos.®® Las células B estan involucradas en la absorcién de nutrientes,
digieren los materiales absorbidos, los concentran y secretan al final del proceso

digestivo.”

Las fuentes de proteina

El reto actual en la alimentacién de especies acudticas es encontrar dos aspectos esenciales:
Uno es maximizar el rendimiento técnico de la produccion mediante el desarrollo de
alimentos de acuerdo a las necesidades fisioldgicas (metabolismo basal, almacenamiento,
reproduccion, crecimiento y excrecion) de cada especie en sus diferentes estadios
productivos. Otra, es maximizar el rendimiento econdmico mediante el desarrollo de
alimentos desde una perspectiva tecnologica, considerando tanto el valor nutritivo, costo,
disponibilidad y facilidad de procesado en las diferentes materias primas.®! Desde el punto

de vista nutricional, la proteina, considerada como el nutriente mas costoso en la dieta es
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de suma importancia porque los aminoacidos son usados por el organismo para su
crecimiento.

El rango de contenido proteico (referido como proteina cruda) en los alimentos para
camarén va desde 20% hasta >60%.>® En el caso de juveniles del camardn rosado del Golfo
de México Farfantepenaeus duorarum, el requerimiento de proteina reportado es del
30%.%* Cabe destacar que las distintas fases del ciclo de vida del camarén requieren
diferentes niveles de proteina.*® Las postlarvas necesitan valores més elevados que los
juveniles porgue es en esta etapa donde el camaron alcanza su maximo desarrollo, por lo
que el requerimiento proteico es aln muy alto, ya que con la edad este requerimiento va
disminuyendo, porque la proteina ya no se usa para crecimiento, sino para mantenimiento.
En el caso de postlarvas del camaron rosado del Golfo de México Farfantepenaeus
duorarum se reporta un requerimiento de proteina del 40-50%.%

Las proteinas son compuestos organicos complejos de alto peso molecular que contienen
carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrogeno y azufre, se forman por polimerizacion de
aminoacidos. De los aminoacidos que forman las proteinas, se han aislado 23 aminoacidos
naturales, de los cuales 10 son considerados esenciales para todas las especies (arginina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina).*®
Las diferencias fisicas y quimicas entre los aminoacidos, dan origen a las proteinas con
diferentes conformaciones estructurales, por tanto, tales diferencias son un factor
importante en la definicién de las funciones de una proteina especifica.*

Las proteinas son consideradas constituyentes organicos del tejido animal, representando
entre 65-75% del total en base seca, mismas que son usadas continuamente para
crecimiento, reposicion de tejidos y metabolismo normal, ademas una parte es convertida

en energia. Una proteina inadecuada en la dieta resulta en la reduccion o suspension del
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crecimiento, seguida por una pérdida de peso debido a la extraccion de proteinas del tejido
para mantener las funciones vitales.*

Las proteinas de origen animal son las mas usadas en alimentacion para camaron. La harina
de pescado es el ingrediente mas utilizado como fuente de proteina, acidos grasos,
fosfolipidos y minerales en acuacultura.** Debido a las limitaciones en el suministro de
harinas de pescado, tales como un tratamiento inadecuado de la materia prima que causa
una pérdida de sus propiedades nutricias y funcionales y alto costo en el mercado,** se
estdn dedicando importantes esfuerzos de investigacion para sustituir este ingrediente
proteico por proteinas alternativas de origen vegetal como: harina de soya, canola y
lupino,*? siendo la harina de soya la més utilizada por contar con un buen perfil nutricional
y ser de mas bajo costo que la harina de pescado.*?

Las proteinas vegetales son usadas en menor grado en las dietas para camardn porque son
menos atractantes y su composicién en aminoacidos es menos balanceada. También
contienen &cidos grasos de cadena mas corta que los productos marinos y muchas contienen
productos toxicos como el factor anti-tripsico de la soya, el gosipol del algodon, aflatoxinas
u otros hongos muy téxicos. Debido a esto la proteina vegetal debe seleccionarse con
mucho cuidado.** La soya es la fuente proteica de origen vegetal mas utilizada en la
alimentacion de organismos acuaticos.”> Los factores anti-nutricionales mencionados
anteriormente pueden ser inactivados o eliminados con diversos tratamientos con calor
como son el tostado, extrusion y peletizacion. Posee ademas anti-nutrientes resistentes al
calor, entre los que se encuentran el &cido fitico, que afecta su valor alimenticio al reducir
la biodisponibilidad de fésforo (P*") y otros minerales (Ca**, Zn?*, Mg?*, Fe*") y proteinas,
asi como saponinas que reducen la palatabilidad de los alimentos cuando se preparan con

niveles elevados de este ingrediente.*®
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La canola se ha empleado como reemplazo a la harina de pescado en dietas para algunas
especies acuicolas como el pez gato (Ameiurus melas)*’ y tilapias.*® Esta contiene altos
niveles de proteina de excelente calidad y su composicién en cuanto a aminoacidos es
similar a la de la soya. Sin embargo, contiene altos niveles de taninos,*® fitatos y fibra,
siendo estos dos ultimos los causantes de un decremento de la digestibilidad de los
nutrientes, por lo que se recomienda un maximo de 20% como nivel de inclusion.>®

Se ha demostrado que a pesar de que algunos peneidos presentan requerimientos proteicos
elevados, admiten en su dieta una alta proporcién de proteina de origen vegetal.>* No
obstante, a diferente grado de utilizacion de proteina animal o vegetal en la dieta por las
distintas especies de camarones, probablemente existe una optimizacion en su
aprovechamiento, por lo que son necesarios estudios futuros en la fisiologia y bioquimica

de la nutricién para dilucidar esta interrogante.>

Digestibilidad

Existe un indicador de la calidad del alimento muy importante y util que hasta la fecha,
debido a que es costoso y laborioso no se ha solicitado a los fabricantes de alimentos y es la
digestibilidad o la disponibilidad de nutrientes contenidos en los alimentos.
Desafortunadamente, los ingredientes mas digestibles y de mejor calidad nutricional, son
los mas caros y eso provoca automaticamente el aumento del precio del alimento. Sin
embargo, también es cierto que si el alimento es mas digestible, se necesita menos para
cubrir los requerimientos de crecimiento, lo cual puede compensar con beneficios la
inversion inicial. Esto esta claramente reflejado en el factor de conversion alimenticia, que

se evalla a lo largo del cultivo en una granja. La digestibilidad aparente de un alimento o
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de un ingrediente se puede evaluar con camarones en medio controlado, de tal manera que
a diferencia de los bioensayos en granja, se evalUa la digestibilidad unica y exclusivamente
del alimento en cuestion.**

Las fuentes de proteina méas usadas en alimentos para camardn son harina de pescado y de
soya, que contienen proteina razonablemente bien digerida (alrededor de 80%) por el
camardn, pero no todas las fuentes tienen la misma calidad o digestibilidad. Por esta razon,
los productores deben tener cuidado en la calidad de la proteina usada en los alimentos.*®
Los atributos mas destacables en una harina de pescado son el alto contenido de
aminoacidos, alta digestibilidad y ausencia de factores anti-nutricionales, que estan
presentes en fuentes de proteina vegetal. Las harinas de pescado pueden ser elaboradas de
diferentes especies, con pescados enteros o con subproductos (desechos de fileteo,
visceras).” La calidad de la harina de pescado varia con la especie que se utiliza, la frescura
de la materia prima y las condiciones del proceso de elaboracion afectando la digestibilidad
de la proteina; por otro lado, cuando las proteinas son expuestas a temperaturas muy altas,
la digestibilidad de la proteina se reduce, esto es debido a las reacciones entre los
aminoacidos y otros compuestos, evitando que las moléculas proteicas sean desdobladas
por enzimas digestivas.> Por tanto, se debe tener mucho cuidado con su calidad; una buena
harina de pescado debe tener pocos lipidos y cenizas, un bajo indice de oxidacién de lipidos
y no debe contener histamina, ya que el crecimiento se ve afectado.**

El conocimiento de la digestibilidad de proteina por organismos cultivados tiene beneficios
econdémicos y ecoldgicos, ya que actualmente, para cubrir los requerimientos de
aminoacidos para cada organismo en particular, la dieta se formula con un exceso de
proteina. Tanto la proteina no consumida y la no digerida se acumulan en el medio,

aumentando el contenido de nitrégeno del agua en los estanques de cultivo, afectando
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negativamente el rendimiento de los organismos cultivados y la calidad del agua de los
estanques a causa de un aumento de nitritos, nitratos y amonio.* La informacién sobre
digestibilidad es esencial para evaluar la calidad de un ingrediente. Aunque el perfil de
nutrientes de un ingrediente aparentemente sea bueno, si sus nutrientes no son digeridos,

absorbidos y utilizados, seran de poco valor para el animal.**

Importancia de la enzima fitasa en dietas para camaron

La fitasa (mio-inositol hexaquisfosfato fosfohidrolasa) es una enzima que degrada a los
fitatos para liberar P** y otros nutrientes. Pertenece al grupo de las fosfatasas acidas;
cataliza la unién hidrolitica de los ésteres de &cido fosférico de inositol y por lo tanto, libera
ortofosfatos que pueden ser absorbidos. Al mismo tiempo, se pueden desligar minerales
como el Ca* y el Mg*™ y ser convertidos a formas absorbibles.”® Se conocen dos tipos de
fitasas: 3-fitasas y 6-fitasas, que inician la desfosforilacion del anillo de mio-inositol en la
posicion 3 y 6, respectivamente. Las 3-fitasas suelen estar presentes en microorganismos,
mientras que las 6-fitasas se encuentran generalmente en las semillas de plantas.®” Son de
gran interés por su aplicacion en la reduccion del contenido de fitato en alimentos para
animales y consumo humano, incrementando ademés la disponibilidad de P** y otros

minerales nutricionalmente importantes.*®

Estas enzimas son consideradas importantes aditivos de alimentos debido a la hidrolisis
enzimatica del acido fitico, un factor anti-nutricional presente en la mayoria de los
alimentos hechos a base de cereales o leguminosas. La inclusion de fitasa en la dieta a base

de harinas de origen vegetal para la nutricién de peces y otras especies de interés en la
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acuicultura ha sido sugerida para reducir la excrecion de P** hacia el agua y disminuir el
efecto contaminante. De acuerdo a las caracteristicas fisiologicas de esta especie, las fitasas
adecuadas para la alimentacion del camaron deben tener una actividad a valores de pH de 7
a 8, y a un intervalo de temperatura de 26-32°C debido a las condiciones presentes en el
aparato digestivo de esta especie y en el medio de cultivo, ya que el pH de su sistema
digestivo oscila entre 5.5 a 9. Ademas, se requiere que estas posean resistencia al ataque
proteolitico de las enzimas digestivas del camardn, estabilidad a las temperaturas
empleadas en el proceso de los alimentos, y una baja lixiviacion en las preparaciones
extruidas e introducidas en los estanques. A pesar de los resultados positivos obtenidos
hasta el momento en el empleo de fitasa en la alimentacion de peces y otras especies de
interés en acuicultura, es necesario optimizar las caracteristicas de las fitasas para esta
aplicacion especifica, ya que las fitasas que actualmente son disponibles de forma
comercial han sido optimizadas principalmente para su empleo en la produccion de cerdos
y aves.>® En peces, el empleo de fitasas en preparaciones nutrimentales para camarén ofrece
una alternativa para resolver los efectos anti-nutricionales de los fitatos presentes en las

harinas vegetales; sin embargo, en camarén se han realizado pocos estudios.®

El papel del fosforo en la alimentacion

Existen en la Tierra mas de 90 elementos presentes en forma natural; 60 de ellos se han
encontrado en tejidos vegetales. Sin embargo, no todos se consideran esenciales para el
crecimiento de las plantas. Se ha demostrado que 16 elementos son esenciales y nueve de
ellos se requieren en cantidades grandes (mas de 0.05% en peso seco) y por tanto, se

conocen como macronutrimentos. Se trata de C2*, H'*, 0?*, N'*, P¥*, K**, $%*, Ca®" y Mg?".
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M 1™ Fe?*, y Zn*) son necesarios en cantidades

Los siete micronutrimentos restantes (Na
traza (menos de 0.05% en peso seco) para el crecimiento y el desarrollo normales de la

planta.®!

En la mayoria de los alimentos de origen vegetal, el P** se almacena en las semillas, tanto
en forma organica como inorgénica. La parte inorgnica se encuentra en forma de
fosfolipidos y compone principalmente de fitatos, una mezcla de sales de Ca**, Mg®*y K*
del mio-inositol hexaquisfosfato también llamado é&cido fitico. Este forma facilmente
complejos con varios minerales esenciales, tales como Ca?*, Mg** y Fe**?* y también con
proteinas.®” La principal funcion del 4cido fitico en el crecimiento de las plantas puede ser

de almacenamiento de P**.%

La importancia del P>* en dietas para camarén radica en que es el componente esencial del
exoesqueleto, de fosfolipidos, &cidos nucleicos, fosfoproteinas y esteres de fosfato
altamente energéticos (ATP), por lo que juega un papel importante en el metabolismo
celular y energético. Es esencial para el crecimiento y el mantenimiento de la homeostasis
mineral, siendo uno de los elementos minerales més versatiles.®* La pasta de soya y de
canola son ampliamente utilizadas en dietas para organismos marinos; sin embargo,
presentan un inconveniente que esta relacionado con la presencia de P**,°® que se encuentra

como 4&cido fitico, forma que no resulta disponible para animales monogastricos que

carecen o presentan insuficiente actividad de fitasa.®®

Por su alta carga negativa, el &cido fitico presenta una alta afinidad con componentes con
carga positiva,”’ por ello, es considerado como un factor anti-nutricional por su accién

quelante de minerales (Ca**, Mg?*, Fe****, zn®*, Cu®*™*, Mn*, Mo® y Co*™*) y la



20

interaccion con proteinas importantes en la nutricion, convirtiéndolos en no asimilables
para el organismo bajo condiciones fisiolégicas.>® Debido a que el 4cido fitico no puede ser
absorbido por los organismos, se tiene que suplementar la dieta con P** inorganico para
cubrir los requerimientos del mismo. Sin embargo, esta estrategia puede resultar cara a
nivel produccién, debido a la baja disponibilidad del P** inorganico en el mercado y por la
desventaja de provocar el aumento de altas concentraciones de este mineral que son

excretadas por el animal.*®

En situaciones normales, la mayor parte del P** fitico aparece en las heces, incrementando
el problema de contaminacion ambiental (eutrofizacién) en rios y sistemas estuarios
adyacentes a las granjas de engorda de camardn, provocando floracion de cianobacterias,

hipoxia y muerte de organismos acuéticos.®®>®

La eutrofizacion es el enriquecimiento de cuerpos de agua con materia organica,
ocasionado principalmente por el alimento no consumido y lixiviado® y por la fertilizacion
organica e inorganica en las granjas acuicolas.”® La acumulacién excesiva de materia
organica y de otros elementos como el N**y P3*, puede causar serios problemas en los
ecosistemas receptores de las descargas, como florecimientos explosivos de fitoplancton,”
algunas veces de especies tdxicas, enterramiento y muerte de comunidades bentdnicas en
las areas cercanas a la descarga, olores indeseables y probable presencia de organismos
pat6genos.’? La magnitud del problema esta relacionada con la intensificacion del sistema
de cultivo y consecuentemente del tipo y cantidad de alimento artificial empleado.®®" Una
alternativa ante esta problematica es la hidrdlisis del acido fitico mediante la accion de la
enzima fitasa, mejorando en proporciones variables la absorcién y retencién del P**, Ca®*,

Mg®*, zn*, cu®*, Fe** y aminoécidos,” después de hidrolizar los fitatos durante la
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digestion o durante el procesamiento del alimento,” logrando de esta manera reducir hasta

un 50% la problemética de la contaminacion ambiental por minerales al utilizar la enzima.”

Estudio de la digestibilidad en alimentos para camaroén

El conocimiento de la digestibilidad aparente de los alimentos balanceados para camaron
tiene como objetivo la basqueda del contenido nutrimental del alimento y permite realizar
una formulacién més precisa de la dieta pudiendo asi disminuir la cantidad de proteina o
bien utilizar fuentes de proteina de menor costo, reduciendo substancialmente el precio del
alimento.”” La medicion del Coeficiente de Digestibilidad Aparente provee una estimacion
de la disponibilidad de los nutrientes en los ingredientes y alimentos. Esta puede ser medida
gravimétricamente por el calculo del consumo del alimento y la produccion de heces; o
indirectamente por la medicion de la concentracion de un marcador inerte en el alimento y

en las heces (in vivo).”

La digestibilidad in vivo es el establecimiento de un balance apropiado entre los nutrientes
que entran a partir de los alimentos y los que salen en las heces.” Esto indica que el
alimento debe ser digerible para que pueda ser asimilado y por consecuencia, aprovechado
por el organismo.*® En la digestibilidad intervienen dos procesos: en primer lugar la
digestion, que corresponde a la hidrélisis de moléculas complejas por medio de enzimas y
la digestibilidad en si, que consiste en la asimilaciébn de las moléculas pequefias

(amino&cidos y 4cidos grasos) en las células del hepatopancreas.®

Para determinar la medicion precisa de la cantidad de alimento consumido y la cantidad de

heces producidas se utilizan marcadores inertes. Las técnicas a base de marcadores inertes
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han sido muy utilizadas en los estudios de digestibilidad.®23384#7® Estos deben ser
totalmente indigestibles, no absorbibles, no deben tener ninguna accion farmacoldgica en la
zona intestinal, deben pasar a través del intestino y ser evacuados a la misma tasa que otros
contenidos del intestino, la cantidad de indicador ingerido y evacuado debe darse en
periodos de tiempo iguales, el indicador no debe cambiar el sabor del alimento para no

afectar su atractabilidad y debe medirse facilmente por métodos quimicos.”

El marcador més utilizado en camarones es el 6xido de cromo.2®®”% Sin embargo, varios
autores han cuestionado su utilizacion. Algunos autores sugieren no utilizar el éxido de
cromo teniendo en cuenta el riesgo de explosion durante el manejo®® o utilizar marcadores

diferentes a este en los estudios de digestibilidad en camarones.*

Faucon (1997) utilizo el método de Cenizas Insolubles en Acido (AlA) en estudios de
digestibilidad en el camarén azul Litopenaeus stylirostris. Este método tiene la
particularidad de ser muy sencillo y no necesita equipos sofisticados.®® Por su parte, el
Institut Francais de Recherche pour I'exploitation de la Mer (IFREMER) de Tahiti, ha
trabajado con este método desde hace varios afios obteniendo muy buenos resultados.
Suéarez (2008) presenta un resumen de los diferentes marcadores utilizados y propone la
utilizacion de zeolita como marcador inerte, ya que cumple con las caracteristicas

requeridas para un marcador (Cuadro 2).**
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Cuadro 2

PRUEBAS DE DIGESTIBILIDAD APARENTE EN CAMARONES USANDO
COMO MARCADOR INERTE EL OXIDO DE CROMO Y LA ZEOLITA

Especie Digestibilidad Marcador Concentracion  Ingrediente/
Aparente del marcador nutriente en
estudio
L. vannamei Materia seca, Cry03 0.5% Harina de
proteina, lipidos, cangrejo
carbohidratos, Pleuroncodes
energia planipes
P. monodon Materia seca, Cry03 0.5% Lecitina de
proteina, lipidos, soya, aceite de
energia pescado, aceite
de girasol
L. vannamei Materia seca, Cr,03 1.00% Harina de soya
proteina, lipidos, 0.5%
energia
L. vannamei Proteina Cry03 1.00% Calamar seco
por calor,
hidrolizado de
pescado
L. stylirostris Materia seca, Zeolita 3.00% Alimento para
proteina, lipidos, juveniles

energia

Estudio de enzimas digestivas

El conocimiento sobre enzimas digestivas permite realizar una mejor formulacion del

alimento, presentacion de dietas y reducir efectos indeseables por la presencia de

compuestos anti-nutricionales.*® El tipo y funcionalidad de las enzimas digestivas presentes

en cualquier especie acuatica es el resultado de un proceso evolutivo en el que el principal

factor de seleccion ha sido sin duda el régimen alimenticio, tanto desde el punto de vista de

composicion de alimento ingerido, como de las pautas de alimentacion. Cuando los

humanos han seleccionado especies acuaticas para su cria en cautividad, con frecuencia han

modificado de manera radical tanto las caracteristicas del alimento suministrado en relacion
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al alimento natural de dicha especie (tipo de ingredientes, densidad energética y proteica,
aspecto fisico, palatabilidad), asi como los patrones de alimentacion en relacion con los
ritmos biologicos normales o la edad de los individuos. Todas estas modificaciones tienen
profundas repercusiones en la efectividad con que el alimento es procesado, en buena
medida porque las enzimas digestivas pueden no ser producidas en cantidad suficiente para
mantener una relacion enzima/sustrato adecuada a la composicion de dicho alimento,
pueden no estar actuando en las condiciones mas adecuadas en cuanto a pH y/o temperatura
0 pueden estar siendo afectadas por sustancias presentes en el alimento que las inhiban o
inactiven parcialmente. Cada uno de estos aspectos plantea diferentes lineas de
investigacion que han sido abordadas en mayor o menor medida para diferentes especies.
De hecho, existe gran cantidad de trabajos sobre bioquimica digestiva en especies de
organismos acudticos. Desde un punto de vista descriptivo, el estudio de la bioguimica
digestiva en organismos acudticos tendria como objetivos determinar cuantitativa y
cualitativamente las enzimas presentes en las diferentes especies y sus variaciones a lo
largo del desarrollo, asi como estudiar los factores que influyen en su produccién y
actividad. Existen posibles campos de aplicacion derivados del conocimiento de la
bioquimica digestiva, tales como llevar a cabo suplementaciones con enzimas no presentes
en el tracto digestivo de crustaceos y peces que mejoren la utilizacion de determinados
compuestos (por ejemplo, fitasas) o emplear la actividad de enzimas como indicador del

estado nutricional del animal.*

El conjunto de las enzimas proteoliticas del camaron esta constituido por dos grupos:
endopeptidasas, que cortan los enlaces peptidicos en el interior de las cadenas proteicas y

las exopeptidasas, que cortan los enlaces peptidicos aminoterminales, carboxiterminales y
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los dipéptidos. En los crustaceos, la digestion quimica de las proteinas comienza en la
cavidad cardiaca del estbmago y continta en los tubulos del hepatopancreas. EI modelo de
degradacion de proteinas consiste en la ruptura de las proteinas ingeridas por las
endopeptidasas, degradacion de los péptidos por las exopeptidasas y absorcion a nivel de
células especializadas del hepatopéancreas.”® El sistema digestivo del camarén presenta
proteinasas y peptidasas. Dentro de ellas se encuentran la tripsina y la quimotripsina que
son identificadas por su especificidad por el sustrato. La tripsina hidroliza enlaces
peptidicos formados por el grupo carboxilico de un aminoacido basico como arginina y
lisina. La quimotripsina hidroliza enlaces peptidicos formados por un grupo carboxilico de
un aminoécido aromético como fenilalanina, tirosina y triptéfano. ° La tripsina representa
por si sola el 60% de la actividad proteasica del hepatopancreas en los crustaceos peneidos.
La importancia relativa de esta enzima y su especificidad hacia los aminoacidos basicos
que son esenciales en la nutricion de crustaceos hace resaltar el problema de la calidad de
las proteinas que se utilicen en su alimentacidn, en este caso un alimento balanceado. Estas

proteinas deben contener los aminoacidos esenciales en cantidad 6ptima.*®

Algunas enzimas digestivas (a-amilasa y tripsina) se ven afectadas por la presencia de
fitato, lo que podria deberse a la union de éste con la proteina o con los cationes esenciales
para la actividad enzimatica.*> EI pH 6ptimo para una actividad enzimética adecuada en
camarones varia, y puede estar entre 5.5. a 9.%° Teniendo conocimiento sobre la actividad
enzimatica podemos deducir qué ingredientes podran ser utilizados en la fabricacion de
alimentos balanceados. En cuanto a fuentes de proteina, dada la importancia de la tripsina,
mientras mas aminoacidos basicos tenga la proteina, la capacidad de hidrolisis sera mayor,

al igual que la digestibilidad y la eficiencia alimenticia.”
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ANTECEDENTES

Usos y limitaciones de la proteina vegetal y sus factores anti-nutricionales

En la busqueda de una produccion sostenida de alimentos para satisfacer la creciente
demanda de la industria acuicola, deben seleccionarse ingredientes que ademas de ser

econdémicos, tengan una amplia disponibilidad en el mercado.

Ahamad (1992) evalué algunas fuentes de proteina animal (harina de carne de almeja,
harina de pescado, harina de camaron mantis, harina de deshechos de camarén y crisélida
del gusano de seda) y vegetal (torta de coco y torta de cacahuate) y la digestibilidad de
ambas en el camaron de la India Penaeus indicus, encontrando que la proteina animal era
superior a la fuente de proteina vegetal, ya que la primera produjo un mejor crecimiento.
Sin embargo, la digestibilidad de las fuentes de proteina animal fue menor que las
vegetales. Se cree que esto pueda deberse al perfil de aminoacidos entre ambas fuentes, ya
que la proteina animal es rica en lisina, mientras que la limitante de la proteina vegetal es la

deficiencia en este aminoacido.®’

Chamberlain (1999) menciona que aunque ya se cuenta con tecnologias mejoradas para la
remocion de factores anti-nutricionales de los ingredientes de origen vegetal que permiten
incrementar su tasa de inclusién en alimentos acuicolas,®® persiste el problema de que
niveles altos de inclusion de estos ingredientes han mostrado reducir la palatabilidad de los
alimentos, principalmente en especies carnivoras. La soya es el ingrediente que mejor

ejemplifica lo anterior y es también la fuente proteinica de origen vegetal més estudiada.*®
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En la industria de alimentos se estan utilizando cada vez con mayor frecuencia enzimas que
aumentan la actividad enzimatica en el tracto digestivo y por lo tanto aumentan la eficiencia
de utilizacion de los alimentos. Buchanan, et al. (1997) trabajaron con juveniles del
camarén negro Penaeus monodon y obtuvieron un aumento en el valor nutricio de
alimentos balanceados y manufacturados con altos porcentajes de ingredientes de origen
. Y . P 100 .
vegetal, mediante la adicion de enzimas exdgenas.” - Davis y Arnold (1998) reportan una
mejora en los valores de digestibilidad aparente en el camaron blanco del Pacifico

Litopenaeus vannamei por el uso de una enzima proteolitica en el alimento.*™

Beneficios y limitaciones del uso de fitasa

En diversos estudios se ha mostrado que la adicion de fitasa en dietas a base de soya
incrementa el Coeficiente de Digestibilidad Aparente de P** en diversas especies de peces,
tales como la trucha arcoiris Oncorhynchus mykis, el salmén del Atlantico Salmo salar L. y
la tilapia Oreochromis niloticus.®® No obstante, los resultados son inconsistentes. Van
Weerd (1999) realiz6 pruebas en el pez gato Africano Clarias gariepinus para evaluar el
efecto en el crecimiento con dietas a base de harina de soya pre-tratada con fitasa, sobre el
consumo de alimento y balance de nutrientes. El reemplazo de harina de pescado por harina
de soya, llevo a una disminucién en el indice de crecimiento y los pardmetros de utilizacién
del alimento. Los resultados indicaron un efecto positivo con el pre-tratamiento con fitasa,

particularmente en la digestibilidad y retencién de P3*.*2

Vielma (2004) mostro el efecto positivo de la suplementacion de fitasas en la digestibilidad

de proteinas. Para ello, realizo dos ensayos de digestibilidad y dos ensayos de crecimiento
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para evaluar la influencia del uso de fitasa rociada en el alimento sobre el coeficiente de
digestibilidad aparente de proteina y minerales en la trucha arcoiris Oncorhynchus mykis
alimentada con dietas a base de harina de soya. Claramente, la fitasa redujo el contenido de
acido fitico en las heces de 35 a 5 mg de &cido fitico/g de materia seca en heces. El
coeficiente de digestibilidad aparente de fésforo aumentdé de 23% a 83%. La proteina
aparente aumento 1.2% y 3.2% U de fitasa. La fitasa no aumentd la utilizacion de lisina, ya

que ni la retencion de proteina ni la ganancia de peso fueron mejoradas por la enzima.'®®

El empleo de fitasas en preparaciones nutrimentales para camaron ofrece una alternativa
para resolver los efectos anti-nutricionales de los fitatos presentes en las harinas vegetales.
Davis y Arnold (1998) evaluaron la capacidad de la enzima fitasa para liberar el P** unido
al fitato. Para ello, utilizaron una dieta deficiente en P** y otra dieta alta en P**, a la que
adicionalmente se le suplementd la enzima fitasa; ambas dietas se experimentaron en el
camaron blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei. Al término del experimento se evaluo
la biomasa final, porcentaje de peso ganado y la conversion alimenticia. La supervivencia
y ganancia de peso de los camarones alimentados con la dieta basal fue menor en

comparacion a los animales alimentados con la dieta hecha a base de fitasa.*

Buchanan et al. (1997) experimentaron con enzimas en harina de canola en dietas para
camardn negro Penaeus monodon, a fin de analizar el aumento de peso y coeficiente de
conversion alimenticia. Fueron preparadas cinco dietas diferentes: (1) dieta basada en
harina de calamar sin canola, (2) dieta basal + 20% de canola (dieta baja en canola), (3)
poca cantidad de canola + 0.25% de mezcla de enzimas (Porzyme®, Finnfeeds
International®), (4) dieta basal + 64% de canola (dieta alta en canola), (5) alta cantidad de

canola + 0.25% de mezcla de enzimas o dieta basal + 54% de canola + 10% de sucrosa. La



29

dieta alta en canola dio resultados significativamente bajos en cuanto a indices de
crecimiento y la adicion de enzimas aumento la ganancia de peso en un 28% a un nivel
similar a la dieta. La dieta baja en canola y la dieta hecha a base de enzimas registraron
altos indices de ganancia de peso, en comparacion con la dieta basal y la dieta con poca
cantidad de canola; sin embargo, no fue significativo. La adicion de la mezcla de enzimas a
las dietas dio un resultado significativo en cuanto al Coeficiente de Conversion

Alimenticia.!®

Ricque-Marie, et al (2004) midieron el efecto de una fitasa comercial (Allzyme®) en la
digestibilidad aparente de materia seca, digestibilidad de proteina cruda y digestibilidad de
fosforo en el camarén blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei, alimentados con una
dieta que contenia 40% de fuente de fosforo ligada al fitato. La digestibilidad aparente de
materia seca y proteina del polvo de chicharo con y sin fitasa, fueron determinadas en
dietas experimentales donde la fuente de fésforo ligada al fitato sustituyd un 40% de la
férmula completa de una dieta de referencia. El efecto positivo de la fitasa sobre la
Digestibilidad Aparente de Materia Seca y Proteina pudo deberse a la presencia de
actividad enzimatica. Este estudio demostré que futuras investigaciones para determinar
digestibilidad de fosforo en ingredientes vegetales deben incluir fitasa como suplemento
para generar datos sobre el uso moderado de P** inorganico suplementado usado en

acuacultura.'®
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Digestibilidad en camarones

Smith et al. (1985) estudiaron el crecimiento, supervivencia y digestibilidad en el camarén
blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei en tres experimentos diferentes. Se usaron tres
dietas con contenido de proteina vegetal de 22, 29 y 36% y una dieta con fuente de
proteina animal. El crecimiento (g/dia) disminuyé significativamente con el aumento de
talla de los camarones, mientras que la digestibilidad varié independientemente de la talla.
La digestibilidad de proteina en camarones de talla pequefia fue fuertemente correlacionada
con el nivel de proteina en la dieta. Solo los camarones de talla pequefia mostraron una

fuerte correlacion entre la digestibilidad de proteina y el crecimiento.®

Lee et al. (1985) investigaron la relacion entre el nivel de proteina, tamafio, digestibilidad
aparente del alimento, actividad de enzimas digestivas y crecimiento en el camaron blanco
nortefio Penaeus setiferus, durante 30 dias. Las proteasas totales y proteasas acidas, y la
actividad de tripsina, carboxipeptidasa A y B, a-amilasa, quitinasa estereasa no especifica y
lipasa también fueron determinadas. La supervivencia no se relaciond con la dieta o el
tamafio. El indice de crecimiento; la digestibilidad aparente de materia seca y proteina
disminuyeron conforme los animales crecian. Los camarones pequefios alimentados con
una dieta del 22% de proteina crecieron poco, pero tuvieron la actividad enzimatica méas
alta, especialmente las carbohidrasas. Los camarones pequefios alimentados con una dieta
del 38% de proteina mostraron la digestibilidad de materia seca més alta. Por lo tanto, estos
autores concluyeron que la actividad de enzimas digestivas en la dieta de 22% de proteina
pudo ser evidencia de que conforme aumenta el porcentaje de inclusion de la proteina,

disminuye la actividad enzimatica de los organismos.®
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Akiyama (1989) trabajo con harina de soya como sustituto de harina de camardén para
procesos comerciales en una fabrica de alimentos en Taiwan para el camaron negro
Penaeus monodon. Para esto utilizd 5 alimentos extrudizados a bajas temperaturas (90°C),
cuatro tipos de alimento contenian 20%, 30%, 40% y 50% de harina de soya con reduccién
de niveles de harina de pescado de 18%, 12%, 6% y 0%, respectivamente. El quinto
alimento fue un control. Todas las dietas contenian porcentajes similares de proteina,
grasas, fibra, cenizas, Ca**, P** y K**, los cuales fueron mantenidos a 43.0%, 5.7%, 3.0%,
15.5%, 2.7%, 2.0% y 1.4%, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas
estadisticamente en cuanto a porcentaje de ganancia de peso, porcentaje de sobrevivencia y
en los factores de conversion alimenticia. Se pudo demostrar con estos resultados, que la
harina de soya puede reemplazar una cantidad considerable de harina de pescado blanco, si

los parametros nutricionales se mantienen.'®

Posteriormente, Akiyama (1991) vuelve a experimentar con harina de soya para
alimentacion de camarén, reportando que la digestibilidad de la harina de soya es alta,
especialmente los aminoacidos de las proteinas y la diferencia de digestibilidad parece ser
pequefia en las tres especies de camardn con las que se probd: camardn blanco del Pacifico
Litopenaeus vannamei, camaron negro Penaeus monodon y el camar6n tigre Penaeus
japonicus. Cuando se desea reemplazar la harina animal por harina de soya, se debe
considerar no so6lo el contenido proteico, sino también los acidos grasos, los minerales y

otros nutrientes, los cuales estan presentes en harina animal y no en harina de soya.'®’

Cruz-Suérez et al. (2009), evaluaron la digestibilidad aparente de materia seca, energia y
proteina en el camaro6n blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei, utilizando cuatro dietas

de prueba hechas a base de harina de soya en diferentes porcentajes y una dieta de
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referencia hecha a base de harina de pescado, y como marcador inerte el 6xido de cromo.
En general, la digestibilidad aparente de materia seca, de energia y proteina fueron mayores

en las dietas con harina de soya, en comparacién a la dieta de referencia.’®

Estudio sobre enzimas digestivas en el camaréon

Investigaciones recientes sobre los procesos digestivos en camarones peneidos han sido
enfocadas a la evaluacion de la habilidad del organismo para hidrolizar, absorber y asimilar
los nutrientes de la dieta.'® En esas investigaciones, el estudio de las enzimas digestivas es
un paso esencial para entender el mecanismo de digestion y tener un mejor conocimiento de

las necesidades nutricionales del animal.**°

La digestion de proteina en crustaceos es especifica, no presenta digestion enzimatica en
estdmago ni desnaturalizacion acida.®* Hay autores que sefialan que las enzimas producidas
por la flora del tubo digestivo se encuentran involucradas en la digestion del alimento. Por
ejemplo, Hood y Meyers (1989) encontraron bacterias productoras de quitinasa, aisladas en
el camaron blanco nortefio Penaeus setiferus. Debido al poco tiempo de transito del
alimento en el tracto digestivo, la contribucién de enzimas de la flora parece ser muy

limitada.®

Se piensa que la actividad enzimatica y el crecimiento podria estar influenciada por el ritmo
circadiano y ciclo de muda de los camarones. Molina et al. (2000) encontraron que la
mayor actividad especifica de a-amilasa se presenté en los estadios de pre-muda inicial DO
y D2, y la menor en pre-muda D3 durante el ciclo de muda. Mientras que para las proteasas

en los estadios de post-muda final B, intermuda C y premuda inicial DO se encontro la



33

mayor actividad, coincidiendo con la etapa donde el camaron consume 18% de mas
alimento. En cuanto al ritmo circadiano encontraron que los camarones alimentados entre
las 12:00 h— 20:00 h produjeron la mayor actividad especifica de proteasa, o-amilasa y

lipasa con un pico maximo a las 14:00 h y uno segundo de menor intensidad a las 02:00

111
h.

Un factor que podria inhibir la actividad enzimética es la presencia de &cido fitico en las
dietas. Las enzimas que se ven afectadas por este factor anti-nutricional presente en las

dietas son a-amilasa,"**™** lipasas'** y proteinasas,"*****

tales como la pepsina, tripsina y
quimotripsina. El efecto inhibitorio aumenta con el nimero de residuos de fosfato por
molécula de mio-inositol y la concentracién de fosfato de mio-inositol. Esta inhibicion
puede deberse a la naturaleza inespecifica de las interacciones proteina-fitato, la quelacion
de iones de Ca™ que son esenciales para la actividad de la tripsina y a-amilasa o la

interaccion con los sustratos de estas enzimas. La inhibicion de proteasas puede deberse en

parte a la reduccion de la digestibilidad de proteina que el fitato podria llegar a provocar.**®
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JUSTIFICACION

Ya que el camardn requiere de alimentos ricos en proteina y ésta es el ingrediente mas
caro, es necesario hacer un enfoque racional para identificar y seleccionar las fuentes de
proteina para que el costo de elaboracion del alimento sea menor. Durante muchos afos, la
harina de pescado ha sido utilizada como fuente de proteina animal. Sin embargo, a causa
de las limitantes que presenta este ingrediente en cuanto a costo, disponibilidad y a nivel
nutricional, hoy en dia se pretende buscar opciones que permitan reemplazar la harina de
pescado por otra fuente de proteina. Por ello, se puede considerar el uso de fuentes de
proteina vegetal; y aunque es verdad que el camar6n es un animal omnivoro con
preferencias carnivoras, existen evidencias que respaldan que estos animales también

consumen restos vegetales en menor proporcion cuando se encuentran en vida libre.

En este caso, es la harina de soya la que en los dltimos afios ha adquirido una gran
importancia como ingrediente rico en proteina, y aunque presenta factores anti-
nutricionales (entre ellos el acido fitico) se pueden suplementar las dietas con enzimas
exogenas que permitan la degradacion de esos factores anti-nutricionales o los reviertan,

mejorando asf la digestibilidad de los componentes de la dieta, principalmente de P**.
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HIPOTESIS

Si la enzima fitasa hidroliza al &cido fitico presente en las fuentes de proteina vegetal,
entonces una dieta hecha con pasta de soya y canola pre-tratadas con esta enzima, evitara la
formacion de complejos entre el &cido fitico, minerales y proteinas, mejorando la absorcion
de nutrientes, la digestibilidad de P*" y el crecimiento de juveniles de camarén rosado del

Golfo de México Farfantepenaeus duorarum.
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OBJETIVOS

1. Objetivo general

Comparar el efecto de la enzima fitasa sobre proteinas vegetales contenidas en dietas para

engorda de juveniles cultivados del camardn rosado del Golfo de México, Farfantepenaeus

duorarum.

2. Objetivos particulares

Determinar los valores de digestibilidad aparente de fosforo total, proteina y materia
seca de las dietas pre-tratadas con la enzima fitasa en juveniles cultivados del

camardn rosado del Golfo de México Farfantepenaeus duorarum.

Evaluar el efecto de las fuentes de proteina vegetal sobre la fisiologia enzimatica de
juveniles cultivados del camaron rosado del Golfo de México Farfantepenaeus
duorarum (tripsina, quimiotripsina, proteasas totales, a-amilasa, glucosidas, leucin

amino-peptidasa y carboxipeptidasa B).

Evaluar el efecto del pre-tratamiento de las fuentes vegetales contenidas en las

dietas experimentales con respecto a:

1) El crecimiento.

2) Lasupervivencia.
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MATERIAL Y METODOS

1. Origen de los animales

Fueron utilizados 63 camarones del area de Estanqueria de la Unidad Multidisciplinaria de
Docencia e Investigacion en Sisal, Yucatan (Figura 6), identificados como la F1 obtenida
de un grupo de camarones que fueron capturados en la Sonda de Campeche para ser
mantenidos bajo condiciones de laboratorio, con el objetivo de reproducirlos. Los animales
tomados para el experimento tenian un peso promedio inicial de 11.46 g, mismos que
estaban bajo la técnica de cultivo Bio-Floc de acuerdo con la metodologia propuesta por
Emerenciano et al.**® y eran alimentados con una dieta comercial (Malta Cleyton®) con un

35% de proteina.

Figura 6. Area de Estanqueria.
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2. Dispositivo experimental

Se usaron 9 estanques con capacidad de 400 L c/u, con sistema de recirculacion de agua
cerrado, recambio continuo y aireacion. El sistema de recirculacion tenia tres filtros de 30,
10y 5 p, un filtro bioldgico, un filtro de arena y un espumador. La temperatura del igld se
mantuvo en 28°C con ayuda de un Schiller marca Acuabone® y se tuvo un fotoperiodo de

12 horas luz y 12 horas oscuridad (Figura 7 y 8).

Figura 7. Diagrama del dispositivo experimental. (1) Reservorios de agua, (2) Estangues,
(3) Desfragmentador de materia organica (espumador), (4) Filtro de arena, (5)
Schiller, (6) Distribucién de agua a los estanques.
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Figura 8. Dispositivo experimental.

3. Disefo experimental y dietas

El disefio experimental fue completamente aleatorizado con tres tratamientos y tres réplicas
para cada uno de ellos. Se sembraron 7 organismos/estanque, con un peso promedio de

11.46+0.09 g.
A cada tratamiento se le asigné una dieta:

- Tratamiento 1: Control.
- Tratamiento 2: Dieta con enzima fitasa de uso comercial (Ronozyme® P500).

- Tratamiento 3: Dieta con enzima fitasa de origen microbiano (FTE II).

Las dietas fueron fabricadas en el laboratorio de nutricion de la Unidad Multidisciplinaria

de Docencia e Investigacion-Sisal, siguiendo el protocolo de elaboracion de una dieta
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artificial para camarén de dicha Unidad (Cuadro 3), que consistio en una molienda y
tamizado de materias primas que fueron llevadas al mismo tamafio de particula (250 W)
para poder homogenizarla en la mezcladora en un lapso de 10 minutos, en este tiempo se
fue adicionando poco a poco la zeolita. Posteriormente, se afiadieron los aceites y el
aglutinante permitiendo que se mezclaran durante 10 minutos mas y se formara la pasta que

fue peletizada para poder secarse a 60°C durante 12 h.

|
Cuadro 3.

COMPOSICION DE DIETAS PARA CAMARON ROSADO DEL GOLFO DE
MEXICO Farfantepenaeus duorarum

Dieta Dieta Dieta
Materias primas Control RONOZYME® FTE I
g/100 g P5000
Ensilado de mero 5 5 5
Concentrado proteico de soya 32 32 32
Pasta de soya 10 10 10
Pasta de canola 24,5 24,5 24,5
Harina de trigo 19 18,8 19
Aceite de higado de bacalao 4 4 4
Lecitina de soya 1 1 1
Colesterol 0,5 0,5 0,5
Vit-min (DSM) 15 15 15
Ronozyme® 0 0,05 0
Carboximetilcelulosa 1 1 1
Zeolita 15 15 15
Relleno 0 0,15 0
Total 100 100 100

Las harinas (soya y canola) de la dieta FTE Il fueron pre-tratadas con una enzima fitasa
recombinante producida por la levadura Pichia pastoris (actividad de 543 U/mL, rango de
pH de 5.5 a 9 y temperatura de 45°C a 70°C). A continuacién, las harinas se incubaron

durante 15.5 h a 40°C en una relacion 1:1.5 (harina: agua) para posteriormente secarlas por
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12.5 h a 60°C, con la finalidad de eliminar la humedad y permitir su facil homogenizacion
con el resto de los ingredientes hasta formar la pasta que después también fue peletizada,
como en el caso de la dieta Control y dieta Ronozyme® P5000.

Durante los 60 dias del experimento, los animales fueron alimentados 5 veces al dia (una
toma cada hora) con el 10% de su biomasa. Ademas, se colectaron las heces de cada uno de
los casetones. Diariamente, previo a cada nueva alimentacion, se retiraban los restos de
alimento no consumido y heces mediante sifoneo (Figura 9), empleando un filtro de papel
de 400 mm; posteriormente, las heces colectadas se lavaron con agua destilada para
eliminar las sales, y se pusieron a secar a 60°C hasta lograr peso constante, para luego ser

pesadas y usadas para su posterior analisis.

Figura 9. Colecta de heces.
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4. Parametros evaluados

4.1 Digestibilidad aparente de fdsforo total

Para realizar la digestion y liberacién de P** en las muestras de dietas y heces se siguié la
técnica establecida por Taussky y Shorr'!” y el método oficial de la Association of Official

Analytical Chemists (AOAC, 1995):'

Fésforo, g/100 g = 100 x [(V2/V1) X PJ/W

donde:

V1 = volumen de la solucién usada para formar la reaccion de color, mL

V; = volumen del matraz volumétrico que contiene la muestra de cenizas, 100 mL

P = cantidad de fdosforo correspondiente a la absorbancia obtenida de la muestra, mg

W = peso de la cantidad de muestra, mg

Al tener la concentracion de P** por muestra, se aplico la siguiente formula para conocer la

Digestibilidad aparente de fosforo total en dietas y heces:

%DAPT =100 x (1 — (% zeolita en dieta/%zeolita en heces) (% fosforo en heces/% fdsforo

en dieta)

4.2 Digestibilidad aparente de materia seca

Para el analisis de la digestibilidad de materia seca se usé la técnica de Cenizas Insolubles

en Acido (AlA), usando como marcador la zeolita,**° la cual fue medida en cada una de las
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dietas y en heces. La formula empleada para calcular digestibilidad aparente de materia

seca'® es la siguiente:

%DAMS =100 x (1- (% zeolita en la dieta/ % zeolita en las heces)

4.3 Digestibilidad aparente de proteina

Se enviaron al Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional (CINVESTAV) 250 mg de muestra de cada dieta y de heces por estanque, las
cuales fueron evaluadas mediante el método Kjeldahl, el cual tiene como objetivo
determinar la concentracién de nitrégeno presente en la muestra a tratar para luego ser
transformado a través de un factor en proteina. Una vez que se recibieron los resultados se

aplico la siguiente férmula para determinar su digestibilidad:

%DAP = 100 x (1 - (% zeolita en el alimento/ % zeolita en heces)*(% proteina en heces/ %

proteina en el alimento).

4.4 Actividad enzimatica

Se colectaron de cada tratamiento cinco hepatopancreas del estadio de post-muda inicial A,
post-muda final B1, pre-muda inicial DO, D1" y D1""".
La actividad de la tripsina se determino en las diluciones 1:10 utilizando como sustrato

Benzoil-Arginine Paranitro Anilide (BAPNA) 100 mM en buffer TRIS 0.1 M, pH 8.
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La actividad de la quimotripsina se midio en la dilucién 1:10 utilizando como sustrato
Succinil-Alanina, —Proline-Phenil-Pnitroanilide (SAPPNA) 100 mM en buffer TRIS 0.1 M,
pH 8.

Para la determinacion de las proteasas totales se usé el método de Todd,*** utilizando como
sustrato Azo dye-impregnated collagen 2.4% (Azocoll) en buffer sodio fosfato 10 mM, pH
7y TCA al 5% como reactivo, en la dilucion 1:10.

La a-amilasa se midio en la dilucion 1:10 utilizando glucogeno Ostra al 1% como sustrato
en buffer sodio fosfato 10 mM pH 7 y como reactivo acido dinitrosalicilico (DSA) en
dimethylsulfoxido (DMSO).

Para determinar glucosidasa se midié en la dilucion 1:10 usando como sustrato p-
Nitrofenil-a-D-GlucoPiranoside (PNPG) 100 mM con buffer sodio fosfato 50 mM pH 6 y
como reactivo carbonato de sodio 1 M.

La leucin amino-peptidasa se midié a una dilucién 1:10 y se determind usando como
sustrato L-Leucine-p-nitroanilide (LPNA) 100 mM usando como buffer TRIS 0.1 M pH 8.
Para determinar carboxipeptidasa B se usé una dilucién 1:10, usando como sustrato

Hippuryl-L-Arg (HLA) y como buffer TRIS 25 mM con NaCl 0.1 M pH 8.

4.5 Variables fisico-quimicas

El oxigeno y la temperatura se analizaron con un oximetro marca HACH modelo HQ40d,
la salinidad se analizd6 con un refractometro Vitalsine SR-6. Los tres parametros se

midieron dos veces al dia (8:00 am y 4:00 pm).
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4.6 Crecimiento

122

Se determino por medio del Coeficiente Diario de Crecimiento™“ en %/mg/dia-* (con una

balanza marca Explorer). La formula para calcularlo es la siguiente:

CDC-= (Peso final'/? - Peso inicial'/?) / no. de dias) * 100

4.7 Supervivencia

Se determiné a partir de la diferencia entre los organismos sembrados al inicio y al final del

experimento:

Tasa de supervivencia = (NUmero final / Numero inicial) * 100

5. Analisis estadisticos

Dado el disefio experimental completamente aleatorizado, se aplicara el analisis de varianza
bifactorial para evaluar si el factor dieta o el factor muda afectaron significativamente los
tratamientos. Posteriormente, se aplicara el analisis de varianza de una via para evaluar las
diferencias significativas entre los tratamientos, verificando que se cumplan los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianzas. Si se detectan diferencias significativas, se
realizaran pruebas de ponderacién de las medias (Tukey). En todos los casos se empleara

un nivel de probabilidad de 0.05. El paquete utilizado sera STATISTICA® 7.
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RESULTADOS

1. Coeficiente de digestibilidad aparente

El ANOVA de una via aplicado a los valores del coeficiente de digestibilidad aparente de
materia seca, fosforo y proteina presentaron diferencias significativas entre tratamientos

(Cuadro 4).

Cuadro 4.

COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD APARENTE EN MATERIA SECA,
FOSFORO Y PROTEINA DE LA DIETA CONTROL, RONOZYME® P5000

Y FTE I
Dieta CDA Materia seca CDA Fosforo CDA Proteina
(%) (%) (%)
Control 76.01+3.63¢ 50.84+8.45 93.16+1.03°
Ronozyme® P5000 87.41+1.47° 86.30+2.42° 96.05+0.46°
FTE Il 79.69+1.52° 89.53+3.45" 95.02+0.37°

Superindices distintos indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).

El CDA en materia seca evaluado sefialé diferencias significativas (p<0.05), obteniendo el
valor mas alto en la dieta Ronozyme® P5000 (87.41+1.47) que super6 a la dieta Control
(76.01+£3.63) y FTE 11 (79.69+1.52) que presentaron los valores mas bajos.

En cuanto al CDA en P** se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05), obteniendo los
mejores valores en la dieta Ronozyme® P5000 (86.30+2.42) y FTE 11 (89.53+3.45) que
superaron a la dieta Control (50.84+8.45) que presentd los valores mas bajos.

Lo mismo sucedié en el CDA de proteina, donde se observaron diferencias significativas
entre las dietas, teniendo los valores més altos en la dieta Ronozyme® P5000 (96.05+0.46)

y FTE 11 (95.02+0.37) en comparacion con la dieta Control (93.16+1.03).
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2. Actividad enzimatica

2.1Actividad de la tripsina

En el Cuadro 5 se muestran los resultados obtenidos de la actividad especifica de la tripsina

de acuerdo a las dietas y el estadio de muda de los organismos.

Cuadro 5.

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA TRIPSINA
A Bl DO D1 D1 D2

Control 4.17+0.21°  4.89+1.28° 3.62+0.89*  4.24+1.05° 1.28°%* 5.01%*

Ronozyme® 0.63+0.20° 1.04+0.26" 1.84°* 1.19+0.38° 2.45+2.29° 0.81°*
P5000

FTE II 553°*  2.33+0.87°  1.61x054°  1.15+0.12° 2.07+£121° 1.27°*
. _______________________________________________________________________________________________________|]
Los resultados se muestran en U/g de tejido de hepatopancreas.

*Valor unico.
Superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).

En el Cuadro 6 se observa que el ANOVA bifactorial demostr6 que la actividad de la

tripsina resulté afectada significativamente para el factor dieta (p<0.05).

.|
Cuadro 6.

ANOVA BIFACTORIAL DE LA TRIPSINA
ENTRE EL FACTOR DIETAY EL FACTOR MUDA

EFECTO p
DIETA 0.005491
MUDA 0.746753

DIETA*MUDA 0.440982
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En el Cuadro 7 se observa que la actividad significativamente més elevada se obtuvo en la
dieta Control (3.96+0.47) (p<0.05), mientras que la dieta Ronozyme® P5000 (1.25+0.29) y

FTE 11 (1.99+0.39) no mostraron diferencias significativas (p>0.05).

Cuadro 7.

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE PROMEDIOS DE ACTIVIDAD DE
LA TRIPSINA POR DIETAS

DIETA PROMEDIO

Control 3.9603012
Ronozyme® P5000 1.259639"

FTE II 1.992274°

______________________________________________________________________________________________________________________________|
Superindices indican diferencias significativas (p<0.05).

Esta relacion se aprecia claramente en la Figura 10, donde se observan las diferencias

significativas entre las dietas.
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Figura 10. Actividad de la tripsina entre la dieta Control, Ronozyme® P5000 y FTE II.
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2.2 Actividad de la quimotripsina

En el Cuadro 8 se muestran los resultados obtenidos de la actividad especifica de la

quimotripsina de acuerdo a las dietas y estadio de muda de los organismos.

Cuadro 8.

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA QUIMOTRIPSINA
A B1 DO D1 D1 D2

Control 4.70+1.26° 6.13+3.71° 8.32+1.29% 7.63+1.33° 0.99%* 10.11°%*

Ronozyme® 1.42+0.18" 2.43+0.75° 561°*  1.75#052° 1.23°* 1.30° *
P5000
FTE Il 9.78°*  259+0.70° 3.10+0.54° 1.77+0.20° 3.50+1.91° 3.66°*

______________________________________________________________________________________________________________|
Los resultados se muestran en U/g de tejido de hepatopancreas.

*Valor Unico
Superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).

En el Cuadro 9 se observa que el ANOVA bifactorial demostré que la actividad de la

quimotripsina result6 afectada significativamente para el factor dieta (p<0.05).

Cuadro 9.

ANOVA BIFACTORIAL DE LA QUIMOTRIPSINA
ENTRE EL FACTOR DIETAY EL FACTOR MUDA

EFECTO p
DIETA 0.003109
MUDA 0.182280

DIETA*MUDA 0.068959

En el Cuadro 10 se observa que la actividad significativamente mas elevada se obtuvo en la
dieta Control (7.11+0.82) (p<0.05), mientras que la dieta Ronozyme® P5000 (2.11+0.39) y

FTE 11 (3.29+0.61) no mostraron diferencias significativas (p>0.05).
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Cuadro 10.

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE PROMEDIOS DE ACTIVIDAD DE
LA QUIMOTRIPSINA POR DIETAS

DIETA PROMEDIO
Control 7.1139542

Ronozyme® P5000 2.111093°
FTE II 3.298385"

Superindices indican diferencias significativas (p<0.05).

Esta relacion se aprecia claramente en la Figura 11, donde se observan las diferencias

significativas entre las dietas.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/g tejido)
N

CONTROL RONOZYME P5000 FTE I
DIETAS

Figura 11. Actividad de la quimotripsina entre la dieta Control, Ronozyme® P5000
y FTE I1.
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2.3 Actividad de proteasas totales

En el Cuadro 11 se muestran los resultados obtenidos de la actividad especifica de las

proteasas totales de acuerdo a las dietas y estadio de muda de los organismos.

Cuadro 11.

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS PROTEASAS TOTALES

A Bl DO D1’ D1 D2
A 1615.55+348.84° 1418.13+259.97° 1923.70+192.74°? 1683.34+320.55° 2055.02% * 2142.09% *
B 954.43+39.12° 1137.42+188.54° 918.68° * 1596.21+117.74° 958.73+52.38° 1835.31°*
C 1196.86%* 1568.23+37.59 % 954.92+157.34%® 1963.06+507.91 % 1430.92+180.15% 1093.29 ®*

(A) Dieta Control, (B) Dieta Ronozyme™ P5000 y (C) Dieta FTE II.

Los resultados se muestran en U/g de tejido de hepatopéancreas.
*Valor unico.
Superindices indican diferencias significativas (p<0.05).

En el Cuadro 12 se observa que el ANOVA bifactorial demostré que la actividad de las

proteasas totales resulté afectada significativamente para el factor dieta (p<0.05).

Cuadro 12.

ANOVA BIFACTORIAL DE LAS PROTEASAS TOTALES
ENTRE EL FACTOR DIETAY EL FACTOR MUDA

EFECTO p
DIETA 0.021651
MUDA 0.226730

DIETA*MUDA 0.270490

En el Cuadro 13 se observa que la actividad significativamente mas elevada se obtuvo en la

dieta Control (1777.85+124.87) (p<0.05), seguida de la dieta Ronozyme® P5000
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(1274.07+£101.19), mientras que la dieta FTE 11 (1399.76+138.26) no mostré diferencias

significativas (p>0.05).

Cuadro 13.

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE PROMEDIOS DE ACTIVIDAD DE
LAS PROTEASAS TOTALES POR DIETAS

DIETA PROMEDIO
Control 1777.850%

Ronozyme® P5000 1274.074°
FTE II 1399.768%°

Superindices indican diferencias significativas (p<0.05).

Esta relacion se aprecia claramente en la Figura 12, donde se observan las diferencias

significativas entre las dietas.
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Figura 12. Actividad de las proteasas totales del experimento entre la dieta Control,
Ronozyme® P5000 y FTE II.
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2.4 Actividad de la glucosidasa

En el Cuadro 14 se muestran los resultados obtenidos de la actividad especifica de la

glucosidasa de acuerdo a las dietas y estadio de muda de los organismos.

Cuadro 14.

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA GLUCOSIDASA

A Bl DO D1 D1 D2

Control 53.83+20.77 85.63+67.44 40.35+7.22 60.62+19.91 17.11* 77.76*
Ronozyme® 18.75+12.61 14.83%7.35 58.37* 24.32+10.88 96.94* 11.08*
P5000

FTE Il 60.92* 46.61+24.82 25.16+6.38 17.77+1.99 35.99+21.80 40.70*
. ____________________________________|
Los resultados se muestran en U/g de tejido del hepatopancreas.
*Valor Unico.

En el Cuadro 15 se observa que el ANOVA bifactorial demostré que la actividad de la
glucosidasa no resulté afectada significativamente ni para el factor dieta, ni para los

estadios de muda (p>0.05).

Cuadro 15.

ANOVA BIFACTORIAL DE LA GLUCOSIDASA
ENTRE EL FACTOR DIETAY EL FACTOR MUDA

EFECTO D
DIETA 0.376164
MUDA 0.922684

DIETA*MUDA 0.317557

Esta relacion se aprecia claramente en la Figura 13, donde no se observan diferencias

significativas entre las dietas y estadios de muda.
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Figura 13. Actividad de la glucosidasa entre la dieta Control, Ronozyme® P5000 y FTE II.

2.5 Actividad de la a-amilasa

En el Cuadro 16 se muestran los resultados obtenidos de la actividad especifica de la a-

amilasa de acuerdo a las dietas y estadio de muda de los organismos.

Cuadro 16.

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA a-AMILASA

A Bl DO D1 D1 D2

CONTROL 563.92+21.91 573.02+107.98 521.33+73.92 566.20+68.74 335.88* 454.84*

RONOZYME® 215.88+17.29 346.89+37.76 465.75* 289.05+34.82 373.74+43.20 288.99*
P5000

FTE Il 765.23* 458.63+£139.09 405.30+73.97 304.67+16.64 443.24+233.81 415.87*

Los resultados se muestran en U/g de tejido de hepatopéancreas.
*Valor Gnico
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En el Cuadro 17 se observa que el ANOVA bifactorial demostrd que la actividad de la a-
amilasa no result6 afectada significativamente ni para el factor dieta, ni para los estadios de

muda (p>0.05).

Cuadro 17.

ANOVA BIFACTORIAL DE LA a-AMILASA
ENTRE EL FACTOR DIETAY EL FACTOR MUDA

EFECTO p
DIETA 0.065256
MUDA 0.704184

DIETA*MUDA 0.582953

Esta relacion se aprecia claramente en la Figura 14, donde no se observan diferencias

significativas entre las dietas y estadios de muda.
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Figura 14. Actividad de la o-amilasa entre la dieta Control, Ronozyme® P5000 y FTE II.
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2.6  Actividad de la leucin amino-peptidasa

En el Cuadro 18 se muestran los resultados obtenidos de la actividad especifica de la leucin

amino-peptidasa de acuerdo a las dietas y estadio de muda de los organismos.

Cuadro 18.

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA LEUCIN AMINO-PEPTIDASA

A Bl DO D1 D1 D2
CONTROL 1.72+1.36 2.42+0.53 1.14+0.20 1.17%0.35 0.94* 1.06*

RONOZYME® 0.46+0.40 0.75x0.23 0.99* 0.79+0.38 1.42+0.20 0.52*
P5000

FTE I 1.45* 1.31+0.44 1.52+0.64 0.94+0.37 0.84+0.26 0.83*

. __________________________________________________________________________________________________________|]
Los resultados se muestran en U/g de tejido de hepatopancreas.
*Valor unico.

En el Cuadro 19 se observa que el ANOVA bifactorial demostré que la actividad de la

leucin amino-peptidasa no result6 afectada significativamente ni para el factor dieta, ni para

los estadios de muda (p>0.05).

Cuadro 19.

ANOVA BIFACTORIAL DE LA LEUCIN AMINO-PEPTIDASA
ENTRE EL FACTOR DIETAY EL FACTOR MUDA

EFECTO D
DIETA 0.274457
MUDA 0.740942

DIETA*MUDA 0.752804

Esta relacion se aprecia claramente en la Figura 15, donde no se observan diferencias

significativas entre las dietas y estadios de muda.
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Figura 15. Actividad de la leucin amino-peptidasa entre la dieta Control, Ronozyme®
P5000y FTE II.

2.7 Actividad de la carboxipeptidasa B

En el Cuadro 20 se muestran los resultados obtenidos de la actividad especifica de la

carboxipeptidasa B de acuerdo a las dietas y estadio de muda de los organismos.

Cuadro 20.
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA CARBOXIPETIDASA B
A B1 DO D1’ D1 D2
A 0.4854+0.0273° 0.8117+0.0632°  0.5219+0.0590°  0.5167+0.0713° 0.2196° * 0.5506° *
B 0.7402+0.4438 1.0536+0.11232 1.1461°%* 0.6361+0.1244%  0.7682+0.0380°  0.8613%*
C 0.5329%* 0.6289+0.0270®®  0.7121+0.1146%  0.6010+0.1511%  0.6314+0.0425%  0.8069% *

(A) Dieta Control, (B) Dieta Ronozyme™ P5000, (C) Dieta FTE I1.
Los resultados se muestran en U/g de tejido de hepatopancreas.
*Valor Unico.

Superindices indican diferencias significativas (p<0.05).
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En el Cuadro 21 se observa que el ANOVA bifactorial demostré que la actividad de las

proteasas totales resultd afectada significativamente para el factor dieta (p<0.05).

Cuadro 21.

ANOVA BIFACTORIAL DE LA CARBOXIPEPTIDASA B
ENTRE EL FACTOR DIETAY EL FACTOR MUDA

EFECTO p
DIETA 0.002914
MUDA 0.069159

DIETA*MUDA 0.571021

En el Cuadro 22 se observa que la actividad significativamente mas elevada se obtuvo en la
dieta Ronozyme® P5000 (0.841+0.081) (p<0.05), seguida de la FTE Il (0.651+0.042),
mientas que la dieta dieta Control (0.534+0.041) no mostr6 diferencias significativas

(p>0.05).

Cuadro 22.

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE PROMEDIOS DE ACTIVIDAD DE
LA CARBOXIPEPTIDASA B POR DIETAS

DIETA PROMEDIO
CONTROL 0.534093"
RONOZYME® P5000 0.841686°
FTE Il 0.651534%°

Superindices indican diferencias significativas (p<0.05).

Esta relacion se aprecia claramente en la Figura 16, donde se observan las diferencias

significativas entre las dietas.



59

1.1

10} T

09t

0.8t

0.7

0.6

05 ¢t

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/g tejido)

04t

0.3

CONTROL RONOZYME P5000 FTE Il
DIETAS

Figura 16. Actividad de carboxipeptidasa B entre la dieta Control, Ronozyme® P5000
y FTE II.
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3. Variables fisico-quimicas

Durante los 60 dias del experimento se llevd un registro diario de los pardmetros fisico-
quimicos (Cuadro 23). Los parametros fisico-quimicos estuvieron dentro de los rangos

Optimos de la especie, estos se mantuvieron estables durante todo el experimento.

Cuadro 23.

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS REGISTRADOS
DURANTE EL EXPERIMENTO

Parametro Promedio + SD Maximo Minimo
Temperatura 26.8+1.05 29.9 25.0
Oxigeno disuelto 6.10+0.26 541 6.84
Salinidad 36.5+0.59 38 35
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4. Crecimiento y supervivencia

Los parametros productivos evaluados en el experimento con la dieta Control, Ronozyme®

P5000 y FTE Il se muestran en el Cuadro 24.

Cuadro 24.

COEFICIENTE DIARIO DE CRECIMIENTO Y SUPERVIVENCIA

PARAMETRO CONTROL RONOZYME® FTE I

P5000
Peso promedio inicial (g) 11.44 11.57 11.37
Peso promedio final (g) 11.82 12.01 12.06
CDC (mg dia™) 0.050° 0.046% 0.135%
Supervivencia (%) 90.48° 100° 80.95°

|
CDC: Coeficiente Diario de Crecimiento

Superindices distintos indican diferencias significativas (p<0.05).

En cuanto al coeficiente diario de crecimiento, no se observaron diferencias significativas
entre las dietas (p>0.05); sin embargo, la dieta FTE Il tiene una cierta tendencia a ser
mayor (0.135 mg dia™) con respecto a la dieta Control (0.050 mg dia™) y la dieta

Ronozyme® P5000 (0.046 mg dia™).

En relacion a la supervivencia no se observaron diferencias significativas entre las dietas
(p>0.05), siendo la de la dieta Control de 90.48%, la dieta Ronozyme® P5000 de 100% y la

dieta FTE Il de 80.95%.
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DISCUSION

Los resultados indican que el pre-tratamiento de harinas de soya y de canola con fitasas de
origen microbiano (FTE Il) o la adicion de fitasas comerciales durante la elaboracién de las
dietas (Ronozyme® P5000) para juveniles cultivados del camarén rosado del Golfo de
Meéxico Farfantepenaeus duorarum beneficia la digestibilidad de fésforo, materia seca,
proteina y actividad enzimatica de los camarones en general, y aunque no se obtienen

beneficios significativos en cuanto a crecimiento y supervivencia, tampoco los afecta.

El uso de ingredientes proteicos de origen vegetal tiene validez para ser utilizados en
sistemas de cultivo, ya que existen estudios que demuestran que en condiciones de vida
libre, los crustaceos también incluyen en su dieta algunos componentes vegetales. Los
camarones peneidos son considerados omnivoros o detritivoros. Algunos estudios sobre el
contenido estomacal se han hecho en varias especies, por ejemplo, en el camaron negro
Penaeus monodon, camarén de la India Penaeus indicus, camar6n del platano Penaeus
merguiensis, camaron rosado Metapenaeus dobsoni y camarén del mediterraneo Penaeus
kerathurus; en general, se han encontrado pequefios crustaceos, poliquetos, algas y detritus.
Se cree que algunas especies son més vegetarianas en la eleccién de su alimento,'?® por
ejemplo, los metapeneidos (camarén blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei) en
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contraste con peneidos, " el camaron negro Penaeus monodon en contraste con el camaron

tigre Penaeus japonicus'® y hay una evidencia de que la preferencia por el alimento

cambia con la edad.**

En el contenido estomacal de juveniles de camardn rosado del Golfo de Meéxico

Farfantepenaeus duorarum se han encontrado algunos peces, gasterépodos, cangrejos
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ermitafios, cangrejos braquiuros y camarones palaemoénidos. Otros componentes
importantes que también se han encontrado, aunque en menor proporcion, han sido
bivalvos, con un 15% de volumen, algas calcareas (8%), restos de plantas (5%), copépodos
(3%) y fragmentos de pasto de mar (2%).'° En el camarén del platano Penaeus
merguiensis también se ha estudiado el contenido estomacal y se han encontrado evidencias
de restos de vegetacion en descomposicion, detritus orgdnicos y material vegetal recién
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digerido.

Teniendo como referencia que estos animales también son capaces de consumir materia
vegetal, aunque en baja proporcién, en el presente trabajo se probd el efecto de dietas
hechas con este tipo de fuentes de proteina, sobre la digestibilidad aparente de fosforo total,
de proteina, de materia seca, la actividad enzimatica, el crecimiento y la supervivencia en el
camaron rosado del Golfo de México Farfantepenaeus duorarum bajo condiciones de
laboratorio, abriendo una nueva posibilidad de sustituir las fuentes de proteina animal por

las vegetales en condiciones de cultivo.

En el proceso de sustitucion de la harina de pescado por otras fuentes de proteina, y en
particular por fuentes vegetales, existe toda una serie de experimentos que se han llevado a
cabo con juveniles de camaron bajo condiciones de experimentacion similares a las
aplicadas en este experimento. La utilizacion de altos porcentajes de harina de pescado
incrementa la aportacion de P** al ambiente, debido a los altos valores de este mineral que
la harina de pescado posee y que no son aprovechados por los crustaceos. Deben disefiarse
mejores dietas para evitar el impacto al medio ambiente que afecta la calidad del agua en la
que se desarrollan los organismos.'”® En este trabajo se fortalece la opcién de utilizar

fuentes de proteina vegetal pre-tratadas con fitasas microbianas o el uso de fitasas
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comerciales afiadidas en el alimento, obteniendo muy buenos resultados en cuanto a

digestibilidad aparente de fosforo total, de materia seca, de proteina y actividad enzimatica.

En la trucha arcoiris se han utilizado dietas con harina de soya y dietas comerciales y se ha
evaluado la ventaja de adicionar fitasa o P** inorgénico en las mismas. El indice de
crecimiento y conversion alimenticia fueron significativamente mejores (p<0.05) en
comparacion a las dietas comerciales. El pre-tratamiento con fitasa aumenté la
disponibilidad de P** en la harina de soya por la hidrélisis del P3* fitico a su forma
inorgénica disponible. El transformar el P>* fitico a su forma disponible para reemplazar la
suplementacion con P** inorganico fue utilizada efectivamente en la trucha arcoiris. Los
peces alimentados con la dieta comercial y con la dieta suplementada con P** inorganico,
eliminaron mayor cantidad de este nutriente en las heces, en comparacién a los peces
alimentados con la harina de soya pre-tratada con fitasa.**® Estos resultados son similares a
los obtenidos en nuestra investigacion, ya que la eliminacion de P** en las heces de los
camarones alimentados con la dieta FTE Il con harina de soya y canola pre-tratadas con
fitasa con respecto a los camarones alimentados con la dieta Control fue menor. Esto se

refleja en indices de digestibilidad aparente de fésforo total mayores en la dieta FTE 1.

Se han utilizado fitasas microbianas (Natuphos® 5000G) suplementadas con cebada, harina
de canola, trigo y afrechillo de trigo para probar la efectividad de la fitasa sobre la
digestibilidad de proteina, energia y minerales en la trucha arcoiris. EI promedio del
coeficiente de digestibilidad aparente en ingredientes suplementados y no suplementados
con fitasa fueron: proteina, 97.3% y 96.5%, energia, 62.8% y 53.1% y en cuanto a P*'

inorgénico, 87.5% y 22.3%, respectivamente.®
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Aunque todos estos resultados son en peces y no en camarones, debido a que en esta Gltima
especie no se ha evaluado la digestibilidad de P**, con esta investigacion se puede abrir
brecha a estudios posteriores sobre el camardén rosado del Golfo de Meéxico
Farfantepenaeus duorarum u otras especies de camaron cultivado para apoyar o
contradecir los resultados obtenidos. Sin embargo, aunque se obtuvieron buenos resultados
en cuanto a digestibilidad de P**, no se observaron diferencias significativas en cuanto al
crecimiento en los tres tratamientos, lo que probablemente nos indique que en camaron, a
diferencia de peces, la fitasa no tiene un efecto significativo en cuanto al crecimiento de los

crustaceos.

La importancia de determinar la digestibilidad de los alimentos tiene aplicacion a nivel
produccion, ya que de hacerse de manera permanente en las empresas dedicadas a la
fabricacion de los mismos, le serd méas facil a los productores tener una idea clara de las
caracteristicas de los alimentos disponibles en el mercado y les permitird tener mejores
bases para elegir el mas adecuado. Algunos estudios hechos en cuanto a digestibilidad en el

camaron blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei se resumen en el Cuadro 25:
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Cuadro 25.

VALORES DE DIGESTIBILIDAD APARENTE DE MATERIA SECA 'Y DE
PROTEINA OBTENIDOS EN EL CAMARON BLANCO DEL PACIFICO
Litopenaeus vannamei POR DIFERENTES AUTORES

PARAMETRO INGREDIENTE PORCENTAJE DE AUTOR
DIGESTIBILIDAD
DAMS Dieta comercial 66-70% Cruz Suarez,
DAP 69-74% etal.™
DAMS Harina de pescado 64.3% Akiyama, et al.'*
Harina de Soya 55.9%
DAP Harina de pescado 80.7%
Harina de soya 89.9%
DAP Harina de soya 90.9% Ezquerra, et al.**®
Harina de anchoa 83.6%
Harina de residuos de atdn 63.5%
Harina de pescado blanco
deshuesado 86.6%
Harina de pescado 67.1%
DAMS Harina de soya 61-85% Divakaran,
DAP 89% et al.”

. _______________________________________________________________________________________________________________________________|]
DAMS: Digestibilidad Aparente de Materia Seca.

DAP: Digestibilidad Aparente de Proteina.

Los valores reportados en la presente investigacion concuerdan con la mayoria de estos

estudios y de hecho, se puede decir que se obtuvieron valores por arriba de los datos

reportados en la literatura en cuanto a digestibilidad aparente de materia seca y de proteina.

Por lo tanto, las dietas hechas con fuentes de proteina vegetal favorecen la digestibilidad

del alimento aun mas que los alimentos hechos con fuentes de proteina animal,

principalmente harina de pescado. Sin embargo, seria interesante hacer este mismo estudio

con el camardn blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei que describen los autores, ya que

la comparacién que se hace con estas investigaciones es con datos obtenidos con la especie

de camardn rosado del Golfo de México Farfantepenaeus duorarum.
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Los camarones requieren un nivel alto de proteina, por lo tanto, deben elegirse ingredientes
con un porcentaje alto de este nutriente. En base a la literatura revisada y los resultados
obtenidos se puede decir que las fuentes de proteina vegetal, principalmente la soya, son
buena opcion para sustituir la harina de pescado, la cual es muy cara y tiene una alta

demanda en el mercado.

En los camarones la actividad enzimatica varia en funcion del ciclo de muda, ciclo
circadiano, desarrollo (larvario, de crecimiento, de reproduccion), tipo de alimento y
factores ambientales. En cuanto a fuentes de proteina, dada la importancia de la tripsina,
mientras mas aminodacidos basicos tenga la proteina, la capacidad de hidrolisis serd mayor y
por tanto, la digestibilidad y eficiencia alimenticia. Los ingredientes cuyas proteinas son
ricas en arginina, lisina e histidina son excelentes fuentes de proteina, por ejemplo: harinas
de pescado, cabeza de camarén, harina de calamar, harina de krill y pasta de soya.** En este
estudio se concluyé que los altos valores obtenidos en el coeficiente de digestibilidad
aparente de materia seca y de proteina no fueron por la influencia de la enzima fitasa, ya
que la actividad de esta no fue significativa (p>0.05) para las dietas que registraron un alto
coeficiente de digestibilidad aparente (Ronozyme® P5000 y FTE I1) en comparacién con la

dieta Control.

Jones et al. (1997), mencionan que la baja actividad de la tripsina se encuentra asociada con

una dieta altamente digestible;**

en contraparte, Kumlu et al. (1995) sefialan que una dieta
de mala calidad genera una alta actividad enzimatica, en consecuencia se deduce que la
calidad de la proteina puede regular la actividad de las enzimas en larvas de camarén

blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei,** lo que podria indicar que el motivo por el

cual la dieta Control utilizada en el ensayo registrd la mayor actividad tripsica y un bajo
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coeficiente de digestibilidad aparente de materia seca y proteina en comparacion a los otros
dos tratamientos fue debido a la alta concentracion de acido fitico, el cual no fue
hidrolizado por la adicion de ningun tipo de enzima exogena (fitasa) provocando un sobre
esfuerzo a nivel enzimatico del animal por intentar digerir y absorber la proteina de la dieta.
Esto no sucedi6 con la dieta Ronozyme® P5000 y FTE Il, ya que ambas registraron una
baja actividad de la tripsina y un alto coeficiente de digestibilidad aparente de materia seca
y proteina, lo que podria indicar que la baja actividad de esta enzima no interfiere con la

digestibilidad de los alimentos.

Algunos autores reportan una correlacion entre la tripsina y la quimiotripsina en
vertebrados;**® sin embargo, los estudios realizados en crustaceos no son concluyentes pues
unos presentan una nula correlacién en el camaron blanco del Pacifico Litopenaeus

vannamei1®%’

y en otros estudios si la hay, sobre todo con post-larvas de camaron blanco
nortefio Litopenaeus setiferus.’® En este caso, los resultados obtenidos en este trabajo
podrian refutar esa correlacion entre tripsina y quimotripsina, sobre todo en la dieta

Control, la cual registr6 diferencias significativas (p<0.05) teniendo una alta actividad en

ambas enzimas, en comparacion con las otras dos dietas.

La actividad de la a-amilasa y proteasas es modulada por la composicion de la dieta. Esta
actividad aumenta conforme se aumenta la proteina en las dietas, ya sea en medio natural o
artificial. Por encima del porcentaje éptimo, alrededor de un 40-50% de proteina en la
dieta, la actividad de ambas enzimas empieza a disminuir.*® Diversos autores reportan que
en los estadios de inter-muda C y pre-muda inicial DO la actividad enzimatica se encuentra

estable pero dicha actividad es alterada por diversos factores (ambientales, origen y calidad
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de la proteina de la dieta).****° Sanchez-Paz et al. (2003), mencionan que la muda si afecta

la actividad de la tripsina.***

En este caso, las diferencias significativas (p<0.05) registradas en la actividad de la
tripsina, quimotripsina, proteasas totales y carboxipeptidasa B se debieron al factor dieta y
no al factor muda de los animales. Los valores de las enzimas en cuanto al factor dieta, no
se relacionaron con el alto grado de digestibilidad de nutrientes alcanzado en los
tratamientos con la dieta Ronozyme® P5000 y FTE II. Sin embargo, la carboxipeptidasa B
registrd diferencias significativas en la primera, la cual tuvo significancia (p<0.05) en el
coeficiente de digestibilidad aparente de materia seca y proteina, a diferencia de la dieta

Control y FTE II.

Algunos autores mencionan que la quimotripsina presenta un fuerte incremento correlativo
al crecimiento.®” Sin embargo, otros autores no han encontrado diferencias significativas
en el crecimiento y supervivencia de varias especies de camarén (camaron blanco del
Pacifico Penaeus vannamei, camarén marrén P. aztecus, camarén rosado P. duorarum,
camaron blanco nortefio P. setiferus, camardn blanco surefio P. schmitti, camaron azul P.
stylirostris) evaluados en animales alimentados con dietas comerciales con un 10% de
inclusion de harina de soya y alimento experimental con inclusion del 40 al 50% en
condiciones de laboratorio.*** Biswas et al. usaron fitasa en dietas hechas con harina de
soya para evaluar el crecimiento en el camardn negro Penaeus monodon y no encontraron
diferencias significativas al suplementar con la enzima; sin embargo, se obtuvo una baja

excrecion de P** en el agua.'*®

Lim y Dominy (1993) evaluaron el reemplazo de la proteina animal por soya y encontraron

que el crecimiento se redujo conforme se increment6 la inclusion de soya a 42, 56 y
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70%.1** A esta misma conclusién llegaron Alvarez et al. (2007) al evaluar la ganancia de
peso y el crecimiento en juveniles de camaron blanco surefio Penaeus schmitti en dietas con
diferentes porcentajes de sustitucion entre harina de pescado y soya de 46, 59, 75, 88 y
100%, obteniendo los mejores resultados en la dieta con 75% de harina de soya, mientras
que en la dieta con 100% de este ingrediente se obtuvieron los valores mas bajos en el
crecimiento de los animales. El porcentaje de supervivencia fue aceptable en todos los
tratamientos (mayor de 90%) y no existieron diferencias significativas (p<0.05) entre
ellos.’* Esto podria explicar porqué en este ensayo no se obtuvieron diferencias entre las
dietas en cuanto al crecimiento, ya que se usé un porcentaje de inclusion de harina de soya
de 10% por cada 100 g de alimento. Probablemente se podria hacer un ensayo posterior
utilizando un porcentaje de inclusion mayor al utilizado, usando como referencia los
resultados obtenidos en la literatura citada. Inclusive, ni la adicion de fitasa en el alimento

favorecio el crecimiento de los camarones en ninguno de los tratamientos.

La canola posee una adecuada calidad nutricional. Su inclusiéon de 25% ha dado resultados
favorables en dietas para salmén, mientras que niveles del 20% no afectan el crecimiento
de la trucha juvenil o adulta.*****’ La canola tampoco afecta el crecimiento de tilapias

cuando se incluye hasta un nivel del 50% en su dieta,*®

observandose que lo reduce a
niveles superiores debido a sus factores anti-nutricionales. Por el contrario, Davies et al.
(1990) observaron una reduccion del crecimiento de tilapia con un 5% de inclusion de

harina de canola.'*°

Al incluir este mismo ingrediente en la dieta del salmdn, esta causé una reduccion
significativa del crecimiento y el rechazo al consumo conforme se aumento el porcentaje de

inclusion del 13 al 25%.¢ En el caso de este ensayo, se utilizé un porcentaje de inclusion
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de harina de canola de 24.5% por cada 100 g de alimento y no se obtuvieron resultados
significativos (p>0.05) en cuanto a crecimiento, igual que la mayoria de los estudios hechos

con peces.

Suérez (2008) logro reemplazar un 80% de la proteina animal marina usando una mezcla de
fuentes vegetales (70% de harina de soya y 30% de harina de canola) en dietas para
camaron blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei, reduciendo la cantidad de harina de
pescado de 30 a 6 g por cada 100 g de peso seco y obteniendo valores altos en
sobrevivencia, crecimiento y en el coeficiente de digestibilidad aparente.*® En este trabajo
de investigacion se usaron ambas fuentes de proteina y también se obtuvieron buenos
resultados en cuando al coeficiente de digestibilidad aparente; no obstante, en cuanto al
crecimiento no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre ningun tratamiento,

aunque el porcentaje de supervivencia en general, si es aceptable (80%).
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CONCLUSIONES

Pre-tratar harinas vegetales con enzimas de origen microbiano mejora la asimilacion,
absorcion y digestion de nutrientes. Este mejoramiento esta ligado al efecto hidrolizable
que tiene la fitasa sobre el acido fitico, factor anti-nutricional que reduce la formacién de
complejos entre fitato-proteina por los subproductos de la hidrdlisis de P**, lo que se vio
reflejado en un alto porcentaje de digestibilidad aparente de fosforo total, de materia seca y
de proteina en las dietas pre-tratadas con fitasa de origen microbiano (FTE II) y fitasas
exégenas afiadidas durante la elaboracién de las dietas (Ronozyme® P5000), ademas de
obtener una buena actividad enzimatica para los animales, sin alterar la digestibilidad de los

nutrientes, en especial de proteinas.

Todo ello hace pensar que la adicion de la enzima fitasa liquida de origen microbiano FTE
I favorece la biodisponibilidad de P**, materia seca y proteina, al hacer a estos elementos
mas accesibles a la accion de las enzimas digestivas. Se podria considerar que el uso de este
tipo de tecnologia enzimatica es una buena alternativa para mejorar la rentabilidad de los

sistemas de cultivo de camardn, al reducir los costos de alimentacion.

También queda en evidencia que el uso de enzimas exdgenas de tipo comercial en dietas
vegetales también mejora el coeficiente de digestibilidad aparente de fosforo total, de
materia seca, de proteina y actividad enzimatica, lo que podria considerarse una opcion
extra a utilizarse en la fabricacion de alimentos para camardn. Sin embargo, deben tomarse
en cuenta los costos que existen entre el uso de fitasas de origen microbiano contra fitasas

exogenas de tipo comercial.
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ANEXO 1. Proceso de elaboracion de las dietas.

1. Tamizar las harinas y demés ingredientes a menos de 250 p.

2. Pesar los ingredientes con ayuda de una balanza y colocarlos en la mezcladora.

3. Mezclar los polvos durante 20 minutos para homogeneizar correctamente.

4. Agregar los aceites y mezclar 20 minutos mas.

5. Agregar el carboximetilcelulosa hasta formar la pasta.

6. Pasar la pasta por el molino de carne (TOR-REY® modelo S520) para formar los
pellets.

7. Colocar los pellets en la estufa a 60°C durante 24 horas para su secado.

8. Almacenar en frio a 4°C hasta ser utilizados.
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ANEXO 2. Analisis Quimico Proximal de las dietas experimentales.

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION ANIMAL Y BIOQUIMICA

LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICOS PARA ALIMENTOS
Av. Universidad No. 3000 México D.F. Tel. 5622-5907 y 5622-5879 Fax: 5622-5906

VNIVER4DAD NACIONAL
AVEN°MA DE [Constancia:DNAB-MV-169/10|

MEXICO
Hoja 01/01

MVZ ANGEL GARCIA HERNANDEZ

CIRCUITO INTERIOR
CIUDAD UNIVERSITARIA
Muestra.: DNAB-MV-169
DIETA VEGETAL (DIETA A)
Fecha de recepcion: 14.09.10

Analisis Quimico Inmediato*

Materia Seca 94.44%
Humedad 5.56%
Proteina Cruda (Nitr6geno*6.25) 38.15%
Extracto Etéreo 6.61%
Cenizas 7.84%
Fibra Cruda 2.42%
Extracto Libre de Nitrégeno 39.42%

Los resultados se expresan en Base Humeda
*Método AOAC Quimico Proximal (1990)

Atentamente )
‘POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria 24 de septiembre de 2010

A ok

PA.
Q.A. Agueda Garcia Pérez MPA. MVZ. Sergio C. Angeles Campos
Responsable del Laboratorio Jefe del Depto. de Nutricion Animal y

Bioquimica

Esta constancia ampara unicamente la muestra analizada. Se prohibe la reproduccion total o parcial de la

misma sin previa autorizacion escrita del responsable del laboratorio. La presente constancia no podra ser
utilizadas para fines legales.

FRP-DNAB-MV-002 Rev. 1
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FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION ANIMAL Y BIOQUIMICA

LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICOS PARA ALIMENTOS
Av. Universidad No. 3000 México D.F. Tel. 5622-5907 y 5622-5879 Fax: 5622-5906

VNIVER4DAD NACIONAL
AVPN"MA DE [Constancia:DNAB-MV-170/10)

MEXICO
Hoja 01/01

MVZ ANGEL GARCIA HERNANDEZ
CIRCUITO INTERIOR
CIUDAD UNIVERSITARIA

Muestra.: DNAB-MV-170
DIETA RONOZYME (DIETA B)

Fecha de recepcion: 14.09.10

Analisis Quimico Inmediato*

Materia seca 95.76%
Humedad 4.23%
Proteina Cruda (Nitrégeno*6.25) 37.94%
Extracto Etéreo 6.46%
Cenizas 6.97%
Fibra Cruda 2.38%
Extracto Libre de Nitrégeno 40.02%

Los resultados se expresan en Base Himeda
*Método AOAC Quimico Proximal (1990)

Atentamente .
‘POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”

Cd. Universitaria 24 de septiembre de 2010 )
p /

Q.A. Agueda Garcia Pérez MPA. MVZ. Sergio C. Angeles Campos
Responsable del Laboratorio Jefe del Depto. de Nutricion Animal y
Bioquimica

Esta constancia ampara tnicamente la muestra analizada. Se prohibe la reproduccion total o parcial de la
misma sin previa autorizacién escrita del responsable del laboratorio. La presente constancia no podra ser

utilizadas para fines legales.

FRP-DNAB-MV-002 Rev. 1



91

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION ANIMAL Y BIOQUIMICA

LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICOS PARA ALIMENTOS
Av. Universidad No. 3000 México D.F. Tel. 5622-5907 y 5622-5879 Fax: 5622-5906

Avg\\;;f:i\[}l [Constancia:DNAB-MV-171/10)
’ Hoja 01/01

MVZ ANGEL GARCIA HERNANDEZ
CIRCUITO INTERIOR
CIUDAD UNIVERSITARIA

Muestra.: DNAB-MV-171'
DIETA FITASA LIQUIDA FTE (DIETA C)

Fecha de recepcion: 14.09.10

Analisis Quimico Inmediato*

Materia seca 94.04%
Humedad 5.96%
Proteina Cruda (Nitrégeno*6.25) 38.44%
Extracto Etéreo 6.29%
Cenizas 7.80%
Fibra Cruda 2.56%
Extracto Libre de Nitrogeno 38.95%

Los resultados se expresan en Base Himeda
*Método AOAC Quimico Proximal (1990)

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”

Cd. Universitaria 24 de septiembre de 2010

Q.A. Agueda Garcia Pérez MPA. MVZ. Sergio C. Angeles Campos
Responsable del Laboratorio Jefe del Depto. de Nutricion Animal y
Bioquimica

Esta constancia ampara Unicamente la muestra analizada. Se prohibe la reproduccion total o parcial de la
misma sin previa autorizacion escrita del responsable del laboratorio. La presente constancia no podra ser

utilizadas para fines legales.

FRP-DINAB-MV-002 Rev. 1
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ANEXO 3. Inclusion de fitasa en harina de soya y canola.

» Unidades de fitasa/100 g de harina.

Unidades de fitasa agregadas por cada g de harina: 1.6 U/g de harina.

Por cada 100 g de alimento:

10gsoyax1.6 U/g=16U 24.5¢gcanolax 1.6 U/g=39.2 U
» Cantidad de fitasa agregada.

Actividad de la FTE II: 543 U/ml.

543 U--------------- 1ml

16 U-----mmmmmmmme X =0.0294 ml = 29.4 pl en harina de soya
543 U--------------- 1ml

39.2 U----mmmmmmmme X =0.0721 ml = 72.1 ul en harina de canola

» Cantidad de agua agregada.

Proporcion harina:agua (1:1.5)

10gdesoyax1.5gdeagua=15g 24.5 g de canolax 1.5 g de agua=36.75¢

» Incubar durante 15.5 horas a 40-50°C.
» Después de la incubacion, ambas harinas se incluyen en la elaboracién del alimento

explicada en el Anexo 1.
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ANEXO 4. Horario de actividades para recoleccién de heces.

7:45 am Encendido de luz y medicidn de parametros fisico quimicos del agua (O,
temperatura y salinidad).

8:00 am Sifoneo de residuos (no son utiles), lavado de filtro de arena y rellenado de
reservorios con agua de mar.

8:15am Alimentacién de organismos.

9:15 am Recoleccion de heces, sifoneo de alimento, alimentacion.

10:15 am Recoleccion de heces, sifoneo de alimento, alimentacién.

11:15am Recoleccion de heces, sifoneo de alimento, alimentacion.

12:15 am Recoleccion de heces, sifoneo de alimento, alimentacion, lavado y
desinfeccion de piso y rejillas.

1:15 pm Recoleccion de heces.
1:30 pm Lavado y secado de heces.
5:30 pm Alimentacién de organismos, pesaje de alimento.

7:45 pm Apagado de luz.
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ANEXO 5. Recoleccién de heces.

Con ayuda de un popote, se sifonearon exclusivamente las heces, haciendo que estas
cayeran en un papel filtro para cafetera, el cual estaba colocado en un embudo apoyado en
una base para evitar que éste se volteara. En el filtro solo quedaban las heces y el agua caia.
Entre cada colecta los filtros con heces se doblaban y se guardaban en refrigeracion a 4°C
hasta ser usados nuevamente. Al terminar la ultima colecta del dia, las heces debian ser
lavadas con agua destilada y vaciarse en un recipiente que era guardado en una estufa de
secado a 60°C para eliminar la humedad de las muestras. Cada dia de colecta se usaba un

filtro por tara.
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ANEXO 6. Método de Cenizas Insolubles en Acido (AIA).

Se numeran y se pesan las capsulas (C) de porcelana y se registra el peso de cada uno de
ellos.

A continuacion se muelen las muestras (S) de heces (150-200 mg) y alimento (450-600 mg)
Se pesan C + Sy se registran los valores.

Se colocan las muestras en una mufla a 550°C durante 6-8 horas o toda la noche.

Se colocan las muestras en un desecador y se espera que alcance la temperatura ambiente.
Se pesan nuevamente y se registran 10s pesos.

Las cenizas son colocadas (de manera individual) en un tubo de digestion de 80 ml y se
agregan 50 ml de HCI 4 N (en campana de extraccion).

Los tubos se ponen a hervir durante 30 minutos (en campana de extraccion).

Posteriormente, el contenido de cada tubo es filtrado en papel Waltman No. 40 libre de

cenizas con ayuda de un matréz Kitasato.

Los papeles serdn colocados en la capsula de porcelana original de la muestra

correspondiente.
Seguidamente se colocan las muestras en la mufla a 550°C durante 4-6 horas.

Por ultimo, se colocan las muestras en un desecador a la espera de que se alcancen la

temperatura ambiente, se pesan y se registran los valores.

Calcular el % de zeolita de cada muestra.
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ANEXO 7. Determinacion de fésforo total en alimentos y heces.

Se pesan 200 mg de muestra de alimento y de heces maceradas previamente y se coloca
cada muestra en un crisol.

Se meten los crisoles a la mufla durante 2 horas a 550°C.

Sacar de la mufla y dejar enfriar en el desecador.

Las cenizas obtenidas se disuelven en 2 ml de HCI concentrado y 10 ml de agua destilada
(calentada previamente hasta llegar a 100°C) y después se afora en un matraz de 100 ml

con agua destilada.

Para las muestras de alimento, se toma 1 ml del matraz y se vierten en un tubo de ensaye.
Se adicionan 9 ml de agua destilada y 0.5 ml de solucién de molibdato-acido ascérbico.

En el caso de las muestras de heces, se toman 250 pl del matraz y se vierten en un tubo de
ensaye. Se adicionan 9 ml de agua destilada y 0.5 ml de solucién de molibdato-acido
ascorbico.

Dejar las muestras 60 minutos para permitir la liberacidn de fosforo de las muestras.

Leer la absorbancia de las muestras en un espectrofotdmetro de microplaca a 800 nm
(poner en cada pozo 220 pl de la muestra) (Figura 17).

La lectura de cada muestra debe hacerse por triplicado.

@O@O®O®O®O® OOV

88666650000

@O@O®OOO@OOOOO
Q00O
CEITECClO000®
@@ @O0O0O0OO00O

CEIT00e0eeee

Figura 17. Lectura de las muestras en el espectrofotémetro de microplaca.
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Pozoa, b, c,d, e
Pozo Al, A2, A3
Pozo B1, B2, B3
Pozo C1,C2,C3

Curva de calibracion
Dieta Control

Dieta Ronozyme® P5000
Dieta FTE Il

Curva de calibracion:

Para hacer la lectura de la curva en el espectrofotometro se toman 220 pl de la solucion
resultante de cada tubo y se inyecta en una microplaca de lector de ELISA por triplicado
para cada tubo. Al final se realiza una regresion lineal de las lecturas obtenidas y se verifica
el patron de la curva (Figura 18).

Concentracion Estandar de Agua destilada Transferencia Volumen
pM fosfato ml ml ml total
1.000 (a) 10 5
0.500 (b) 5 5dea 5
0.250 (c) 5 5deb 5
0.125 (d) 5 5dec 5
0.625 (e) 5 5ded 5

Figura 18. Preparacion de la curva de calibracion.
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ANEXO 8. Glosario

Afrechillo de trigo: Subproducto de la molienda del trigo obtenido en el proceso de
elaboracion de harina. Se compone por proporciones variables de tegumentos, capa de
aleurona, germen y algo de endospermo.

Atractante: Sustancias a las que se les atribuye un estimulo de percepcién y un estimulo en
la ingestion del mismo.

Estadio A: Exoesqueleto muy blando. Ausencia en el consumo de alimento y absorcién de
grandes cantidades de agua.

Estadio B: El exoesqueleto muestra una consistencia apergaminada. Ausencia en el
consumo de alimento y absorcion de grandes cantidades de agua.

Estadio C: EI exoesqueleto estd completamente formado y es resistente. El animal se
alimenta.

Estadio D: Inicio de secrecion de nuevas capas cuticulares, coloracion de la nueva cuticula.
Reabsorcion del antiguo exoesqueleto. Ausencia en el consumo de alimento y absorcion de
grandes cantidades de agua.

Estadio E: El animal sale de su antiguo exoesqueleto y lo abandona.

Ecdisis

Inter-muda
Pre-muda

Muda 2:
I ' ™ Aumento de
A—=B—=C—=D0—=DI = D2 —=D3—=LE tallaypeso

/

1 Post-muda

T

Muda 1

Inicial
Final
Inicial
Inicial
Final
Final
Exuviacion

Figura 19. Estadios de muda del camardn.

Harina de krill: Harina obtenida a partir del crustaceo perteneciente a la fauna planctonica
denominado “KRILL”. Como harina es una fuente rica en proteina.
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Osmorregulacion: Forma activa de regular la presion osmdtica del medio interno del
cuerpo para mantener la homeostasis de los liquidos del cuerpo. Es la regulacion del agua al
interior del cuerpo.

Schiller: Dispositivo que se utiliza para regular y controlar la temperatura de un sistema de
cultivo de organismos acuéticos.

Sifoneo: Técnica mediante la cual se extraen desechos y agua del fondo de un acuario o
estanque mediante una manguera unida a un dispositivo de boca ancha (en este caso se uso
un embudo con papel filtro para retener la heces y dejar ir el agua del estanque).

Télico: Modificacion de la parte ventral del cefalotérax de la hembra a la altura del tercer,
cuarto y quinto par de pereidpodos. En esta estructura es donde el macho deposita su
espermatdforo. Hay dos tipos: el abierto y el cerrado.

Télico cerrado: Es la parte ventral del cefalotérax donde se observan receptaculos
seminales cubiertos con mayor o menor grado por placas tergales.

=

Figura 20. Télico cerrado en hembra de Farfantepenaeus duorarum

Télico abierto: El cefalotorax tiene una serie de depresiones, sedas y espinas, que permiten
la adhesidn del espermatéforo. Carecen de receptaculos seminales.

Vitelogénesis: Proceso de formacion de los materiales de reserva del citoplasma del huevo.
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