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Resumen

La camaronicultura enfrenta varios retos entre ellos la busqueda de insumos alternativos a
la harina de pescado y calmar, una de estas alternativas son los productos de origen vegetal.
En este trabajo se evaluo la respuesta del camaron L. vannamei a diferentes ingredientes de
origen vegetal como fuentes de proteina alternativas a la harina de calamr de los alimentos
balanceados. El estudio se dividi6 en tres grandes fases. Los ingredientes estudiados fueron:
pasta de soya, harina de trigo, gluten de trigo, concentrado proteico de soya, concentrado
proteico de papa, Spirulina de Yucatan, Spirulina comercial, concentrado proteico de
pescado, harina de pescado y harina de calamar chilena. Los ingredientes a evaluar en un
estudio in vivo fueron seleccionados mediante un andlisis in vitro (Grado de Hidrolisis,
GH). Los resultados obtenidos indicaron diferencias significativas en el GH (p<0.05). El
mayor GH lo present6 la pasta de soya (19.4%). Valor incluso mayor que las fuentes de
origen animal marino (12.5%, y mucho mayor que las demds fuentes de proteina vegetal
(7.8%). Las dietas elaboradas a partir de estos ingredientes fueron soya (D1), trigo (D2),
papa (D3), spirulina (D4), coctel vegetal (DS) y calamar (D6). Las dietas fueron analizadas
in vitro (GH) e in vivo. Los valores de GH mas elevados se obtuvieron en D5 (2.0%) y D6
(1.6%) (p<0.05), seguidos de las Da (1.0%) y D2 (1.2%), mientras que los valores mas
bajos se presentaron en D3 (0.75%) y D4 (0.83%). La adaptacion bioquimica de los
camarones hacia las dietas se midio la actividad especifica de tripsina y quimotripsina
extraidas del hepatopancreas de los organismos. Al comparar las dietas D1, D2 y D3, la
actividad de quimotripsina no se vio afectada, pero si la de la tripsina, la mayor actividad
(p<0.05) se presentd en los organismos alimentos con D2 (16.5 U/mg proteina), sin
detectarse diferencias entre D1 (7.8 U/mg proteina) y D3 (10.1 U/mg proteina) (p>0.05).
En los organismos alimentados con D4, D5 y D6 no se detectaron diferencias (p>0.05)
tanto en las actividades de tripsina y quimotripsina. La distribucion de energia se calculd
mediante el balance bioenergético. Al analizar los organismos alimentados con las dietas
D1, D2 y D3 no se detectaron diferencias (p>0.05) en la respiracion de rutina (HeE); en
cuanto al incremento de calor aparente (HiE) el menor valor se obtuvo en los camarones
alimentados con D1 (64.9 %) y los mas altos fueron con D2 (994%); con respecto a la
energia retenida (RE), el valor mas alto lo arrojaron los organismos alimentados con DI
(732%) y los més bajos con D2 (554&) y D3 (455%). Al evaluar los tratamiento D4, D5 y
D5, los valores mas elevados de HeE lo arrojaron los alimentado con D6 (1033%), seguidos
de los D5 (935%) y el méas bajo los D4 (532%); observandose un patron inverso el HiE, D4
( 532%)>D5 (224%)>D6 (198); y en cuanto a la RE no se detectaron diferencias entre los
tratamientos. La respuesta fisiologica de los organismos ante las condiciones ambientales,
incluido el alimento evaluado, ademas del balance energético, que en general es positivo, se
vio reflejada en las tasas de superviviencia y crecimiento observados. El porcentaje de
supervivencia fue bueno independiente de la dieta, D1 (98%), D2 (97%), D3 (96%), D4
(91%), D5 (91%) y D6 (90%). El crecimiento si se vio afectado (p<0.05) por la dieta. El
mayor crecimiento se presentd en los organismos alimentados con D1 (1.1 g), sin detectarse
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diferencias entre D2 (0.88 g) y D3 (0.85 g). Al evaluar las dietas D4, D5 y D6. El menor
crecimiento lo presentaron los del D5. La informacion anterior se uso de base para la
tercera fase del estudio, el cual a su vez se dividi6 en dos etapas mas. En ambas se
evaluaron dos dietas, dieta vegetal mejorada (DVM) y dieta harina de calmar (DC). En la
primera etapa se estudiaron organismos desde post-larva hasta juveniles tempranos. En la
segunda se trabajo con juveniles tempranos hasta juveniles tardios. La actividad de la
tripsina no fue afectada ni por la dieta ni por el estadio evaluado. Se detectaron diferencias
en la actividad de la quimotripsina en la segunda fase, por efecto de la dieta, mas no en la
primera fase. En relacion al balance energético, en la primera etapa no se detectaron
diferencias por efecto de la dieta. En la segunda etapa, donde los valores mas altos de HeE
los arrojaron los alimentados con DVC, y en lo relacionado con HiE y RE estos fueron
mayores en los DC. El crecimiento en la primera etapa no se vio influenciado por la dieta,
pero si en la segunda etapa. El mayor crecimiento lo arrojaron aquellos alimentados con
DC, asi como una mejor supervivencia. En cuanto a la calidad post-cosecha del camarén la
dieta no afectd la actividad de la colagenasa, ni la resistencia al corte. L. vannamei mostrd
una adaptacion positiva a la inclusion de fuentes proteicas de origen vegetal, por lo que es
factible la inclusion de estos insumos en el cultivo de estos organismos.

En base a los anteriores resultados se concluye que la adaptacion de L. vannamei a
diferentes fuentes de origen vegetal es factible.



Introduccion.

Dado que la supervivencia y funcionamiento de los organismos depende de la
disponibilidad ambiental del alimento. Existe una dependencia de los mecanismos
bioquimicos a los nutrientes. En este sentido los nutrientes pueden influenciar el desarrollo
de determinado genotipo y fenotipo de los individuos (Paoloni et al., 2003). Es por esta
razon que las condiciones de cultivo en la acuacultura juegan un papel muy importante, la
alimentacion es un factor crucial pues se ha observado que los cambios en el peso, la talla y
la textura del tejido estan relacionados con caracteristicas del alimento, como la
concentracion y tipo de proteina en la dieta (Ezquerra ef al., 2003).

Las proteinas son los componentes mas caros en los alimentos de organismos acuaticos, es
por esto que la busqueda de otras fuentes de proteinas de gran calidad nutricional sea la
tendencia actual (Akiyama et al., 1991).

Para la nutricion del camardn es necesario que estas fuentes de proteina presenten valores
altos de digestibilidad (Sarac et al., 1994; Sudaryono et al., 1995); ya que una dieta puede
parecer una excelente fuente de nutrientes debido a su composicién quimica, pero su valor
nutritivo estard en funcién de que los nutrientes pueda ser digeridos y absorbidos por el
animal (Akiyama et al., 1991; Sudaryono et al., 1996).

Tradicionalmente en la elaboracion de los alimentos de alto rendimiento para el cultivo de
camarén se han empleado fuentes de proteina de origen animal marino. Una fuente de
proteina marina que ha demostrado tener un alto valor nutritivo para el camaron es el
calamar, al cual se le atribuyen propiedades especiales (Cruz-Suarez, ef al., 1992) que lo
convirtieron en un ingrediente indispensable en los alimentos balanceados de alto
rendimiento, tanto para los juveniles como para los reproductores (Kanazawa et al., 1985).
En paralelo, desde hace ya varias décadas, en la industria de la fabricaciéon de alimentos
balanceados para camaro6n, se han empleado fuentes de proteina vegetal, (Tacon, A.G.J.
1993, Tacon, A.G.J. 1997). Muy diversas materias primas de origen vegetal (harina de
soya, harina de chicharo, pasta de soya, gluten de trigo, etc) han sido usadas para sustituir la
harina de pescado para abaratar los costos de produccion del cultivo de camaréon. La
posibilidad de la inclusion de estas materias primas se debi6d esencialmente a una de las

especies mas herbivoras L. vannamei.



Resultados recientes de nuestro grupo de trabajo (Cuzon, et al., 2003, Jiménez-Yan, 2004,
Gaxiola et al., 2005, Maldonado 2007 y Maldonado et al., 2009), han mostrado que en la
fase postlarval, L. vannamei no presenta supervivencias y crecimientos significativamente
diferentes con alimentos en los que se ha sustituido hasta un 90% la proteina de origen
animal marino por combinaciones de fuentes de proteina de origen vegetal.

Este trabajo sirve como referencia y antecedente del papel regulador de los nutrientes en el
desempefio de los animales. Por lo anteriormente sefialado, coincidiendo con la tendencia
contemporanea y respondiendo a las necesidades del cultivo y comercializacion de los
camarones, la caracterizacion de informacion de los mecanismos bioquimicos relacionados
con el metabolismo de proteinas, el crecimiento y la textura del producto final asociados a

distintas fuetes de proteina, son el blanco del presente trabajo.

Objetivo General.

Conocer el efecto de fuentes convencionales y alternativas de proteina dietética en la
evaluacion de concentrados proteicos vegetales en la nutricion de L. vannamei en aspectos

de digestibilidad, fisiologicos, bioquimicos y calidad.

Objetivos Particulares.

Evaluar el efecto de fuentes de proteinas convencionales como el calamar en el
crecimiento, supervivencia, digestibilidad aparente y balance bioenergético de L. vannamei
Evaluar el efecto de dietas elaboradas con concentrado proteico de soya, gluten de trigo,
concentrado proteico de papa y Spirulina y un coctel en el crecimiento, supervivencia,
digestibilidad aparente y balance bioenergético de L. vannamei

Contrastar la expresion fenotipica de la tripsina y quimotripsina hepatopancreatica de los
camarones alimentados con dietas alternativas elaboradas con concentrado proteico de
soya, gluten de trigo, concentrado proteico de papa, Spirulina sp., un coctel vegetal y
calamar.

Evaluar el colageno como un marcador molecular asociado a la textura del musculo de la
cola de L. vannamei alimentados con dietas alternativas de concentrado proteico de soya,

gluten de trigo, concentrado proteico de papa, Spirulina, un coctel vegetal y calamar.



Hipotesis.
Los requerimientos nutricionales de diferentes etapas de cultivo del camarén L. vannamei,
seran satisfechos con proteina de origen animal, al igual que con concentrados proteicos de

origen vegetal.

Metodologia.

Para lograr lo antes mencionado se dividira el estudio en 3 etapas:

Etapa 1: Evaluara la digestibilidad in vitro de insumos de origen vegetal y Dietas con
concentrados proteicos de origen vegetal para L. vannamei.

Etapa 2: Evaluar la digestibilidad in vivo de dietas con fuentes de proteina vegetal y una
dieta con una fuente de proteina animal marina en los juveniles de L. vannamei.

Etapa 3: Evaluar las diferentes fuentes alternativas de proteina previamente analizadas en
una sola dieta vs. una dieta control en un experimento de crecimiento de largo periodo.
(Post-larvas (D. control vs. D. Vegetal mejorada) y juveniles (D. Control vs. D. Vegetal
Mejorada).
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Capitulo 1.
Evaluacion in vitro de los ingredientes y de las dietas con concentrados

proteicos de origen vegetal y animal marina para L. vannamei.

1.- Introduccion.

Los estudios sistematicos de nutriciéon en camarones peneidos iniciaron en la década de los
70’s del siglo XX, mediante la definicion de los requerimientos nutricionales de algunas
especies de camardn, es asi que surge el interés por las dietas artificiales (Ramos et al.,
2001). Con el tiempo la demanda de ingredientes ha incrementado, especialmente las
fuentes proteicas empleadas en la elaboracion de las dietas, debido a factores sociales y
ambientales. Estos factores han llevado a la necesidad de buscar fuentes alternativas de
proteina, que cumplan con las demandas tanto cuantitativas como cualitativas de los
nutrientes, ademas de presentar la capacidad de ser ingeridas, digeridas y absorbidas en las
cantidades adecuadas por los organismos de estudio, caracteristicas de los alimentos que se
han vuelto cada dia mas demandadas (Akiyama et al., 1991).

Desde el principio las dietas artificiales, se han basado en fuentes proteicas de origen
animal marino, pero considerando la presion actual que hay sobre los recursos provenientes
del mar, es necesario el estudio de fuentes alternativas, que permitan remplazar las fuentes
proteicas de origen animal marino sin afectar los principales pardmetros productivos de la
industria (Suérez, 2008; Sudrez et al., 2009).

Es a partir de esta busqueda de fuentes proteicas alternativas, que surge el interés por las
proteinas de origen vegetal, de conocer mas sobre su contenido nutricional y de la
digestibilidad de los nutrientes. Este reto de conocer mas sobre insumos de origen vegetal
es una tarea fundamental para el mejor desarrollo de las dietas (Ramos et al., 2001).

El estudio sobre la digestibilidad de las proteinas es esencial, pues permite formular dietas a
bajo costo, ademas de ser muy util para la investigacion de requerimientos nutricionales,
seleccion de ingredientes con valor nutritivo alto (en relacidon a la calidad de la materia
prima) y formulacion de dietas que minimicen la contaminacion del agua (Hajen et al.,
1993).

Existen diversos métodos para evaluar la digestibilidad de las fuentes de proteina: la
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digestibilidad in vitro y la digestibilidad aparente o in vivo. El método de digestibilidad in
vitro permite conocer el potencial de digestion de la proteina por parte de los camarones
(Cordova-Muruta ef al., 2003; Lemos et al., 2004), en la actualidad la tendencia es sustituir
la enzima o el sistema multienzimatico de origen mamifero o de microorganismos (Hsu et
al., 1977), por enzimas del organismo con el que se trabaja (Forrellat, 1998; Ezquerra ef al.,
2003), para asi tener una mejor comprension de la funcidon de las enzimas sobre el sustrato
o dieta de estudio.

Los métodos in vitro tienen caracteristicas positivas como son: rapidez y valores
aproximados de la digestibilidad (Ezquerra et al., 1997), ademas de ser econdémicos a
comparacion de los métodos in vivo (Grabner, 1985).

Las desventajas del método de digestibilidad in vitro es que la proteina se calcula a partir
del consumo de NaOH, producto de la liberacion de protones que pueden ser de diferente
origen. A pesar de lo cual se han propuesto como una alternativa a los métodos in vivo,
como indicadores de la calidad nutricional de un producto (Ezquerra et al., 2004).

El pH stat es uno de los métodos mas eficientes y tiene el potencial para poder estimar la
digestibilidad in vitro trabajando con varios insumos y dietas para camaron (Ezquerra et al.,
1998).

En el caso de L. vannamei que presenta habitos alimenticios omnivoros oportunistas con
tendencia a la herbivoria (Lovett y Felder, 1989 y 1990 a, b y ¢), tenemos que presentan en
el hepatopancreas una gran gama de enzimas proteoliticas con capacidad de digerir tanto la
proteina animal, como vegetal, lo cual se evidenciard a través de la tasas de hidrdlisis
proteica in vitro de diferentes fuentes de origen vegetal, comparadas con fuentes proteicas
de origen animal marino, ademas de una serie de dietas elaboradas con ingredientes de
origen vegetal y animal marino.

Referente a los estudios que se tienen para camardn se ha logrado incorporar diferentes
fuentes proteicas tales como la harina de soya, la harina de chicharo, la pasta de soya, y el
gluten de trigo en alimentos balanceados, con resultados positivos (Cruz-Sudrez et al.,
2001); Pero aun falta hacer estudios de otros insumos y dietas, interés que se expone en la

presente investigacion.
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2.-Hipétesis
Las enzimas hepatopancreaticas de L. vannamei mostraran la misma capacidad de
hidrolizar las fuentes y dietas de origen vegetal que las fuentes y dietas de origen animal

marino.
3.- Objetivos

Objetivo general 1
Determinar el grado de hidrélisis y la digestibilidad in vitro, de diversos ingredientes
vegetales y de origen animal marino, empleando homogenizados de hepatopancreas de

juveniles de L. vannamei.

Objetivo general 2
Determinar el grado de hidrélisis de dietas elaboradas en base a una férmula de referencia,
la cual se combind en una razoén 70/30% con fuentes proteicas vegetales por separado y un

coctel vegetal, para ser comparados contra la proteina de origen animal marino.
3.1.- Objetivos particulares

3.1.1- Primer objetivo particular
Determinar la digestibilidad in vitro de los siguientes ingredientes: pasta de soya (PS),
gluten de trigo (GT), harina de trigo (HT), concentrado proteico de papa (CPPa),
concentrado proteico de soya (CPS), Spirulina Yucateca (Espl), Spirulina comercial
(Esp2), concentrado proteico de solubles de pescado (CPSP™), harina de pescado (HP) y

harina de calamar (HCal).

3.1.2.- Segundo objetivo particular
Determinar la digestibilidad in vitro de dietas con: concentrado proteico de soya (D1),
gluten de trigo (D2), concentrado proteico de papa (D3), Spirulina (D4), dieta de coctel
vegetal (compuesta por las cuatro fuentes de proteina vegetal anteriores) (D5) y una dieta

en la que se incluyd calamar como principal fuente de proteina de origen animal marino

(D6).
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4.- Materiales y Métodos

4.1.-Origen de los juveniles
Los juveniles de L. vannamei con un peso de 6.5 = 0.8 g se obtuvieron de los estanques
exteriores de la UMDI Sisal, Yucatan, provenientes de un desove multiple, los cuales

fueron alimentados con una dieta comercial al 30% de proteina de origen animal.

4.2.-Determinacion de digestibilidad in vitro (pH-stat).
Medicion de la tasa inicial de hidrolisis (Nieto et al., 2005).
Para la determinacion del grado de hidrolisis por el método de pH-stat, se obtuvieron las
enzimas de un conjunto de organismos de L. vannamei, a los cuales se les extrajo el
hepatopancreas e inmediatamente fue congelado en nitrégeno liquido y después conservado
a -40° C. Los hepatopancreas fueron triturados en buffer TRIS-HCL 10 mM pH 8 a 4° C
(0.307 g de tejido en 100ml), con la ayuda de un ultra-triturador. El triturado se centrifugoé a
10,000 rpm durante 30 min. a 4 °C, y asi se obtuvo un homogeneizado enzimatico.
El grado de hidrélisis se determiné por triplicado, tanto para los ingredientes, como para las
dietas, las muestras de los ingredientes y dietas se pasaron por un tamiz de 250 mm y
fueron homogenizadas en 5 ml de agua destilada, y se colocaron dentro del recipiente
donde se llevo acabo la hidroélisis. El pH fue ajustado a 8 con NaOH al 0.1 N. La reaccioén
se inici6 con la adicion de 1 ml del homogeneizado enzimatico (con una actividad
proteolitica de 6.0 u/mg). El pH se mantuvo en 8 y se midi6 la cantidad de NaOH 0.1 N
utilizado para mantener dicho pH durante 90 min. a 28 °C
El grado de hidrolisis de la proteina se determin6 con la siguiente formula (Dimes y Haar,
1994)

GH%=[(B*Nb*1.5/M*(5%/100))/8]*100

Donde: B=ml de NaOH 0.1 N utilizados para mantener el pH en 8, Nb=Normalidad del
NaOH 1.5 factores de calibracion a pH 8 y 28°C, M=gramos de la mezcla, S=
concentracion de proteina en la mezcla (%) y 8 es el contenido total de enlaces peptidicos
(meq/g) para la proteina de tripsina o caseina (Adler-Nissen, 1986).
Como una modificacion adicional, el grado de auto hidrolisis de las muestras se determino
mediante la incubacidn de las muestras en las mismas condiciones de prueba, sin la adicion

del homogenizado enzimatico. Lo que permitio estimar el grado de hidrolisis corregidos
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por la adicion del extracto:
GH%corr.=[((B-B*)*Nb*1.5/M*(5%/100))/8]*100

Donde B’=ml NaOH 0.1 N utilizados para mantener el pH en 8.0 durante 90 min. a 28 °C.
La caseina se emple6 como fuente proteica pura para dar un valor porcentual a las
diferentes muestras, teniendo como valor absoluto la hidrdlisis que presentd la caseina,
debido a que contienen aproximadamente el 98% de proteina en su composicion (Dimes et
al., 1994).

La concentracion de proteinas totales fue determinada por el método Bradford, 1976 que
consiste en colocar 10 pl de muestra diluida a 1/10 de homogeneizado enzimatico en una
micro placa a la cual se le coloca 200 pl de Bradford incubando 5 min. a temperatura

ambiente, posteriormente se realiza la lectura con un espectrofotometro a 595 nm.

4.3.-Formulacion de Dietas
Las dietas usadas para este experimento tienen como base la dieta de referencia (Bureau et
al., 2002). Los diferentes ingredientes fueron probados en una proporcion de 70% de dieta
de referencia y 30% del ingrediente. Cabe sefialar que se ajustaron los niveles de inclusion
de las fuentes de proteina de la dieta de referencia (harina de pescado, pasta de soya y

harina de trigo) para obtener dietas isoproté€icas e isoenergéticas (Tabla 1.1)

4.4.-Método de elaboracion de las Dietas
Los ingredientes secos se tamizaron a menos de 250 mm mezclandolos por 20 min,
posteriormente se adicionaron los aceites y se continu6 el mezclado hasta formar la pasta,
la cual fue pasada por un molino de rodillo sin fin para extrudirla y formar los pellets que se

almacenaron a 4°C hasta ser empleados.

5.-Analisis estadisticos

Para determinar la diferencias significativas entre los tratamientos se aplico el analisis de
varianza de una via y la prueba de rangos multiples de Tukey para ponderar las diferencias
entre los tratamientos, con una probabilidad de 0.05, en este experimento se analizaron 9
ingredientes y 6 dietas, el disefio fue un andlisis completamente aleatorio con los
tratamientos antes mencionados, para asi evaluar el grado de hidrélisis de los 9 ingredientes

y de las 6 dietas.

18



Tabla 1.1 Composicion de las dietas para la evaluacion de la digestibilidad in vitro. D1 (dieta con concentrado
proteico de soya), D2 (dieta con gluten de trigo), D3 (dieta con concentrado proteico de papa), D4 (dieta con
Spirulina yucateca), D5 (dieta con coctel vegetal) y D6 (dieta con harina de calamar)

INGREDIENTES Soya  Trigo Papa  Spirulina Coctel Vegetal Calamar
HARINA DE PESCADO 19 14 14 21 16 16
PASTA DE SOYA 15 15 15 18 15 15
HARINA DE TRIGO 8.5 11.5 13 10 10 14
HARINA DE CALAMAR CHILENA 30
CON. PROT. SOYA 30
CON. PROT. DE PAPA 30
GLUTEN DE TRIGO 30
SPIRULINA 30
COCTEL* 30
ACEITE DE BACALAO 5 6 4.5 7 6 3.5
LECITINA DE SOYA 2 2 2 2 2 2
COLESTEROL 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
ALMIDON 15.5 16.5 16.5 7 15.5 14.5
ROBIMIX C 0.029  0.029  0.029 0.029 0.029 0.029
VIT ROBIMIX 2 2 2 2 2 2
AGLUTINANTE 1 1 1 1 1 1
CEOLITA 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
TOTAL 100 100 100 100 100 100

Soya  Trigo Papa Spirulina  Coctel Vegetal Calamar

LiPIDOS 9 9 9 10 8 9
CARBOHIDRATO 20 20 20 23,4 23,5 31
PROTEINA 40 40 40 43 42 40
ED kl/g 15 15 15 18 15 17
*En la tabla 1.2 se presenta la composicion de la dieta coctel la cual se incluyd al 30 % como los de mas
ingredientes.

La dieta coctel fue formulada considerando el mejor aporte de cada ingrediente, y asi

obtener un mejor rendimiento con dicha dieta. Tabla (1.2)

Tabla 1.2 Composicion en porcentaje de inclusion para formar el coctel vegetal.

Ingrediente % de inclusion

Papa 31.5
Soya 52.7
Trigo 10.5
Spirulina 53
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6.- Resultados

6.1.-Digestibilidad in vitro de los ingredientes.

Los resultados del ANOVA del grado de hidrélisis (GH) de las diferentes ingredientes en
juveniles de L. vannamei mostraron diferencias (p<0.05) entre los tratamientos (Tabla 1.3).
El mejor insumo fue la pasta de soya con un rendimiento del (19.4 %) (p<0.05), con valores
intermedios se encuentran el CPSP (11.4 % ) y la HP (14.7 % ); Mientras que las fuentes de
proteina de origen vegetal junto con la harina de calamar presentaron valores bajos, que van
desde 4.3 hasta 10.3 (Tabla 1.3).

Para un andlisis complementario se contemplo el GH en % y con una relacion directa al %
de GH obtenido por la caseina, teniendo como referencia el GH como 100%, esta referencia

se uso tanto para los ingredientes como para las dietas (Tabla 1.3).

Tabla 1.3 Grado de hidrolisis total (GH) y Porcentaje hidrélisis (%H) de los diferentes ingredientes.

Ingredientes GH Total % H
Pasta de soya 194+38* 609119
Harina de trigo 78+13°  246+4.1
Gluten de trigo 43+13" 13.7+4.1
Concentrado proteico de soya 8.8+23P 275+7.2
Concentrado proteico de papa 5.840.7° 182 2.2
Spirulina (de Yucatan) 74+0.6° 23319
Spirulina (comercial) 103+32°% 324+10.1
Concentrado proteico de solubles de pescado 114202%® 356+0.6
Harina de pescado 147+76% 46.1+238
Harina de calamar chilena 102+1.4° 31.8+44

* Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0.05), n=3

6.2.- Digestibilidad in vitro de las dietas.
En la Tabla 1.4 se presentan los resultados del grado de hidrolisis total y el % de hidrélisis
de las dietas. EI ANOVA mostro la existencia de diferencias significativas entre las dietas
(p<0.05). Los valores del grado de hidrolisis mas elevados se obtuvieron con el coctel
vegetal (D5) y la harina de calamar chilena (D6) (p<0.05), mientras que los valores
menores se obtuvieron en las dieta que contenia el concentrado proteico de papa (D3) y la

Spirulina (D6).
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Tabla 1.4.- Porcentaje de hidrolisis de las diferentes dietas. D1 (concentrado proteico de soya); D2 (gluten de
trigo); D3 (concentrado proteico de papa); D4 (Spirulina yucateca); D5 (coctel vegetal); D6 (harina de

calamar)
Dieta Soya Trigo Papa Spirulina  Coctel Vegetal Calamar
GH Total 1.00+£0.34°  1.20£0.15* 0.75+0.09" 0.83£0.12°  2.00+0.14°  1.59£0.38"

% hidrolisis ~ 32.6 £ 11.1%° 39.6+5® 237+28° 269+0.6° 64.9 £3.2° 513+162

* Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0.05), n=3
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7.-Discusion.

Los resultados alcanzados corroboran la hipdtesis propuesta en la tesis, evidenciando la
posibilidad de la sustitucion parcial de los insumos de origen animal marino por los
insumos de origen vegetales y en la interaccion que tienen entre ellos en la dieta coctel.

La mayoria de los estudios aplicados a la digestibilidad in vitro mediante la utilizacién del
pH-stat, estan relacionados con el mejoramiento de las dietas alimenticias, y estdn siendo
aplicados a especies acuaticas, por representar la forma mas viable para generar
conocimientos sobre los aspectos fisiologicos de los organismos.

La necesidad de conocer los aspectos fisiologicos de la actividad digestiva del camarén, son
fundamentales para elegir los mejores ingredientes que pueden ser utilizados en la

formulacion de nuevas dietas alternativas.
Digestibilidad in vitro de los ingredientes.

Soya

La proteina de origen vegetal es nutricionalmente viable como recurso en la elaboracion de
nuevas dietas (Davis et al., 2000). En el caso de los ingredientes, el elevado GH que
presento la pasta de soya se relaciona positivamente con lo reportado por Siccardi III ef al.,
(2006) quienes mencionan que la digestibilidad es mayor del 48% y Ezquerra et al., (1997)
donde este insumo fue significativamente mas digerible que los de origen animal marino
analizados, dandole un gran potencial para ser un sustituto viable de la harina de pescado
(Lim et al., 1998; Hardy, 1999), lo que es posible por sus niveles altos de proteina cruda
(48%) (Smith et al., 2005).

El procesamiento de la soya para producir harinas, concentrados y aislados mejora sus
propiedades nutricionales. Existen varios métodos para mejorar su valor nutritivo, como ser
sometida a tratamientos de calor por periodos de tiempo y condiciones de humedad
especificas; Por ejemplo el descascarado aumenta el contenido proteico de la harina de soya
de 44.8 % a 50 %, valores muy superiores al 31.2 % que poseen los granos de soya secados
al vapor (NRC, 1993), el concentrado proteico de soya, por su parte alcanza un 62 % de
dicho nutriente (Vielma et al., 2000).

En el presente estudio, el GH del concentrado proteico de soya, tiene el mismo
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comportamiento que lo reportado por Smith, (1985), donde no reporta diferencias en la
digestibilidad de las proteinas de origen vegetal y animal suministradas al L. vannamei.
Estos resultados se contraponen a los coeficientes de digestibilidad de proteina mas bajos
de harinas de origen vegetal, en comparacion con harinas de pescado, harinas de origen
animal marino, para P serratu (Fenucci et al., 1982) e indican la naturaleza omnivora de L.
vannamei.

El alto rendimiento de la pasta de soya y la falta de diferencia significativa con el
concentrado proteico de soya ante las fuentes de origen animal marino, demuestra que esta
fuente es un elemento importante para las dietas en camar6on y con un alto potencial en la

sustitucion de la proteina de origen animal.

Trigo
El insumo trigo presentd valores sin diferencia estadistica con los insumos de origen
animal, esto se pude atribuir a que la fuente trigo contiene hasta 42.6% de proteina cruda
(Bautista-Tereul et al., 2003), ademas estos resultados concuerdan con Tacon et al., (1989)
quienes reportan su uso en la alimentacion del camaroén, con un nivel de inclusion del 25%,
dando razoén a ser una fuente potencial para el cambio de proteina de origen animal.
Los resultados estan sujetos al hecho de que las fuentes de trigo tanto en harina como en
gluten son afectadas por la precipitacion, temperatura, textura y su misma composicion. El
contenido de proteina varia ampliamente segin el trigo y la presentacion (Hertrampf y
Piedad-Pascual, 2000, a y b), es por esto la diferencia entre las dos presentaciones que se
analizaron de esta fuente.
Hay que tener en cuenta los efectos de los inhibidores presentes en las harinas vegetales,
sobre las proteasas digestivas, que pueden afectar la digestibilidad aparente in vitro de las
fuentes, estd es una posible causa de por la que los resultados mostraron valores por debajo
de las fuentes de origen animal marino, pero sin diferencia significativa.
Ademas las diferencias en los valores de hidrélisis entre las distintas proteinas, podrian
estar relacionadas a dos factores principales: 1) perfiles aminoacidos: donde las enzimas
acidas hidrolizan enlaces peptidicos en los que participan aminoacidos aromaticos y acidos,
asi la proporcion de estos en una proteina, pueden condicionar el grado de hidrélisis de la

misma y 2) a las caracteristicas de sus estructuras terciarias: la accesibilidad y flexibilidad
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de su estructura tridimensional condiciona la susceptibilidad de los enlaces peptidicos para
ser hidrolizados por las proteasas.
Por tanto, el uso de esta fuente presenta un gran potencial por el hecho de ser un recurso

comun en todo el planeta.

Papa

La papa (Solanum sp.) se ha utilizado en forma de concentrados proteicos para substituir
harina de pescado en niveles que van de 0.4 y 0.6% de la proteina en alimentos para la
trucha arco iris (Onchorhynchus mykiss), presentando rendimientos bajos, pero esta fuente
se usa en combinacion con harina de higado de calamar en insumos de camardn (Merican y
Smith, 1995) y al igual que en el presente trabajo presenta baja digestibilidad (menos del
8%), pero se usa por el aporte que tiene de vitamina C, este insumo es de alto valor pues a
nivel mundial estd entre los 4 alimentos con mayor disponibilidad (trigo, arroz, maiz y
papas).

La unica posibilidad de utilizar este producto estéd relacionada a la disponibilidad de harina
libre de factores anti-nutricionales (FAN), los cuales son eliminados por los procedimientos
de calor, y usar concentraros proteicos para obtener un mejor rendimiento (Moyano et al.,

1992).

Spirulina
Las microalgas del Género Spirulina son, en general, fuente natural de gran valor proteico
(55-70%), vitaminas, aminoacidos esenciales, minerales, acidos grasos y pigmentos
antioxidantes, como los carotenoides (Belay et al., 1996; Falquet, 1996). Poseen, ademas,
un alto valor nutricional siendo efectivas para la proteccion de la radiacion e
inmunomoduladoras (Takeuchi et al., 2002), es extremadamente rica en tiamina, niacina,
piridoxina y cianocobalamina; contiene niveles importantes de pantotenato de calcio, acido
folico, inositol, B-carotenos (provitamina A) y tocoferoles (E). (Mustafa et al., 1994), es por
estos valores el interés en usar esta fuente, la cual ha sido muy estudiada en diferentes
etapas del cultivo de camardn siendo en la etapa de post larva donde destaca su gran
eficiencia como suplemento alimenticio (Jaime, 2006), lo cual al ser en etapas tan
tempranas del desarrollo del organismo sus caracteristicas de capacidad digestiva y

preferencias son muy diferentes a las que presenta en la etapa juvenil, donde esta fuente
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alimenticia, no es una fuente funcional, debido al bajo rendimiento que se obtuvo de ella
esto puede también estar relacionado a que parte del contenido en nitrogeno proviene de los
acidos nucleicos, reduciendo el porcentaje real de proteina (Higuera y Cardenete, 1987), y
que la composicion de los lipidos de Spirulina sp. Varia dependiendo de la cepa de
Spirulina y de las condiciones en que fueron cultivadas (Pascaud, 1993), es por esto la

diferencia en GH entre las dos fuentes de Spirulina.

Harina de Pescado
La harina de pescado no presentd los valores de hidrélisis mas altos dentro de todos los
insumos, pero si fue el mas alto dentro de los insumos de origen animal marino, junto con
el concentrado proteico de pescado; Esto puede ser indicativo de calidad de las harinas, el
sistema enzimatico del camardn es especifico y los cambios que son ocasionados por el
secado pueden afectar la estructura de las proteinas haciéndolas dificiles de digerir por las
enzimas del camaron. Nieto (2003) indica que las harinas de pescado con alto contenido de
cenizas, bajo contenido de proteina cruda y baja proteina soluble poseen un alto grado de
autohidrélisis o baja estabilidad en agua destilada, debido probablemente a que son
elaboradas con subproductos de pescado (visceras, huesos, escamas y restos de musculo) y
poseen una mayor concentracion de enzimas propias del pez del cual se obtuvieron, por lo
tanto, la proteina insoluble puede ser hidrolizada y causar cambios en el pH, de estd manera
se puede sobreestimar la digestibilidad de la proteina en harinas con alto contenido de
cenizas, lo cual representa una limitante para el método de digestibilidad in vitro. Los
reportes que se encuentran de la digestibilidad de la harina de pescado van desde los 44% al
99 % y estd gran variabilidad se puede explicar por las caracteristicas de la harina y su
manejo (Nieto, 2003). De ahi que es conveniente conocer los valores de digestibilidad in

vivo para la seleccion de los ingredientes a utilizar en los alimentos.

Harina de Calamar
En relacién a la harina de calamar esta es una excelente fuente de proteina, que compite con
la harina de pescado en sus aplicaciones para la fabricacién de alimentos balanceados. Las
visceras de calamar han sido utilizadas para el consumo humano en Corea, mientras que el
higado se utiliza para la elaboracion de aceite.

Desde el punto de vista de su utilizacion como ingrediente en acuicultura, la harina de
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calamar es una excelente fuente de proteinas en dietas para camarones. Ha sido probada en
numerosos peneidos: L. setiferus, L. stylirostris (Fenucci et al., 1980), L. vannamei
(Dokken y Lawrence, 1985). Alimentando Marsupenaeus japonicus con dietas que
contienen harina de calamar se produce un efecto estimulador del crecimiento, con
incremento de la ganancia de peso (Cruz-Sudrez y Guillaume, 1987) y en Penaeus
monodon se determind que ejemplares alimentados con raciones suplementadas con un
10% de harina de calamar, tuvieron un mayor crecimiento y un factor de conversion del
alimento mayor en jaulas externas que en tanques internos. (Cruz-Suarez et al., 1992). El
uso de harina de calamar gigante en alimentos para L. vannamei y L. stylirostris favorecid
el crecimiento y la digestibilidad, dependiendo del tratamiento térmico y la concentracién
empleada de este ingrediente en la dieta (Cordoba-Murueta y Garcia-Carrefio, 2001 y
2002; Ezquerra et al., 2003).

El calamar es un producto con alto nivel nutricional del que puede aprovecharse hasta un
75 % cuando es eviscerado. Es una excelente fuente de proteinas en dietas para camarones
(Fenucci et al., 1980; Dokken y Lawrence, 1985; Cruz-Suarez et al., 1992), que posee las
concentraciones adecuadas de todos los aminoacidos, excepto de fenilalanina, contiene
vitaminas A, B, C y D, compuestos glicerofosforicos, cloruros, carbohidratos y proteinas en
cantidades adecuadas y de facil digestion. Sus componentes son digeribles casi en un
100%, en contraposicion con el 63% de la harina de carne de res; Es por estas razones que
se uso este insumo como control pues se trato de que las fuentes que se estudiaron

cumplieran con los mas altos rendimientos en la nutricion de L. vannamei.

Digestibilidad in vitro de las dietas

Los niveles de harina de soya en los alimentos comerciales para camarones por lo general
se encuentran entre el 10 y el 25%; el nivel maximo no debe exceder el 40% (Akiyama et
al., 1989).

Tacon y Akiyama (1997) presentaron un compendio de los experimentos realizados con
soya en diferentes sistemas de cultivo para la alimentacion de camarones y el nivel de
inclusion utilizado. Martinez Palacios et al, (1996) también informaron resultados de
experimentos en los que se utilizo la soya procesada de formas diferentes como sustituto de

harina de pescado y harina de calamar. Existen diferencias entre especies y tallas en la
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habilidad de los animales para utilizar los productos de la soya como sustitutos de la harina
de pescado.

En el caso de L. vannamei presenté una GH de la D1(soya) comparable con la dieta D6
(calamar), la cual ha sido acorde, al alto rendimiento de dicha fuente obtenida en este
estudio, lo que se le atribuye a la eficiencia de las enzimas presentes en el hepatopancreas
de L. vannamei.

Los resultados muestran que las proteinas de soya tienen mayor solubilidad en el rango de
pH estudiado, presentan un maximo en su solubilidad a pH 8 y su menor solubilidad a pH
5, lo que concuerda con el rango de pH del punto isoeléctrico (PI) de sus proteinas (pH 4,8—
5,6), es por esto que los resultados fueron tan positivos tanto en la evaluacion como
ingrediente y como parte de una dieta.

Ademas Paine (2002) senal6 a la soya como una excelente fuente de proteinas de alta
digestibilidad, considerandola como la proteina vegetal mas nutritiva, lo que la convierte en
un complemento idoneo en dietas vegetarianas y de calidad comparable a las proteinas de
origen animal

En el caso de la D2 (gluten de trigo) la mayor parte del fosforo se encuentra en forma de
fitatos lo cual disminuye su bio-disponibilidad (Garcia-Galano et al., 2007); pero parece
facil de hidrolizar por la actividad enzimatica de L. vannamei, por lo que no presentod
diferencias significativas con la D6 (calamar), quedando como una de las mejores opciones
pues presenta una tendencia positiva en su GH, lo cual la coloca con alto potencial para la
sustitucion de fuentes de proteina de origen animal.

Para el uso de este ingrediente solo hay que tener muy presente el proceso de extrusion el
cual incrementa las disponibilidad y los coeficientes de digestibilidad (Davis et al., 2002).
Con respecto de la dieta D3 (papa con 23.7%), su bajo GH coincide con el bajo GH que el
propio ingrediente tuvo (18.2%). Se han utilizado concentrados proteicos de papa para
substituir harina de pescado en niveles que van de 0.4 y 0.6% de la proteina en alimentos
para la trucha arco iris (Onchorhynchus mykiss). Los resultados no fueron adecuados
debido a la presencia de solanina. Asi estudio confirma su relativa baja digestibilidad para
el camar6én. La tUnica posibilidad de utilizar este producto estd relacionada a la
disponibilidad de harina libre de éste FAN (Moyano et al., 1992).

La D4 (Spirulina yucateca) presentdé una diferencia significativa con respecto a la D6
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(calamar) lo cual pudo deberse a la gran cantidad de pigmentos (clorofila a, carotenoides y
xantofilas, ficobiliproteinas, c- ficocianina y aloficocianina), que es extremadamente rica en
tiamina, niacina, piridoxina y cianocobalamina; contiene niveles importantes de
pantotenato de calcio, acido folico, inositol, B-carotenos (provitamina A) y tocoferoles (E),
(Garcia et al., 2007) los cuales pueden afectar el GH de este insumo, dando valores por
arriba de lo obtenido con las dietas de origen animal marino.

Por ultimo tenemos que la dieta denominada D5 (coctel vegetal) la cual present6é el GH mas
elevado, solo comparable con la D6 (calamar), esto se atribuye a que la D5 es la
combinacion de los diferentes ingredientes de origen vegetal antes mencionados como es el
concentrado proteico de soya, el gluten de trigo la Spirulina y el concentrado proteico de
papa, los cuales presentan unas limitantes como productos unicos, pero al combinarlos
pueden potencializar su rendimiento y asi complementarse unos con otros, usando las
gramineas, las cuales son las mas importantes, después las leguminosas que son
consideradas los suplementos naturales de los cereales (Nowacki, 1980), ya que sus niveles
generalmente altos de lisina compensan su deficiencia en las gramineas, mientras que éstas
subsanan la insuficiencia de aminoacidos sulfurados de las leguminosas (Van der Poel,
1990).

La calidad nutricional de dicha dieta varia debido a la presencia de FAN los cuales pueden
ser eliminados por medio de un procesamiento de calor (Liener, 1980).

Este efecto es muy notable, ya que cuando se evaluaron los ingredientes de forma
independiente, los valores de digestibilidad fuero bajos en general tanto para las fuentes de
proteina vegetal, al igual que la harina de calamar chilena, pero al incluir los ingredientes
en la dieta referencia mejoro significativamente el GH, este efecto de incrementar su GH
tanto para los ingredientes de origen animal como de origen vegetal puede deberse a que la
dieta de referencia contiene CPSP, que es un ingrediente pre-hidrolizado, es pobre en
cenizas y rico en proteinas. No contiene proteinas en el sentido propio del término, sino
basicamente péptidos y aminoacidos, que le confieren una solubilidad casi total (Guillaume
et al., 2001) al tener un gran numero de sitios aminos y carboxilos terminales libres para la
accion de las peptidasas, lo que le confiere una velocidad de hidrdlisis elevada.

Y son estos resultados los cuales sugieren que el suministro de proteina de origen vegetal

combinados producen mejores resultados, que cuando la alimentacion se basa en una sola
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fuente proteica (Lovett, 1998); Esta informacion permite dar paso a una dieta vegetal

mejorada para asi buscar la aplicacion de dicha dieta en todo un ciclo de cultivo.

8.- Conclusiones

Después de analizar las fuentes de proteinas alternativas de origen vegetales en el presente
trabajo de investigacion como substituto de fuentes de proteina de origen animal marino en
dietas para L. vannamei se puede concluir:

Que las leguminosas y los cereales que se usaron tienen un gran potencial para su uso en
acuicultura como substituto total o parcial de fuentes de proteina de origen animal marino,
por los altos niveles de proteina que contienen.

Se ha probado que las leguminosas son vehiculos adecuados en sistemas de extrusion en
donde se mezclan con subproductos de origen animal, obteniendo mezclas proteicas de alta
calidad (Galindo et al., 2000).

La integracion de varias fuentes de proteinas de origen vegetal potencializan la
digestibilidad in vitro, presentando una tendencia positiva sobre las fuentes convencionales
como son la harina de pescado, concentrado proteico de pescado y el calamar en la
elaboracion de las dietas para camardn.

La digestibilidad para las fuentes utilizadas en el estudio concuerda con lo reportado por
diferentes autores, ya que varios ingredientes presentaron un GH. que no tiene diferencias
significativas con el elemento que se busca sustituir.

El GH es un buen indicador de la digestibilidad de un insumo o una dieta, pero se necesita
correlacionar con la digestibilidad in vivo para una mejor observacion de la respuesta y
asimilacion del elemento en estudio.

Hay que recordar que estas fuentes tienen varios FAN y por tal motivo existen restricciones
en su utilizacion. Se considera necesario continuar con esfuerzos de investigacion para
identificar especies o variedades con bajos valores de FAN.

Es importante también realizar estudios sobre técnicas efectivas y de bajo costo, para la
eliminacion de ciertos FAN y estudios agrondmicos para incrementar la produccion de las

plantas seleccionadas, con el fin de conocer el potencial de las mismas a nivel comercial.
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Capitulo 2
Evaluacion de dietas con proteina de origen vegetal y una proteina animal

marina en juveniles de L. vannamei.

1.- Introduccion

En la acuacultura se han desarrollado métodos de digestibilidad in vitro de proteina para
lograr un entendimiento sobre la posibilidad de utilizar nuevas fuentes de proteina en la
alimentacion de camarones (Marleta et al., 1992; Forrellat, 1998), sin embargo, estos
métodos son mas utilizados como herramientas para darnos un acercamiento de la
digestibilidad que presentan las posibles fuentes de proteina, estas herramientas se
complementan de manera muy eficiente con el estudio de la digestibilidad in vivo de los
alimentos y de los nutrientes utilizados para asi poder hacer nuevas formulaciones de dietas
alternativas (Nolasco et al., 2006).

Tanto en las dietas tradicionales como en las dietas alternativas la proteina es el ingrediente
mas abundante (Smith et al., 1992; Lemos et al., 2000), la cual representa del 45% al 60%
de los costos de produccion en el cultivo de camardn, y puede influir en la habilidad de un
organismo para digerir el alimento, mediante la regulacion de la sintesis, secrecion e
inactivacion de sus enzimas digestivas (Snook y Meyer, 1964).

En el estudio de la nutricion del camaron es necesario que las fuentes de proteina presenten
valores altos de digestibilidad (Akiyama et al., 1992; Sarac et al.,, 1994; Sudaryono et al.,
1995), ya que una dieta puede parecer una excelente fuente de nutrientes debido a su
composicion quimica, pero su valor nutritivo estard en funcidén de la asimilacién de los
nutrientes para ser digeridos y absorbidos por el animal (Akiyama et al., 1991; Sudaryono
et al., 1996).

Se ha planteado la necesidad de buscar nuevas fuentes proteicas de origen vegetal, con el
contenido de nutrientes esenciales y la digestibilidad apropiada, para asi incorporar estos
nutrientes en la alimentacion de distintas especies de camarones en cultivo (Hardy y
Masumoto, 1991; Chamberlain et al., 1995). Sin embargo, hasta la fecha, la mayor atencioén
se ha enfocado en la harina de soya (Tidwell et al., 1993; Chou et al., 2004; Williams,
2004) harina de trigo (Borlongan et al., 2003) y harina de canola (Bell, 1993; Thiessen,

2004), como substitutos de la proteina de origen animal marino (Lovett, 1991; Akiyama et
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al., 1991).

El estudio de la digestibilidad aparente, la fisiologia, la bioquimica y la calidad del musculo
en L. vannamei, es fundamental para poder entender como es que el camardn responde a
nuevas fuentes proteicas, y para lograr esta meta se disefiaron 2 experimentos, en los cuales
se integraron el estudio de la digestibilidad in vivo de diferentes fuentes alternativas de
proteina de origen vegetal. Este trabajo se enfoca en las fuentes tradicionales, con la
modificacién de no usar las harinas, si no los concentrados proteicos y otras fuentes
alternativas no convencionales.

Ademas de estudiar como es que esta proteina alternativa afecta los aspectos a nivel de
organismo (distribucion de energia y crecimiento), aspectos de adaptacion bioquimica, a
través de la evaluacion de las enzimas digestivas como son la tripsina y quimotripsina, se
valorara la calidad del producto final por medio de la textura de la carne de los juveniles de
L. vannamei.

En un primer experimento se probaron las dietas con el concentrado proteico de soya, el
gluten de trigo y el concentrado proteico de papa.

En un segundo experimento se probaron 3 dietas una de ellas con Spirulina, otra compuesta
por un coctel vegetal (mezcla del concentrado proteico de soya, el gluten de trigo, el
concentrado proteico de papa y la Spirulina) y la dieta que contenia harina de calamar,
usada como control.

Estas dietas fueron formuladas tomando en cuenta que los juveniles de L. vannamei
presentan habitos omnivoros oportunistas con tendencia a la herbivoria, y es esta
caracteristica de L. vannamei la cual permiti6 comparar la respuesta de estos organismos a
tratamientos compuestos por dietas con fuentes proteicas de origen vegetal V'S una dieta
con la proteina de origen animal marino.

Estos ensayos nos permitieron hacer una correlacion positiva entre los valores de
digestibilidad aparente de las dietas y la respuesta de los organismos ante cada una de los
tratamientos por medio de la actividad de las principales enzimas digestivas, otro valor que
nos permitido ver la respuesta de los organismos ante los tratamientos, es el crecimiento
(visto a través de la ganancia en peso) como resultado de una buena distribucion de la

energia.
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2.- Hipotesis

Los organismos en estadio juvenil de L. vannamei presentardn la misma capacidad de
digestibilidad ante dietas con proteina de origen vegetal que una dieta con proteina de
origen animal marino, lo cual se vera reflejado en la tasa de crecimiento, supervivencia

actividad enzimatica (tripsina y quimotripsina) y textura del producto final.

3.- Objetivo general

Determinar el efecto de dietas con fuentes de proteina de origen vegetal y animal marino,
sobre la digestibilidad in vivo y su correlacion con la actividad de la tripsina y la
quimotripsina, asi como la distribucion de energia , el crecimiento, supervivencia y calidad

musculo (textura) de los juveniles de L. vannamei.

3.1.- Objetivos particulares del Experimento I.
Evaluar el efecto de las dietas D1 elaborado con concentrado proteico de soya, D2
elaborada con gluten de trigo y D3 dieta elaborada con concentrado proteico de papa, en
juveniles de L. vannamei, en aspectos como: digestibilidad in vivo, actividad enzimatica de
la tripsina y la quimotripsina del hepatopancreas. Ademas del crecimiento como producto

de la distribucion de energia, supervivencia y calidad del musculo (textura).

3.2.- Objetivos particulares del Experimento II.
Evaluar el efecto de la dieta D4 elaborada con Spirulina, la dieta D5 coctel elaborada con
las fuentes proteicas de origen vegetal (soya, trigo, papa y Spirulina), y por ultimo la dieta
D6 formulada con harinas de origen animal marino como es el calamar, en la digestibilidad
in vivo y su correlacion con la actividad de la tripsina y la quimotripsina del hepatopancreas
de los juveniles de L. vannamei. Ademas del crecimiento como producto de la distribucion

de energia, supervivencia y calidad del musculo (textura).
4.- Materiales y Métodos

4.1.- Disefio experimental
Para cumplir con el objetivo sefialado se disefiaron dos experimentos en diferentes tiempos,
ya que por cuestiones de disponibilidad de infraestructura era imposible realizar el analisis

de los 6 tratamientos al mismo tiempo, para ambos bio-ensayos los organismos se
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obtuvieron de los estanques exteriores de la UMDI Sisal, provenientes de un desove
multiple, los cuales fueron alimentados con una dieta comercial al 30% de proteina de
origen animal marino, las condiciones de siembra fueron: temperatura de 28+1 °C con una
salinidad de 35+0.5 °% y un oxigeno de 6.5+1 mg O,/ml.

El disefio para el experimento I y II fue completamente aleatorio con 3 tratamientos y 3
réplicas. La composicion de las dietas se baso en la usada por Bureau et al., (2002) donde
se incluy6 el ingrediente de estudio al 30%. Para el experimento I, los tratamientos fueron
D1 (soya), D2 (trigo) y D3 (papa). La densidad de siembra fue de 50 organismos/tanque
con un peso promedio de 6+0.5 g. La duracion del experimento fue de 42 dias, usando
como marcador para la digestibilidad in vivo la zeolita (Suarez et al., 2008).

Mientras que para el experimento II los tratamientos a probar fueron D4 (Spirulina), D5
(coctel) y D6 (calamar), con una densidad de siembra por estanque de 30 organismos con
un peso promedio de 12+1.2 g. La duracion del experimento fue de 35 dias, usando como

marcador para la digestibilidad in vivo la zeolita (Suarez, 2008; Suarez et al., 2009).

4.2.- Composicion de las dietas
En la Tabla 2.1 se presenta la composicion de las dietas empleadas en ambos experimentos,
la composicion de la dieta nos da un balance isocalorico e isoproteico.
La formula de la dieta coctel estd en base a los resultados obtenidos en el experimento del
capitulo 1 y con el experimento I de este capitulo, su formulacion se basd en la
digestibilidad que presentan las diferentes fuentes de proteina vegetal probabas tanto in

Vitro como in vivo.

Tabla 2.2 Composicion en porcentaje de inclusion para el coctel vegetal.

Ingrediente % de inclusion

Papa 31.5
Soya 52.7
Trigo 10.5
Spirulina 53

La tabla 2.3 presenta el computo quimico obtenido a partir de los aminogramas realizados
para los 2 experimentos teniendo diferentes aminoacidos limitantes dependiendo de las

dietas.
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Tabla 2.1. Composicion de las dietas de los Experimentos I. Tratamientos D1 (soya), D2 (trigo) y D3 (papa)
Experimento II. Tratamientos D4 (Spirulina), D5 (coctel) y D6 (calamar).

Experimento I Experimento I1

INGREDIENTES D1 D2 D3 D4 D5 D6
HARINA DE PESCADO 19 14 14 21 16 16
PASTA DE SOYA 15 15 15 18 15 15
HARINA DE TRIGO 8.5 11.5 13 10 10 14
CALAMAR 30
CON. PROT. SOYA 30
CON. PROT. DE PAPA 30
GLUTEN DE TRIGO 30
SPIRULINA 30
COCTEL 30
ACEITE DE BACALAO 5 6 4.5 7 6 3.5
LECITINA DE SOYA 2 2 2 2 2 2
COLESTEROL 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
ALMIDON 155 165 165 7 155 145
ROBIMIX C 0.03 0.03 0.03 0.03 003 0.03
VIT ROBIMIX 2 2 2 2 2 2
AGLUTINANTO 1 1 1 1 1 1
CEOLITA 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
TOTAL 100 100 100 100 100 100

*La formulacion de dieta coctel se muestra en la tabla 2.2

Tabla 2.3 Computo quimico de las dietas los Experimentos I. Tratamientos D1 (soya), D2 (trigo) y D3
(papa) Experimento II. Tratamientos D4 (Spirulina), D5 (coctel) y D6 (calamar).

a.a. Experimento I Experimento 11
D1 D2 D3 D4 D5 D6
Arg 98 55 72%* 95 100 100

His 97 75 85 100 100 93

Lis 94  47% 100 60* 72* 100
Leu 97 89 100 100 96 100
Tle 100 79 100 100 100 100

Val 91 76 100 100 100 91%
The  81* 60 100 81 82 93
Met 83 73 115 93 100 100
PHE 100 100 100 100 100 100
Trp 95 81 100 100 100 100

*primer a.a. limitante
En el caso de la D1 la Treonina es al a.a. limitante mientras que para la dieta 2, 4 y 5 el a.a. limitante es la
lisina, mientras que la D3 presenta como a.a. limitante a la Arginina, y por ultimo tenemos que la D6 tiene
como a.a. limitante a la Valina la cual estd muy cerca de no serlo.
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4.3.- Método de elaboracion de las dietas experimentales
Los ingredientes secos se tamizaron a menos de 250 mm mezclandose durante 20 min,
posteriormente se adicionaron los aceites, continuando el mezclado hasta formar la pasta, la
cual se paso por un molino de rodillo sin fin para extrudirla y formar los pellets, los cuales

fueron secado a 45°C y posteriormente almacenados a 4 °C hasta ser empleados.

4.4.- Descripcion del dispositivo y condiciones de manejo de ambos experimentos

La calidad del agua se mantuvo por medio de diferentes filtros, en el area externa se contd
con un filtro de arena de lecho profundo, filtro U.V. y un cartucho de 50 p; Ademas de lo
anterior se contd con un sistema de recirculacion el cual tuvo un filtro de arena de lecho
profundo, filtro de cartucho 20 w, un desproteinisador, ademds de contar con un “Chiller”
(controlador de temperatura) que mantuvo una temperatura constante de 28+1 °C.

El dispositivo con el que se conto fue de 9 tanques de 1 m de area de base, con un volumen
de 400 L los cuales siempre se mantuvieron con una salinidad de 36 partes por mil, una
temperatura de 28+1°C y oxigenacion a saturacion; para mantener esta calidad de agua se
hacia recambio del 30% del agua a diario y se usoé un foto-periodo de 12 horas luz y 12
horas oscuridad.

La recoleccion de las heces se realizo 4 veces por dia (9:30, 11:30 17:00 y 19:30 hr.), estas
se recolectaban a la hora de haber alimentado a los organismos para evitar la pérdida por
lixiviacion o para que fueran tomadas como alimento por los mismos camarones (nota:
siempre se limpiaban todas las tinas en la mafiana para asegurarse que las heces
recolectadas fueran de no mas de una hora de haber surgido), todas las muestras se juntaron
y se pusieron a secar a 60°C en la noche después de haber sido lavadas con agua destilada 3

VECESs.

4.5.- Racidn alimenticia para ambos experimentos
La racion alimenticia se calculd cada 15 dias, tomando el peso de 15 organismos por
tratamiento y asi hacer un promedio para ajustar la raciéon al 10% de la biomasa por

estanque.
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4.6.- Parametros evaluados en ambos experimentos

4.6.1.- Analisis de la digestibilidad in vivo (%AIA)
El método de digestibilidad in vivo se realizo, usando como marcador la zeolita (Suarez,
2008; Suérez et al., 2009), y se define como un método de analisis de las cenizas libres de
carbono, ya que la zeolita proviene de la tierra de diatomeas, las cuales presentan al siliceo
(Si) como componente de las tecas. Este método combina el lavado con &cido y la
incineraciéon de las muestras (para lo cual se utilizaron crisoles y una mufla para poder
llevar a 500 °C la temperatura y garantizar la completa incineracion de las muestras), tanto
del alimento al cual se le incluy6 una cantidad conocida del marcador, como de las heces

fecales, de las cuales también se obtiene el marcador incluido en las dietas.

4.6.2.- Indicadores fisiologicos

Parametros del balance Bioenergético
El consumo de oxigeno se determiné al finalizar los experimentos empleando organismos
provenientes de cada uno de los tratamientos, para lo cual se usdé un respirometro de
sistema abierto, utilizando 10 cadmaras con capacidad de 500 ml o 1000 ml segun sea el
peso del organismo, en 9 camaras se colocd 1 camardn, y se mantuvo una camara control.
Las determinaciones se realizaron por medio de las diferencias en las concentraciones de
oxigeno en el agua de entrada y salida de las cdmaras, conociendo la velocidad (constante
promedio de 10 ml por 10 s) y temperatura (28+1 °C) (Rosas et al., 2003).

VO, ={([O2]entrada—[O2]satiga) *F } = {([O2]entrada — [O2]satida)control* Feontrol

Donde VO, es el consumo de oxigeno expresado en mg de O, por hora por animal,
[O2]entrada €8 la concentracion en mg L' de O; en el agua que entra a la camara
respirométrica, [O;]slida €S la concentracion en mg L' de O; en el agua que sale de la
camara respirométrica, F es la velocidad o flujo del agua que pasa a través de la camara

respirométrica expresada en litros por hora.

Los valores de (UE+ZE) fueron estimados basados en la ecuacion de Cho y Bureau (1998),
que corresponde al 0.9% de la sumatoria de la energia retenida en carcasa (RE)+incremento

calorico(HiE)+energia basal (HeE).

UE+ZE=(RE + HeE + HiE)*0.09.
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Parametros bioquimicos
Para la medicion de la actividad de las enzimas digestivas, se obtuvieron los
hepatopancreas de los juveniles provenientes de los tratamientos, los cuales fueron pesados,
para obtener el peso himedo promedio y se almacenaron en microtubos Eppendorf
posteriormente sumergidos en nitrogeno liquido (-195°C) y almacenados a -40°C hasta el
momento de su analisis.
Para preparar los extractos del hepatopancreas, se les adicion6 a cada microtubo 500 ml de
agua destilada y se homogeneizaron las muestras sobre hielo por 30 segundos con un
“rotor” a velocidad maxima. Seguidamente se centrifugaron 20 min a 14 000 rpm a 4 °C. El
sobrenadante (extracto crudo) se separd por decantacion el cudl fue en parte utilizado para
medir la actividad enzimatica de la tripsina y quimotripsina.
Las determinaciones de la actividad de la tripsina y quimotripsina presente en los
hepatopancreas se realizd por los métodos de Geiger y Fritz (1988) y Geiger (1988),
respectivamente.
La actividad de la tripsina se determin6 usando BAPNA (benzoil-arginina-paranitro-
anilide) (Sigma B7632) 100 mM como sustrato en un amortiguador TRIS 0.1 M, pH 8. La
tasa de hidrdlisis del sustrato se midid6 como el incremento en la absorbancia en un
espectrofotometro Spectronic modelo 21D a 405 nm durante dos min, obteniéndose la
diferencia en absorbancia entre el primer y segundo minuto utilizdndose un coeficiente de
extincion £495=1.02 L mollcm™ (Geiger, 1988). Una unidad fue definida como la actividad
correspondiente a 1 mM de p-nitroaniline liberado en un minuto. La actividad de la
quimotripsina fue medida por el mismo método pero con el sustrato succinil-alalina-2-
prolina-phenil-p-nitro-anilida (SAPPNA).
El procesamiento de las muestras fue a baja temperatura para evitar la desnaturalizacion de
las enzimas; los extractos crudos y diluidos fueron utilizados inmediatamente para su
analisis.
Para la determinacion de la proteina soluble (Bradford, 1976) se utiliz6 un kit Bio-Rad-500-
0006, la concentraciéon de proteina soluble se cuantifico a través de la accion de una
solucion acida de color (azul de Coomasie), el cual se liga a los aminodcidos primariamente
basicos y aromaticos, especialmente la arginina. Para dicho anélisis se colocaron 10 ml del

extracto crudo en un pozo de las microplacas por triplicado para cada muestra y
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posteriormente se anadieron 200 ml de la solucion reactiva del kit, se dejé incubar 5 min,
leyendo a 595 nm en un lector de la marca Biorad.

Electroforesis de la tripsina y quimotripsina
El anélisis electroforético de los extractos proteinicos obtenidos de los musculos de
organismos en diferentes estadios de muda, se llevdo a cabo bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) segtn la técnica descrita por Laemmli (1970). Se trabajo
con geles al 12 %. Las muestras fueron mezcladas con azul de bromofenol (0.01%); Se
tomaron alicuotas de 10 pl y fueron colocadas en el borde superior del gel. La electroforesis
fue llevada a cabo con un voltaje constante (100 volts) hasta que la banda de colorante (azul
de bromofenol) llegd a 1.0 cm del borde inferior del gel. La actividad de las proteinas fue
obtenida por medio de la incubacion del gel en caseina al 1% y después tefiido con azul de
Coomasie al 0.1% (en 40% de metanol/10% acido acético) durante una hora, destifiendo
con una solucidon 40% de metanol y 10% de acido acético. Se utilizaron marcadores pesos
moleculares de amplio rango.

Supervivencia
La supervivencia se calcul6 en base al numero de organismos que llegaron al final del
experimento en relacion con el nimero inicial de organismos. Los resultados se expresan en
porcentaje.

Coeficiente Diario de Crecimiento
El crecimiento se determind por medio del Coeficiente Diario de Crecimiento (CDC)
diario% mg dia™.

CDC=(Peso final*-Peso inicial*/dias)*100

4.6.4. Analisis de calidad del producto

Textura
La textura fue evaluada en un texturometro universal (modelo Xhatillon) y fue medida con
el analisis de perfil de textura. La muestra usada para esta prueba fue el segundo y cuarto
segmento del camaron. La muestra fue comprimida en un 75 % de altura original, para
poder medir la resistencia al penetracion y la mayor fuerza que se registrd para la

penetracion de punzoén (0.05 mm) se tomo6 como dureza.
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Coléageno

Para la evaluacion de la actividad de la enzima colagenasa se utilizd como substrato
colageno de tipo I de tendén de bovino, 6 mg de éste fue suspendido en 1.25 ml de buffer
TES 0.1 M ph 7.5, contenido 0.35 Mm de CaCl,, La reaccién se inicid adicionando 25 ul
del extracto enzimatico el cual se incub6 por cinco horas a 37 °C.

Posteriormente la mezcla se enfrio a temperatura ambiente y se centrifugd en una
centrifuga Eppendorf a 14,000 r.p.m durante 5 min. El sobrenadante se transfirio a tubos de
ensayo 13X100 los cuales contenian 0.5 ml de ninhidrina al 1.5 %. La mezcla se incubo a
100 °C por 15 min, se enfrio a temperatura ambiente y se adiciono 2.5 ml de etanol al 50 %.
Se corrieron blancos a la vez que incubo la muestra y se adiciond 2.5 ml de extracto crudo
por 5 horas a 37 °C, posteriormente se leyd en un espectrofotometro a 600 nm, la actividad
colagenalitica se reportd en micromoles de leucina en 5 horas (Kim, 1991).

La metodologia empleada para el aislamiento y caracterizacion parcial de coldgeno a partir
del musculo del camar6on, permitié obtener distintas fracciones. De la proteina total
presente en el musculo del camardn, la urea en alta concentracion (6 M) permitid obtener
un rendimiento total del 15+5%, que corresponde uUnicamente a la fraccion de tejido

conectivo.

5.- Analisis estadisticos

La prueba para analizar los resultados en este capitulo en ambos experimentos fue una
ANOVA (Zar, 1999), realizando pruebas posteriori de Tukey. En todas las pruebas
estadisticas se trabajo con una probabilidad de 0.05, las variables analizadas para el primer
experimento fueron las tres dietas con una inclusion al 30% de proteina de origen vegetal
(D1, D2 y D3) y para el experimento II fueron las dietas restantes (D4, D5 y D6).

Las respuesta a evaluar para ambos experimentos fueron: Poblacional: supervivencia.
Nutricional: crecimiento y digestibilidad aparente, Bioquimicas: (hepatopancreas) proteina
soluble, Actividad enzimatica: Proteina total Tripsina y Quimotripsina y Calidad: textura

del musculo del camardn.
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6.- Resultados
6.1.- Experimento I

6.1.1.- Andlisis de la digestibilidad in vivo (%6AIA)
Los valores de digestibilidad aparente de proteina, energia y materia seca, no presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos, como se puede observar en la Tabla 2.4 (p>

0.05).

Tabla 2.4. Coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) de proteina, energia y de materia seca del
Experimento I. Tratamientos D1 (soya), D2 (trigo) y D3 (papa).

Tratamiento CDA proteina CDA energia CDA materia seca

Dl 68.5+2.5° 67.5£2.6 70+£2.4°
D2 63.4+12.1° 71.1£9.6° 68.3£10.5°
D3 74.1£1.9° 75.1£1.9° 68.3+2.4°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar, con una n de 3.

La variabilidad presentada por los organismos alimentados con el tratamiento D2 (trigo) en

los tres rubros de la digestibilidad es alta en comparacion de los otros dos tratamientos.

6.1.2.- Indicadores fisiologicos

Balance energético
Los resultados del modelo de balance bioenergético se presentan en la Tabla 2.5. Para
analizar estos resultados se realizo la prueba de ANOVA de una via, para evaluar las
diferencias entre de los tratamientos (D1, D2 y D3) y los parametros del modelo.
En relacion con la respiracion de rutina (HeE) no se obtuvieron diferencias significativas
entre los tratamientos (p>0.05).
Para el incremento de calor aparente (HiE), el valor significativamente menor se observo en
los juveniles alimentados con el tratamiento D1 (64.9+9.6 joules/animal/dia), representando
el 3.2% de la ED, mientras que los organismos provenientes del tratamiento alimentado con
D2 (993.7+105.4 joules/animal/dia) presentaron un gasto porcentual del 30%, mientras que
el HiE de los organismos alimentados con el tratamiento D3 (702.8+45.6
joules/animal/dia), presentaron un gasto del 39% de la ED.
El resultado para el parametro de retencion de energia (RE), fue que los organismos del

tratamiento D1 presentaron una diferencia significativa (732.0+58.5 joules/animal/dia)
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siendo el de mayor valor, en el caso de los organismo del tratamiento D2 (554.2+101.5
joules/animal/dia) presentaron diferencias teniendo un valor intermedio (p<0.05), y el
tratamiento D3 (455.1+£57.3 joules/animal/dia), resulté con el menor valor (p<0.05).

Aunque analizando el porcentaje usado para RE se observd que el tratamiento D2 sélo
dedico el 16%, mientras que el tratamiento D1 alcanz6 un 26% y el tratamiento D3 el 22%

del total de la ED.

Tabla 2.5. Modelos de balance bioenergético en Joules/animal/dia del
Experimento I. Tratamientos D1 (soya), D2 (trigo) y D3 (papa).

Tratamiento Valor ED HeE HiE UE+ZE RE EEXV

DI 2212.4+1352%  1238.1+134.9°  64.9+9.6%  148.6+10.1°  732.0£58.5"  28.82+3.2°
D2 3276.3+33.0° 14552 +135.9%  993.7+105.4°  2432+25°  5542+101.5°  30.0£5.5°
D3 2255.5+458.5%  720.7+378.6°  702.8+45.6°  1522+34.4°  455.1+57.3°  24.7+3.1°

ED (energia digerible calculada); HeE (energia de la respiracion de rutina en ayuno; HiE (energia del
incremento de calor aparente); UE (excrecion amoniacal de ayuno); ZE (energia de excrecion amoniacal post-
alimentaria); RE (retencion de energia para el crecimiento) EEXV (energia estimada para la muda).

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar, con una n de 3.

Para una mejor visualizacion de los resultados se muestran los resultados del balance
bioenergético en forma de porcentaje (Tabla 2.6).

Tabla 2.6. Modelo del balance bioenergético en porcentaje de energia digerible calculada para del
Experimento I. Tratamientos D1 (soya), D2 (trigo) y D3 (papa).

Tratamiento ED HeE HiE (UE+ZE) RE EEXV
DI 100£6.7*  61.5+6.7*  32+05° 74+05% 264+29* 1.4+02°
D2 100£1.0°  444+4.1° 303+32° 74 +£0.1° 169+3.1° 0.9+02°
D3 100£20.3*  32.0+16.8* 312+20° 67 +1.5* 202+25° 1.1+0.1°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar, con una n de 3.

Parametros bioquimicos

La proteina soluble y la actividad especifica de la tripsina y la quimotripsina de los
hepatopancreas de los juveniles de L. vannamei.

En la Tabla 2.7 se presentan los resultados de proteina soluble y de la actividad especifica
de la tripsina y la quimotripsina de los juveniles de L. vannamei del Experimento I.

La proteina total soluble, resultd afectada por los tratamiento dietéticos, de tal manera que
los juveniles alimentados con el tratamiento D1, presentaron el valor significativamente
mayor (p>0.05), mientras que los provenientes de los tratamientos D2 y D3 resultaron
menores (p<0.05), sin diferencias entre ellos. Sin embargo, en lo que respecta a la actividad

especifica de la tripsina, el valor més elevado se presentd en los camarones alimentados con
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el tratamiento D2 (p<0.05), y los organismos sometidos al tratamientos D1y D3 fueron los
mas bajos y sin diferencia entre ellos. Por tltimo, la actividad de la quimotripsina no

resultd afectada por los tratamientos (p<0.05).

Tabla 2.7 Proteina soluble (mg/ml) y actividad especifica (mU/mg de proteina) de la tripsina y la
quimotripsina del Experimento I. Tratamientos D1 (soya), D2 (trigo) y D3 (papa).
Tratamiento Proteina total soluble Tripsina Quimotripsina

D1 3.3£1.1° 7.842.5° 30.8 + 7.6
D2 1.9£0.6° 16.5£3.7°  252+73°
D3 2.1£0.6° 10.1£5.4° 313 +4.7°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom.=Error estandar.

La actividad y desviacion estandar mas alta se encontro en la actividad enzimatica de la
quimotripsina en los tres tratamientos, lo cual muestra su variabilidad ante las tres fuentes
de proteina de origen vegetal.

Electroforesis de la tripsina y quimotripsina
Para determinar si las dietas pueden provocar cambios en la expresion fenotipica de la
tripsina y la quimotripsina se realizaron las electroforesis, tomando en cuenta también los
estadios del ciclo de la muda. Para este experimento no se observaron diferencias en el
patron de bandas en ninguno de los tratamientos con fuentes de proteina de origen vegetal,
ni de la tripsina, ni de la quimotripsina, las cuales presentaron 2 de las isoformas

reportadas. (Fig. 2.3)

Figura 2.3. SDS PAGE gel realizado con pooles de hepatopancreas de L. vannamei: M: marcador de peso
molecular, Linea 1: banda de camarones alimentados con el tratamiento D1 (soya), Linea 2: banda de
camarones alimentados con el tratamientoD2 (trigo) y Linea 3: banda de camarones alimentados con el
tratamiento D3 (papa). Las flechas sefialan hacia arriba muestran la actividad de la tripsina, hacia abajo la
actividad de la quimotripsina.
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La actividad en el gel de poliacrilamida tiene una importancia en la definicién de la
actividad de la enzima ante sustratos generales.

Supervivencia
En relacion con la supervivencia (Fig. 2.1) no se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos del experimento (p<0.05), aunque en todos los casos la supervivencia fue

por encima del 95%.
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Figura 2.1.- Relacion de la supervivencia del Experimento 1. Tratamientos D1 (soya), D2 (trigo) y D3 (papa).
*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. =Error estandar.

Coeficiente Diario de Crecimiento
En relacion con el crecimiento los resultados de la ANOVA de una via, si mostraron
diferencias (p< 0.05). La tasa de crecimiento significativamente mas elevada se obtuvo en
los juveniles alimentados con el tratamiento D1, mientras que las organismo alimentados

con los tratamientos D2 y D3 no fueron estadisticamente diferentes entre si (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Coeficiente diario de crecimiento (%/dia) del Experimento I.
Tratamientos D1 (soya), D2 (trigo) y D3 (papa).
*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estdndar.
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La diferencia en ganancia de peso es uno de los pardmetros mas representativos en la
investigacion pues es un factor muy relevante en la industria al igual que la calidad del
producto final (olor, sabor, textura) de la carne de camarones, langosta y cangrejos; La
calidad es una caracteristica muy apreciada por cierto sector de la poblacion. (PROFECO,

2006).

6.1.4. Analisis de calidad del producto

Textura
El estudio de la textura del musculo de camaron es fundamental, es por esto que las colas
de camardn fueron congeladas por criogenicéis, lo cual permite una mejor conservacion del
musculo; La textura de la carne de los camarones que fueron alimentados con los
tratamientos D1 (soya), D2 (trigo) y D3 (papa), no presentaron diferencias significativas
ante la fuerza de penetracion del punzon (tabla 2.8).

Tabla 2.8 Fuerza requerida para la penetracion del musculo de los juveniles de L. vannamei del
Experimento I. Tratamientos D1 (soya), D2 (trigo) y D3 (papa).

Tratamiento Ib/Fuerza

Dl 1.2£1.1°
D2 1.9+0.6"
D3 2.1+0.6°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estdndar.

Actividad de la enzima colagenasa
En la Tabla 2.9 se presentan los resultados de la actividad de la colagenasa en musculo de
los juveniles de L. vannamei del Experimento 1. La actividad enzimatica no resulté afectada
por los tratamiento dietéticos, de tal manera que todos los juveniles alimentados tanto con
la D1, D2 y D3 resultaron iguales (p<0.05).

Tabla 2.9Actividad de colagenasa en musculo de camardn de los juveniles de L. vannamei del
Experimento I. Tratamientos D1 (soya), D2 (trigo) y D3 (papa).

Tratamiento Actividad (Unidades/h)*

D1 293+ 20°
D2 326+ 14°
D3 373+ 47°

**Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. =Error estandar.
* ug de leucina liberado en cinco horas utilizando como substrato colageno tipo I de bovino.
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6.2.- Experimento II

6.2.1.- Andlisis de la digestibilidad in vivo (%6AIA)
En la tabla 2.10 se presentan los valores de los coeficientes de digestibilidad aparente para
la proteina, la energia y la materia seca, los cuales no fueron afectados por los tratamientos

(p>0.05).

Tabla 2.10. Coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) proteina, energia y de materia seca del
Experimento II. Tratamiento D4 (Spirulina), D5 (coctel vegetal) y D6 (calamar).

Tratamiento CDA proteina CDA energia CDA materia seca

D4 85.3£2.9° 80.1 +£3.9° 714 £5.6°
D5 81.5£4.9° 81.8+1.1° 744 £1.6°
D6 83.1+ 1.0° 79.5+1.2° 69.0+1.7°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar, con una n de 3.

La digestibilidad entre los tres tratamientos no mostr6 ninguna diferencia (p>0.05), pero
cabe resalta que la variabilidad en esta prueba fue baja en el caso del tratamiento D6 la cual
muestra la DS mas baja en los tres niveles de digestibilidad, mientras que el tratamiento D5
tiene un DS baja en rubro de CDA Energia y de MS mientras que para CDA de proteina es
alto, el tratamiento D4 presentd la DS mas alta para los tres mediciones de CDA medidos

en este experimentos.

6.2.2.- Indicadores fisiologicos
Balance bioenergético

En la Tabla 2.11 se presentan los resultados del modelo del balance bioenergético del
experimento II, con los tratamientos D4 (Spirulina), D5 (coctel vegetal) y D6 (calamar),
donde se analizaron los valores de HeE, HiE y RE. con una ANOVA de una via.

La HeE mas elevada se obtuvo en los juveniles provenientes del tratamiento D6, que
represent6 el 51% de la ED (Tabla 2.12 p<0.05), mientras que para las dietas D4 y D5 no se
observaron diferencias (>0.05) para la HeE.

En relacién con el HiE, el tratamiento D4 presentd el maximo valor, que representd el
31.9% de la ED (Tabla 2.12, p<0.05), mientras que no se observaron diferencias entre los
tratamientos D5 y D6. Sin embargo en lo que respecta a la retencion de energia (RE) para el
crecimiento, los valores fueron similares entre los organismo de los 3 tratamientos

(p>0.05).
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Tabla 2.11. Modelos de balance bioenergético en Joules/animal/dia del
Experimento II. Tratamiento D4 (Spirulina), D5 (coctel vegetal) y D6 (calamar).

Tratamiento Valor ED HeE HiE UE +ZE RE EEXV
D4 1669.0 £ 57.4% 38448 +7.07% 532.9+449° 1354+4.74% 586.4+144.8° 29.32+73°
D5 1870.1 £85.0°  935.06+67.5° 2243+9.8" 152.0+7.02° 5295+71.5* 28.68 £3.9°
D6 2008.4+127.8° 1033.8+106.7° 198.0+9.9* 163.2+10.55° 581.4+67.4% 315 £3.6°

ED (energia digerible calculada); HeE (energia de la respiracion de rutina en ayuno; HiE (energia del
incremento de calor aparente); UE (excrecion amoniacal de ayuno); ZE (energia de excrecion amoniacal post-
alimentaria); RE (retencion de energia para el crecimiento) EEXV (energia estimada para la muda)
*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar, con una n de 3.

En la Tabla 2.12 se presentan los valores en % de la Tabla 2.10, para asi tener una

presentacion de los datos, donde se haga mas facil las observaciones de las diferencias

Tabla 2.12. Modelo del balance bioenergético en % del
Experimento II. Tratamiento D4 (Spirulina), D5 (coctel vegetal) y D6 (calamar).

Tratamiento Dieta Valor ED HeE HiE UE + ZE RE EEXV
D4 Spirulina 100+3.4° 23.0+0.4% 31.9+27% 47+03% 351+87% 1.8+04°
D5 Coctel 100+£4.5° 50.0+3.6° 120+05* 7.0+04 283+3.8% 1.5+0.2°
D6 Calamar 100+64° 515+53° 99+05° 10.6+05 289+34% 1.6+£02°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar, con una n de 3.

Las DS mas grandes son de nuevo en la D4 lo que corresponde al comportamiento que se

observo en la digestibilidad.
Parametros bioquimicos

En la Tabla 2.13 se presentan los resultados de la proteina soluble y las actividades

especificas de la tripsina y la quimotripsina de los juveniles alimentados con las dietas D4,

D5 y D6. EI ANOVA no detectd diferencias significativas (a>0.05) ni en relacion con la

proteina soluble, ni para las 2 enzimas analizadas (Tabla 2.13).

Tabla 2.13 Proteina total soluble (mg/ml) y actividad especifica de la tripsina (mU/mg de proteina) y la

quimotripsina (mU/mg de proteina) del

Experimento II. Tratamiento D4 (Spirulina), D5 (coctel vegetal) y D6 (calamar).
Tratamiento proteina total soluble tripsina quimotripsina

D4 1.8+0.5° 9.9+73° 79.4 £27.6"
D5 1.5+0.3° 10.1 £4.6° 84.1 +28.4°
D6 1.7+0.4° 9.4+39° 743 £26.1°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar, con una n de 3.

La DS presente en la quimotripsina vuelve a ser mas alta, teniendo el mismo
comportamiento que en el experimento I, al igual que la proteina presenta los valores mas

bajos de DS y que la tripsina teniendo valores intermedios.

46



Electroforesis de la tripsina y la quimotripsina
En el caso de la técnica de electroforesis tenemos que los organismos sometidos a los
tratamientos D4 y D6 presentan dos bandas mientras que los organismos sometidos al
tratamiento D5 muestran una sola banda, lo cual puede sugerir la diferencia de L. vannamei
para la asimilacion de las diferentes fuentes de proteina, teniendo una mayor expresion en

las dietas de proteinas unitarias (Figura 2.6).

Figura 2.6. SDS PAGE gel realizado con pooles de hepatopancreas de L. vannamei: MWM marcador de peso
molecular, Linea 1 banda de camarones alimentados con la D4 (Spirulina), Linea 2 banda de camarones
alimentados con la D5 (coctel vegetal) y Linea 3 banda de camarones alimentados con la D6 (Harina de

calamar). Las flechas que sefialan hacia arriba muestran la actividad de la tripsina, y hacia abajo la actividad
de la Quimotripsina.

Supervivencia

El andlisis de varianza aplicado al porcentaje de supervivencia no presentd diferencias
significativas entre los tratamientos (p>0.05) (Fig. 2.4).

El coeficiente diario de crecimiento (CDC % dia™), si mostro diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05). El crecimiento mas elevado se presentd en el tratamiento D4,
mientras que el valor menor se presento en el tratamiento D5 (p<0.05). Y el tratamiento D6,
no mostro diferencias significativas con las dietas D4 y D5 (p>0.05). (Figura 2.5)

El crecimiento es uno de los parametros mas importantes para la industria acuicola por lo
que al tener una respuesta positiva con las fuentes de origen vegetal surgiere el gran

potencial para sustituir la proteina de origen animal marino.
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Figura 2.4.- Relacion de la Supervivencia (%) del Experimento II.
Tratamiento D4 (Spirulina), D5 (coctel vegetal) y D6 (calamar).
*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. =Error estandar.

CID Exp II

[y
J

Crecimiento denpero
diariomgdia-1
° < o
[N [e%)
| 1 1

~
—
oy
—

e
(o))
1

D4 D5 D6

Figura 2.5.- Coeficiente diario de crecimiento (%/dia) del Experimento II.
Tratamiento D4 (Spirulina), D5 (coctel vegetal) y D6 (calamar).

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. £Error estandar.

6.2.4. Analisis de calidad del producto

Textura
Al igual que en el experimento anterior el manejo fue en base al congelamiento por
criogenicéis, lo cual permitié una mejor conservacion del musculo; La textura de la carne
de los camarones que fueron alimentados con las dietas Spirulina, Coctel y Calamar no
presentaron diferencias significativas ante la fuerza de penetracion del punzon (tabla 2.14).

Actividad de la enzima colagenasa
En la Tabla 2.15 se presentan los resultados de actividad de la colagenasa en musculo de
los juveniles de L. vannamei del Experimento II. La actividad enzimatica no resultd

afectada por los tratamiento dietéticos (p<0.05).
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Tabla 2.14 Fuerza requerida para la penetracion del musculo de los juveniles de L. vannamei del
Experimento II. Tratamiento D4 (Spirulina), D5 (coctel vegetal) y D6 (calamar).

Tratamiento Dieta Ib/Fuerza
D4 Spirulina  1.0+1.1°
D5 Coctel 1.3+0.6°
D6 Calamar 1.2+0.6"

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar, con una n de 3.

Tabla 2. 15 Actividad de la colagenasa en musculo de camaroén de los juveniles de L. vannamei del
Experimento II. Tratamiento D4 (Spirulina), D5 (coctel vegetal) y D6 (calamar).

Tratamiento Dieta Miofribrilares (mg/ml)
D4 Spirulina 353 + 84°
D5 Coctel 286 + 40°
D6 Calamar 266 + 10°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar, con una n de 3.
* ug de leucina liberado en cinco horas utilizando como substrato colageno tipo I de bovino.

Con el fin de tener un conocimiento general de las estructuras de las proteinas miofibrilares
presentes en los dos experimentos se tomo la primera fraccion del coldgeno para el analisis
es decir la solucidn salina la cual no presentd diferencias significativas (Fig. 2.7).

Esto fue porqué el colageno de organismos acuaticos, es altamente soluble en soluciones
salinas, en acidos diluidos y soluciones amortiguadoras acidas, a diferencia del colageno
proveniente de mamiferos terrestres que son poco solubles en tales disolventes (Eckhoff et

al., 1998).
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Figura 2.7Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes del coldgeno extraido
del camarén (L. vannamei). Carril A: marcador de peso molecular; B: colageno soluble en sal extraido del
musculo de la D. soya; C: colageno soluble en sal extraido musculo de D. trigo; D: colageno soluble en sal
extraido del musculo del D. papa; E: colageno soluble en sal extraido mtsculo de D. Spirulina; F: colageno
soluble en sal extraido musculo de D. Coctel; G: colageno soluble en sal extraido musculo de D. Calamar.
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7.- Discusion

A partir de los resultados obtenidos en los dos experimentos que comprenden este capitulo,
se puede senalar que la hipdtesis propuesta se cumple, ya que los juveniles L. vannamei
digirieron de forma eficiente (como lo demuestran el analisis de digestibilidad, parametros
fisiologicos y el andlisis bioenergético) tanto las fuentes de proteina vegetal, como la
proteina de origen animal marina, que se ha considerado como una fuente de alta

digestibilidad para L. vannamei (Ezquerra et al., 1998).

Andlisis de la digestibilidad in vivo (%AIA).
Para denotar la importancia y las variaciones que tiene el analisis de la digestibilidad, hay
que tener presente que los organismos digieren de manera diferente los ingredientes
presentes en el alimento, y estas diferencias se hacen mas evidentes cuando no presentan la
misma composicion quimica las fuentes que constituyen el alimento, y mas cuando los
ingredientes tienen diferente origen, estas diferencias se hacen patentes tanto en el analisis
bromatologico como en los CDA proweina, y CDA s (Herrera, 2008), ya que estos dos
parametros son indicativos de la capacidad de los organismos para poder digerir y asimilar
los ingredientes de una dieta (Brunson et al., 1997), la digestibilidad de la materia seca es un
buen indicativo del grado en que un ingrediente es digerido y absorbido por el tracto
digestivo del animal (Siccardi III et al., 2006)
Akiyama et al., (1989) han establecido que la digestibilidad de la proteina de ingredientes
semi-purificados o concentrados proteicos es superior a los no purificados, y a las fuentes de
origen animal. Es por eso que las dietas que estdn compuestas con este tipo de ingredientes
presentaron valores altos, lo cual concuerda con lo dicho por Nieto (2003) el cual menciona
que el camarén puede absorber rapidamente componentes pre-hidrolizados.
Los ingredientes purificados tuvieron los mas altos valores para CDA proteina, CDA sy CDA
energia €N €l presente estudio lo que concuerda con lo reportado por otros autores para la
misma especio e incluso para otras (L vanammei: Akiyama et al., 1989; P. monodon: Shiau
et al., 1992; Palaemon serratus: Forster y Gabbott, 1971; Panadalus platyceros: Forster y
Gabbott, 1971; Procambarus clarkia: Brown et al., 1986).
Sin embargo hay que tener cuidado con los valores obtenidos ya que al tratarse de un

producto prehidrolizado, su tasa de lixiviacion es muy alta, debido a la alta solubilidad en el
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agua de la proteina hidrolizada, lo que conlleva en ocasiones a sobreestimar la digestibilidad,
es por esto que se hizo una evaluacion mas completa del impacto de las dietas en los
tratamientos que se probaron en este estudio.
Por ejemplo la naturaleza omnivora de L. vannamei y su capacidad de adaptacion a fuentes
proteicas de origen vegetal se ha visto en estudios in vitro donde se ha determinado una
mayor digestibilidad de proteinas de origen vegetal que de origen animal (Ezquerra et al.,
1997 b), y otros donde se reportan diferencias entre proteinas de origen vegetal y animal
suministrado a L. vannamei (Smith, 1985). Estos resultados se contraponen a los coeficientes
de digestibilidad (CAD) proteico significativamente mas bajos de harina de origen vegetal,
en comparacion de harinas de origen animal marino encontradas para P. serratus y P.
platyceros (Forster y Gabbot, 1971) y L. stylirostris (Fenucci et al., 1982) mostrando asi la
plasticidad de L. vannamei a las fuentes alternativas para su alimentacion.

Experimento I
En el Experimento I, se puede sefalar que la fuente de proteina mas eficiente fue el
concentrado proteico de soya; Ezquerra et al, (1997 b) senala que el alto valor de
digestibilidad de la proteina de soya, muestra que es mejor digerida, que la proteina de la
harina de pescado. La proteina de las harinas de soya presenta una mayor digestibilidad
(Siccardi 11 et al., 2006) que algunas harinas de pescado y otras fuentes de origen marino. Y
esto es por su alto contenido de aminoacidos esenciales, s6lo presentando deficiencia en la
metionina y lisina (Tacon et al, 1993). Ademas se reporta un elevado contenido de
vitaminas, lo cual lo hace un ingrediente con un alto potencial en la sustitucion de fuentes de
proteina de origen marino. (Akiyama et al., 1992).
Anteriormente el problema para el uso de esta fuente para la alimentacion de los
camarones, estaba situado en sus altos contenidos de factores anti-nutricionales (FAN); La
lectina de la soya es resistente al tratamiento con calor seco; por este motivo en algunos
tratamientos de la soya existe un residuo de lectina activa. La soya también contiene
fitoestrogenos, caracterizados quimicamente como isoflavonas (genisteina, genistina,
daidzeina, daidzina, gliceteina y glucosido de gliciteina). La soya posee otros compuestos
fenolicos que se considera que determinan el olor y sabor desagradable, pero que no son
toxicos (Maga y Lorenz, 1973) Ademas de los inhibidores de tripsina, hay varios FAN y

compuestos alergénicos que estan asociados a la fraccion de carbohidratos, tales como la
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glicina, betaconglicinina, oligosacaridos, lectinas y saponinas (Liener, 1994)

Sin embargo, los diferentes procesamientos actuales con calor como tostado extrusion y
peletizacion, inactivan o eliminan exitosamente estos FAN (Lim y Akiyama, 1993).

Los valores de CDA proweina, y CDA s de la pasta de soya concuerdan con los valores
minimos reportados por otros autores (Akiyama et al., 1989; Ezquerra et al, 1997 a;
Ezquerra et al., 1998; Cabanillas-Beltran et al., 2001; Siccardi III ef al., 2006), los cuales
también sefialan el alto potencial de este ingrediente para su uso en las dietas artificiales de
L. vannamei.

En el caso de la CAD poteina l0s tratamientos no presentaron diferencias significativas solo
una tendencia de parte del t. D1 y del t. D3 sobre el t. D2, este punto puede tener su razoén en
el hecho de que los dos ingredientes de las dietas usadas en los tratamientos D1 y D3 son
concentrados proteicos lo cual aumenta su digestibilidad aparente, por ende mejora el
aprovechamiento de la energia y algunos nutrientes de la dieta (Coelho y Massamit- Furuya,
2005), lo cual concuerda con los reportes donde se han encontrado no solamente valores mas
altos para el CDA oteina Sin0 también para el CDA s y CDA chergia de estos ingredientes
purificados (Akiyama et al., 1989). P. monodon (Shiau et al., 1992;) Procambarus clarkia
(Brown et al., 1986), pero hay que tener en cuenta que estos ingredientes son altamente
digeribles, pero su perfil aminoacidito no estd completd (Siccardi 11 ef al., 2006).

Los valores reportados por autores como Siccardi III et al.,, (2006) dan valores de CDA s
que van desde los 41.8 — 96.8 %, siendo los ingredientes purificados los de mayor valor, lo
mismo se observa con el tratamiento DI el cual tiene los valores mas altos en dicho
experimento, pero sin diferencia significativa con los otros dos tratamientos.

Hay que ver que la harina de soya presenta valores CADy,s que varian de 61.2 y 84.7% para
L. vannamei, esta diferencia en la digestibilidad podria ser consecuencia del porcentaje de
inclusion (Divakaran et al., 2000). Otro reporte de digestibilidad que va desde el 55.9 al 84.1
% para L. vannamei (Akiyama et al., 1989) el cual depende del nivel de purificacion de la
soya, este incremento puede deberse a la proteina altamente digerible de estos ingredientes.
El valor de CAD cnergia que presento la soya en este trabajo es bajo a comparacion de otros
trabajos (Divakaran et al., 2000), pero los valores del t. D1 y t. D2 son similares a los
reportados por Davis et al., (1993) para L. vannamei, estos autores menciona que los CAD

de ingredientes pueden variar en funcion de las condiciones ambientales y fisiologicas bajo
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las cuales se dan las mediciones, pero aun asi, CAD permite la determinacion de un intervalo
definido para cada ingrediente y provee una medida valiosa para formular dietas de bajo
costo y amigables con el ambiente.

Para el caso de los organismos alimentados con el tratamiento D2 que us6 como fuente
alternativa el gluten de trigo no present6 diferencias en el CDA joteina y CDA 1. El uso de
este ingrediente se tiene que tomar con las siguientes reservas como son: aminodcidos
limitantes (lisina y valina), la mayoria del fosforo esta en forma de fitatos lo que disminuye
su bio-disponibilidad y sus factores FAN detectados son Fitohemaglutininas, acido fitico,
factor flatulento, inhibidor de amilasa y posible contaminacion con aflatoxinas. (Tacon,
1989).

Sin embargo son buenas fuentes de vitaminas del complejo B, teniendo en cuenta estos
puntos hay que usar semilla con un tratamiento que inactive los FAN para evitar resultados
negativos como son bajo crecimiento y pobre utilizacién de la proteina para diferentes
especies acuaticas (Wilson y Poe, 1985), ademas el gluten de trigo es un excelente
aglutinante y una buena fuente de proteinas ya que contiene un minimo del 60% (Akiyama
et al., 1992).

Los valores de digestibilidad de materia seca y proteina de los ingredientes de origen vegetal
no mostraron diferencias entre ellos (rango 68% - 75% materia seca; 63% — 74% proteina) lo
cual nos puede indicar que L. vannamei tiene la capacidad para utilizar esta fuente de manera
adecuada como fuente de energia (Akiyama ef al., 1989).

El CAD cpergia del gluten de trigo en este trabajo es bajo, pero hay que tomar en cuenta un
variacion de valores de CDA proteing, CAD cnergia Y CDA s de ingredientes dependiente del
tipo de procesamiento al cual sea sometido cada insumo, es por esto que la capacidad de un
organismo para asimilar dicha fuente sera diferente dependiendo del tipo de procesamiento
para obtener el gluten de trigo (Davies y Arnold, 1995).

El CAD chergia tuvo el mismo resultado que CAD proteina correspondiendo asi con lo propuesto
en las dietas que son tanto isoproteicas como isocaldricas, teniendo en cuenta que la mayor
parte de la energia de los ingredientes analizados proviene precisamente de la proteina.

En el caso de los organismos alimentados con el tratamiento D3 donde se utilizd el
concentrado proteico de papa, presentaron los valores mas altos para CDA proteina Y CAD

energia 10 cual puede deberse al buen procesamiento de dicha fuente, es decir el concentrado
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proteico usado es de alta calidad, su pureza lo hace de muy facil digestion por parte del
animal y esto se debe a que la harina de papa es una fuente de primer nivel de proteina
debido a su alto contenido proteico combinado con su excelente digestibilidad y a su
contenido superior de aminoacidos esenciales balanceados, el perfil de los aminoacidos no
esta solamente bien balanceado sino que también es muy alto. Esto particularmente aplica
a lisina, metionina, treonina y triptofano. El nivel de aminoacidos es mas alto que en otras
proteinas de alimentos para animales.
Experimentos han demostrado que el valor nutricional de la harina de papa es superior a la
harina de soya e igual a la leche descremada en polvo (Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000,
2000 a'y 2000 b).
Analizando los resultados para CAD s los cuales no presentan diferencias significativas en
ninguno de los tratamientos, lo que nos da un buen referente en que los tres insumos usados
muestran un gran potencial.
Los valores de CAD s es un buen estimativo del grado en que un ingrediente es dirigido y
absorbido por el tracto digestivo (Brunson et al., 1997); la falta de diferencias (p>0.05) entre
los tratamientos de origen vegetal del experimento I, sugiere que L. vannamei puede utilizar
estas fuentes de nutrientes con eficiencia, en tanto sean suministrados en niveles razonables.
Experimento II
En el caso del Experimento II tenemos el tratamiento D4 el cual usa la Spirulina como base
de su dieta, tiene caracteristicas importantes tales como su gran valor proteico (55-70%), sus
vitaminas, aminoacidos esenciales, minerales, acidos grasos y pigmentos, antioxidantes,
como los carotenoides (Belay et al., 1996 y Falquet, 1996), lo que la hace un insumo de alto
potencial para sustituir fuentes de proteina de origen animal marino.
La respuesta de dicho tratamiento para los valores de CDA proteina fueron altos lo cual puede
estar relacionado con la forma y el tamafo de particulas que componen dicha fuente, pues
como lo reportan Siccardi III ez al., (2006), dependiendo de la forma y tamafio de una fuente
esta puede tener mayor area superficial para la accion digestiva de las enzimas.
En el caso del CAD cpergia y CDA s presenta valores intermedios, sin diferencias
significativas con los otros dos tratamientos lo cual reitera la posibilidad de usar en las dietas
para L. vannamei ya que como se a dicho estos coeficientes pueden variar por diferentes
factores, pero reflejan el aprovechamiento de los organismos a dicha fuente.
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En el tratamiento D5, que es la combinacion de los insumos antes estudiados, se puede ver
un efecto asociativo Brown et al., (1989) el cual se puede entender como el cambio de la
digestibilidad de un ingrediente (o compuesto especifico de dicho ingrediente y/o dieta) al
adicionarle otro, en donde dicha asociacion puede ser positiva (aumento de disponibilidad) o
negativa (disminuye disponibilidad), estas caracteristicas se ponen de manifiesto en dicha
dietas.

El efecto asociativo puede ser la causa de que no se presenten diferencias (p>0.05) en CDA
proteina, CAD energiay CDA s, comparandolas con la D. calamar (D6), ya que dicho tratamiento
(D5) cuenta con todas las propiedades positivas de las fuentes vegetales, las cuales tiene un
alto potencial de digestibilidad.

Por ejemplo en el caso del CDA ,oeina que no presenta diferencias significativas entre los
tratamientos (D4, D5 y D6), se puede suponer que el efecto asociativo (Brown et al., 1989)
se hace presente, muestra de este efecto son casos como el de la harina de camaron que
resultd ser una mejor fuente de proteina para P. indicus que la harina de pescado (Colvin,
1976), pero una mezcla de las dos resulta ser todavia mejor. Otro ejemplo de este efecto de
combinacion es donde se reporta una menor digestibilidad proteinica de la harina de
langostilla a la obtenida con una harina de anchoveta (73% y 84% respectivamente) en
juveniles de L. vannamei (Ezquerra et al., 1997 a). Sin embargo al incluir harina de
langostilla como sustituto de harina de desechos de atin en dietas para juveniles de L.
vannamei (Goytortua, 1993), reportd un incremento significativo en la digestibilidad
proteinica al compararlos con los obtenidos con la dieta de referencia sin harina de
langostilla, es por estos ejemplos que podemos pensar que la combinacion de los
ingredientes purificados le dan el valor mas alto en la parte de CDA s la cual de nuevo
muestra que esta dieta es bien absorbida en el tracto digestivo del organismo.

En el caso del tratamiento D6 existen pocos estudios que hagan referencia al uso de harina
de calamar y menos acerca de su valor digestivo, Akiyama et al., (1989) report6 valores que
van desde 68.9% y 79.7% de materia seca y proteina respectivamente. Un estudio mas
reciente publicado por Siccardi III et al., (2006) analiz6 cinco tipos de harina de calamar
(una harina de higado, dos harinas de musculo y dos harinas de calamar entero) los
resultados obtenidos se encuentran en el rango de 61.8% —74.7% de digestibilidad de materia
seca y 66.4%-86.6% de proteina. En el actual estudio, se obtienen valores dentro de los
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rangos antes mencionado para el caso de CDA s con valores del 69%, pero los valores para
el CDA proteina, fueron superiores con valores del 83%. Siccardi III ez al., (2006) menciona
que el mayor contenido de proteina se encuentra en la harina obtenida a partir del musculo y
esta proteina es altamente digestible, asi que los resultados obtenidos en este estudio pueden
atribuirse a una buena calidad de la harina de calamar que probablemente fue obtenida
totalmente de musculo.

Como indicativo de la calidad de dicho insumo tenemos que el valor para CDA . para el
tratamiento D6 el cual contiene calamar present6 un valor bajo, sin diferencias con los otros
dos tratamientos, esto pudo deberse a la cantidad de cenizas que se encontrd en dicha fuente
las cuales pueden afectar la calidad, es decir de nuevo se tiene que tomar en cuenta el

proceso que se utilizo para la obtencion de dicha harina de calamar.

Indicadores fisiologicos

Parametros del balance Bioenergético
Con respecto a andlisis de balance bioenergético los pardmetros evaluados fueron (HeE,
HiE) y RE, pues son estos valores los que nos proporcionan un idea de la energia usada por
el organismo. Es a partir de estos coeficientes calculados los que nos permiten estimar las
pérdidas de energia derivadas de los cambios en la composicion del alimento suministrado a
los organismos (Gaxiola, 1994). El gasto de energia debido a la alimentacion se refiere con
diferentes términos: incremento de calor por alimentacion (HiE) e incremento calorico
aparente (ICA), pero este fendmeno se refiere a la ingestion de comida por animal que ha
sido mantenido en ayuno, produciendo asi un incremento en la produccion del calor accion
dindmica especifica.
Los factores que contribuyen al incremento del calor por alimentacion son: (i) Formacion y
excrecion de desechos metabolicos ya que la principal base bioquimica para el incremento
del calor es la energia requerida para la desaminacion y excrecion del nitrégeno ingerido en
forma de aminada (Kleiber, 1975) (ii) Transformacion e interconversion de sustratos y sus
retencion en tejidos; se incluyen los procesos postabsortivos relacionados con la ingestion
del alimento, particularmente del alimento rico en proteina, asi como la sintesis de proteinas
y grasas en los tejidos a partir de sustratos recién absorbidos derivados del alimento como

aminoacidos y acidos graso y a la suma de estos dos factores, se le conoce como trabajo
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metabolico y (iii)) A los procesos de digestion y absorcion donde los gastos de energia
asociados a estos procesos son muy pequeilos comparados con los dos anteriores (Emmans,
1994). Este HiE puede variar del 10% al 50% en relacion con la calidad de la fuente
proteica.
En relacién a la energética de la respiracion (HeE+HIE), tenemos que es la cantidad de
oxigeno consumido, lo cual la convierte en buen indicador de la energia disponible para
procesos biologicos, y en particular nos muestra la cantidad de energia que se presenta en la
etapa de ayuno (HeE) y en la etapa postpandrial (HiE). Lo cual permite la determinacion de
los destinos energéticos provenientes de los alimento ingeridos (Rosas ef al., 1999) y es este
mismo autor el cual sefiala que los camarones peneidos estdn estrechamente ligados al
metabolismo de las proteinas, ya que han demostrado una muy amplia capacidad para
utilizar a este sustrato como fuente basica para la obtencion de energia y el crecimiento
(Rosas et al., 2000)

Experimento I
En el caso de la tasa metabolica basal (HeE) del experimento I, no presentd diferencias
significativas, esto puede corresponder a que los organismos, alcanzaron una tasa metabdlica
basal absoluta, la cual no muestra diferencias, pues los organismos al tener un ayuno de mas
de 12 horas tenian el mismo comportamiento metabodlico lineal, ya que como lo mencionan
algunos autores L. vannamei presenta un usé de los nutrientes continuo y un paso del tracto
de no méas de 4 horas por eso se esta asegurando que la energia usada para dicha fase era de
reserva, es decir que las dietas elaboradas para los tres tratamientos pueden ser absorbidas
por L. vannamei, de la misma forma cumplen con sus necesidades de mantenimiento para el
proceso de vida.
Los organismos del tratamiento D2 y D3 obtuvieron los mayores valores en la energia
utilizada en HiE, lo cual puede ser atribuido a la diferencia en la capacidad de digestibilidad
de la proteina, provocando que los organismos retuvieran por mayor tiempo el alimento
como una estrategia para digerir y aprovechar al méximo los elementos contenidos en las
mismas, conllevando a diferencias de usé de energia, esto se pudo apreciar en el tiempo en
que tardaron los organismos alimentados con estos tratamientos en regresar a su estado de
rutina el cual fue de 6 horas después de ser alimentados, mientras que los animales

alimentados con el tratamiento D1 solo tardaron 4 hr. en regresar a su estado de rutina.
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Pascual et al., (2004), encontraron resultados similares, en un estudio que compara 3 niveles
diferentes de proteina del mismo origen 5%, 15% y 40%, donde los valores de respiracion
disminuyen segun el incremento en el nivel de la proteina dietética, con altos valores en
camarones alimentados al 5% y valores bajos en camarones alimentados con 40%,
corroborando que los camarones alimentados al (40%) fueron metabdlicamente mas
eficientes debido a que el camaron utiliza menos energia. Por lo tanto, la energia disponible
para el crecimiento fue mas alta en los organismo alimentados con la cantidad de proteina
ideal que para los camarones alimentados con una proteina deficiente, en el estudio no existe
una diferencia en la cantidad de proteina, pero si en su calidad por lo cual concuerda con los
propuesto por Beamish y Tripple, (1990), los cuales mencionan que un menor tiempo en el
proceso del HiE puede estar relacionado con la eficiencia de asimilacion de los nutrientes
ingeridos, lo que conlleva a altas tasas de crecimiento, resultado de minimos gastos de
energia, tal y como se manifiesta en los organismos alimentados con el tratamiento D1.
Lo antes mencionado del us6 de la proteina se relaciona positivamente con el valor de RE,
ya que el tratamiento que presenta el valor més elevado es D1, y es este valor el cual se
puede ver de manera tacita en el CID donde el tratamiento D1 presenta el mejor desempefio,
y los tratamientos D2 y D3 presentan un valor por debajo del t. D1, lo cual se indica en la
tasa de crecimiento que también fue baja para dichos tratamientos.
En el caso de la energia usada para la excrecion amoniacal se puede ver que los valores
presentan diferencias entre todos los tratamientos, esto puede ser debido a un incremento de
aminoacidos provenientes de las dieta con fines de energia metabodlica, ya que se ha
demostrado que conforme varia la proteina de la dieta, hay diferencias significativas de la
excrecion de amonio. (Rosas et al., 2000 b).

Experimento II
Para el caso del experimento II tenemos que los valores de HeE donde el tratamiento D4
presenta un valor por debajo (un tercio) a los otros tratamientos, puede sugerir que podria
tener una tasa metabodlica menor que los t. D5 y t. D6 en juveniles de L. vannamei, lo cual se
correlacion positivamente con los valores presentados en la tasa de crecimiento pues es el t.
D4 el que presenta mejor rendimiento, ya que la energia que no gasta en rutina la puede
dirigirla a la RE.

Con respecto al valor obtenido de RE para los diferentes tratamientos tenemos una
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correlacion positiva con la CDA para los tratamientos D4 y D6 los cuales denotan un
crecimiento Optimo, teniendo valores iguales en su RE, pero el tratamiento D5 tiene una
correspondencia negativa con la tasa de crecimiento ya que es la mas baja, lo cual puede ser
porqué los suplementos proteicos vegetales de origen terrestres son mas pobres en energia
que las harinas de pescado. También hay que menciona que la disponibilidad de fosforo es
considerablemente mas baja en los productos vegetales que en los animales y difiere
significativamente entre especies. De igual manera algunas proteinas vegetales presentan
niveles sub-Optimos en los perfiles de aminoacidos esenciales y la mayoria podrian
presentan FAN (Akiyama et al., 1991) y son esta acumulacion de caracteristicas las cuales se
tiene que contemplar a la hora de la formulacion.
Otro punto que puede hablar de la factibilidad de la Spirulina que es la fuente usada en el
tratamiento D4 la cual presenta los valores de aminoacidos optimos los que concede a este
insumo una mejor asimilacion por parte del L. vannamei. en el caso de los tratamientos D5 y
D6 que no tiene diferencias entre ellos pero presentaron valores superiores a los del t. D4
puede ser porqué la estructura de los nutrientes en estas dietas son de mayor dificultad para
asimilar.

Parametros bioquimicos

Experimento I
La actividad enzimatica especifica se expresa en base a la proteina, por lo tanto, esta
actividad sigue el mismo patron que la concentracion de la proteina soluble con respecto al
crecimiento (Le Moullac et al., 1994). En el presente estudio se observo una correlacion
positiva, de la afirmacion anterior pues fue el tratamiento D1 el que ostenta una mayor
cantidad de proteina soluble en el hepatopancreas y el mayor crecimiento. Este hecho esta
relacionado al aumento de volumen que experimenta el hepatopancreas durante el
crecimiento (Lovett y Felder, 1989).
Ha sido hipotetizado que la actividad enzimatica digestiva es alta para aquellos sustratos que
son mas comunes en la dieta (Cox, 1981; Johnston y Yellowlees, 1998). Sin embargo,
estudios sobre la relacion existente entre la actividad enzimadtica y los supuestos sustratos
alimenticios son controversiales porque estudios en larvas y postlarvas de M. japonicus
(Rodriguez et al., 1994; Lemos y Rodriguez, 1998) sugiere que puede ocurrir una secrecion

alta de enzimas para maximizar el uso de un componente escaso en la dieta. A pesar de esta
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controversia, se toma en consideracion el estudio de la actividad enzimatica como un
indicador del estado trofico (Galgani et al., 1985) debido a que los tipos y las propiedades de
las enzimas digestivas de los camarones definen capacidades digestivas (Divakaran y
Ostrowski, 1990). Por ejemplo, Rodriguez et al., (1994) describieron influencias
individuales e interactivas en la alimentacion herbivora y zooplanctivora sobre la
composicion bioquimica de larvas de M. japonicus y la respuesta adaptativa de la actividad
enzimatica digestiva ante la dieta. Lee et al., (1980) observaron una alta proporcion de la
actividad de la proteasa refleja un comportamiento alimenticio carnivoro, mientras que una
alta proporcion de actividad carbohidrasa es caracteristica de herbivoros. Una combinacion
de ambas es encontrada en omnivoros.

A pesar de que en organismos vertebrados existe una correlacion entre las actividades de la
tripsina y la quimotripsina (Lhoste et al., 1994), varios ensayos con crustaceos han resultado
negativos en cuanto a la identificacién de esta correlacion. Le Moullac et al., (1996) no
encontraron ésta correlacion en juveniles de L. vannamei, mientras que Guzman et al.,
(2001) determinaron una correlacion significativa (r= 0.71) en postlarvas de L. setiferus. En
el caso de la tripsina tenemos que los resultados de este trabajo concuerdan con los de
Rodriguez et al., (1994) y Lemos y Rodriguez, (1998), los cuales mencionan que los
organismo responden aumentando la secrecion de una enzima cuando el sustrato es nuevo o
deficiente, es por esto que se puede ver que en el caso del tratamiento D2 que es la fuente
mas pobré en el valor CDA proeina, también es la de mayor actividad en la tripsina
presentando una diferencia significativa con los otros dos tratamientos.

Lee y Lawrence, (1985) consideran que el incremento en la actividad enzimatica digestiva
puede tener una relacion negativa con el crecimiento corporal y la digestibilidad de la dieta,
y en el caso del tratamiento D2 la actividad de la tripsina present6 diferencia significativa
entre los dos tratamientos, corroborando lo dicho por los autores antes mencionado. Los
resultados obtenidos en el presente y otros estudios (Le Moullac, 1995), no permiten afirmar
de forma general que la actividad enzimatica digestiva tiene una relaciéon negativa con el
crecimiento corporal, ya que para algunas enzimas parece ser este el caso (proteasas,
tripsina) pero otras no presentan un incremento en su actividad respecto al tamafio corporal o
fuente de alimentacion (lipasa, quimotripsina), es tal vez por esto que en este estudio la

quimotripsina no presentd ninguna diferencia significativa entre los tratamientos.
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Experimento II

En el experimento II los organismo usados fueron mayores a los usados en el experimento I,
a lo que se atribuye que la relacién de proteina soluble cambia de manera notable ya que
como lo menciona Lee ef al., (1984) consideran que L. vannamei experimenta un cambio en
su régimen dietario cuando alcanza los 10 a 20 g de peso debido a que observaron
diferencias en las respuestas de las enzimas proteasas ante la calidad de la proteina en tres
tamafios diferentes de camarones, por lo tanto concluyen que estas diferencias podrian
indicar una mayor habilidad de la utilizacion de la proteina en camarones pequefios (4 g) que
en grandes (10 y 21 g). En otro estudio con L. vannamei que cubridé tamafios corporales
desde 1 hasta 14 g, Hunter et al., (1987) determinaron un incremento en la proporcién C:N
del material ingerido y observaron que el contenido de nitrogeno del material estomacal
disminuy6 a mas de la mitad cuando los camarones incrementaron su peso de 5 a 7 g,
posteriormente continué un descenso hasta los 12 g. Los autores concluyen que este
fenomeno puede implicar que los camarones seleccionan dietas con menos proteina en los
estadios de vida mas tardios. Estas observaciones previas podrian estar relacionadas a la
disminuciéon de la actividad de las proteasas que se presentan en el experimento I. Una
adaptacion digestiva ante nuevas preferencias alimenticias podria estar ocurriendo porque
aparentemente en los estadios de vida mas tardios, las enzimas digestivas de L. vannamei se
ajustan a sustratos con menor contenido proteinico (disminucién de la actividad de las
proteasas) y con mayor contenido de carbohidratos y lipidos.

La disminucion en el consumo de alimento artificial determinada a partir de los 8 g de peso
en otros trabajos (Uribe y Posada, 1998; Molina y Pifia, 1999) puede estar en relacion directa
a la disminucion de la actividad de las enzimas proteasas y la tripsina, lo que podria
representar una respuesta fisiologica ante el mayor consumo de material vegetal y de otros
elementos de la productividad natural, y esto puede verse reflejado para los tratamientos del
experimento II donde no se denota una diferencia en la actividad de la proteina total soluble,
en la tripsina ni en la quimotripsina, mostrando asi una adaptabilidad a todas las fuentes de
alimento, ya sean de origen vegetal o animal marino.

Supervivencia

Como se ha observado en los resultados de supervivencia, ninguno de los tratamientos
presenta diferencias (p>0.05) en este parametro poblacional, el cual presenta un alto
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rendimiento, siendo siempre mayor de 95% para los 3 tratamientos del experimento I, en los
cuales se us6 una inclusion que correspondid al 30% de proteina en el alimento, el cual ha
sido reportado por varios autores como el Optimo para juveniles de L. vannamei (Rosas et
al., 2000 b), con base a esta informacion se puede afirmar que el contenido en proteina bruta
de los alimentos usados en el presente trabajo fueron adecuados para el buen desarrollo de
los juveniles de L. vannamei (Cuzon y Guillaume, 1997).
En el experimento II los tratamientos con fuente de origen vegetal presentaron una tenencia
por arriba de la dieta control en el valor de supervivencia, lo cual habla de la capacidad que
tiene los organismos para adaptarse a este tipo de dietas. (Amaya ef al., 2007 y Alvarez et
al., 2007), pero al no presentar diferencia significativas se presupone que los 3 tratamientos
tuvieron los requerimientos basicos para juveniles de L. vannamei.
La supervivencia y el crecimiento han sido considerados como un indicador de amplio
espectro, debido a que refleja el efecto de las condiciones ambientales, incluido el alimento,
sobre las respuestas fisiologicas de los organismos (Beamish et al., 1975).

Coeficiente Diario de Crecimiento
Los resultados del experimento I, muestran al tratamiento D1 con valores mas altos que los
t. D2 y t. D3. lo cual corrobora trabajos anteriores (Tidwell et al., 1993; Chou et al., 2004;
Williams, 2004) quienes mencionan el gran potencial que tiene la soya en la sustitucion en la
elaboracion de dietas para el camaron y su alta digestibilidad, las carencias que se pueden
denotar para los tratamientos D2 y D3 también pueden relacionarse a la deficiencias en
aminoacidos que presentaron las dietas (Cabanillas- Beltran et al., 2001); ya que en el caso
del concentrado proteico de soya presento el perfil de aminoacidos béasicos mas cercano al
estimado para el tratamiento D6.
En el experimento II no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos D4 y
D6. pero si con el t. D5, el cual presenté un menor crecimiento, esto se puede atribuir a los
FAN (Lemos et al., 2001) los cuales se potencializaron al unir diferentes fuentes vegetales y
presentar el efecto asociativo negativo (Brown et al, 1989) negativo, ademas de
corresponder directamente con lo observado en el andlisis de CDA roteing, la cual fue la mas
baja, por lo que se puede hacer una relacion directa de la asimilacion de la proteina con el
crecimiento (Akiyama ef al., 1999), tomando en cuenta lo dicho por Rosas et al., (2000 b) el

cual senala que los camarones peneidos estan estrechamente ligados al metabolismo de las
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proteinas, ya que han demostrado una muy amplia capacidad para utilizar a este sustrato
como fuente bésica para la obtencion de energia y el crecimiento, por lo tanto la diferencia

en CDA proteina, €0 los tratamientos pudo ocasionar la bajo peso en estos organismos.

Analisis de calidad del producto
La calidad del producto final, se ha vuelto una prioridad en la acuacultura, y en el caso del
camarodn es fundamental ya que su carne suele ser mas blanda y con un sabor menos robusto
que los organismos silvestres (Rivas-Vega et al., 2001; Torres-Mendoza, 2003), estas
caracteristicas pueden ser afectadas por las dieta y por la calidad y cantidad de proteina en la
dieta (Ezquerra et al., 2003; Ezquerra et al., 2004), y para poder estudiar esta caracteristica
se uso el colageno ya que en productos marinos, el coldgeno afecta significativamente la
fuerza tensil, la integridad muscular y propiedades reo logicas del musculo (Shahidi, 2006;
Sikorski et al., 1994).
El tejido conectivo esta formado por diversas fibras embebidas en una sustancia
fundamental, amorfa, gelatinosa y altamente hidratada, rica en proteoglucanos y
glucoproteinas (Krane, 2003). Varios tipos diferentes de células estin presentes en la
sustancia fundamental e incluye fibroblastos (a partir de los que se sintetizan las proteinas
fibrosas de colageno y elastina), macréfagos y adipocitos (Varnam, 1998). La estabilidad
estructural conferida por el tejido conectivo esta determinada en gran medida por las
propiedades de las fibras de colageno, pues son quienes dan la firmeza necesaria para
mantener unidas a las células, aunque la elastina también participa en menor grado,
proporcionando la elasticidad requerida para el movimiento (Purslow, 2002; Styer et al.,
2002).
El colageno es uno de los principales determinantes de la textura de carnes y productos
marinos, ademas en estos ultimos, también su concentracion esta relacionada con la
capacidad natatoria de los organismos.
En este trabajo de investigacion el colageno fue aislado en los 6 tratamientos y presenta el
mismo comportamiento reportado por Ezquerra et al, (2004) donde el colageno presenta
pesos similares al del colagenos tipo I de bovino, pero a diferencia de lo reportado en el
trabajo de Ezquerra et al., (2004) no se presento6 el incremento de las bandas en la dieta con

proteina de calamar, cabe mencionar que esta posible falta de bandas es porqué el analisis
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fue hecho solo en la parte obtenida por sales, debido a que en general, el colageno de
organismos acuaticos, es altamente soluble en soluciones salinas, &acidos diluidos y
soluciones amortiguadoras 4cidas, a diferencia del coldgeno proveniente de mamiferos
terrestres que son poco solubles en tales disolventes (Eckhoff ef al., 1998).

No obstante, la literatura reporta que este tipo de solventes son los que exhiben la menor
capacidad para solubilizar colageno puro (Miller y Rhodes, 1982), esto se explica por la alta
fuerza ionica del medio, especificamente aquellas moléculas recién sintetizadas y que no
estan unidas dentro de las fibras mediante entrecruzamientos covalentes intermoleculares
(Friess, 1998), pero también es capaz de solubilizar el resto de componentes miofibrilares
que hayan quedado presentes después de su extraccion con urea, por esto que la mayoria de
los tejidos casi no presentan colageno puro soluble en sal.

Es por lo anterior que se puede pensar que la falta de diferencias entre el patrén de bandeo se
debe a la insolubilidad del coldgeno la cual esta atribuida a la modificacién de las fuerzas
que mantienen unidas las moléculas de colageno, principalmente puentes de hidrogeno,
interacciones electroestaticas e hidrofobicas, asi como enlaces covalentes (Badii y Howell,
2003). La insolubilidad del colageno también esta relacionada con la edad del animal y su
almacenamiento en congelacion, debido a que durante este proceso, se promueve la
remocion de agua entre las proteinas, favoreciendo la agregacion proteica, producto del
incremento en la superficie de contacto de las mismas (Morales et al., 2000).

Con respecto a la textura y a la actividad de la colagenasa esta dependera del musculo, el
cual es responsable de los cambios en la apariencia, textura, sabor y propiedades funcionales
(Haard, 1992).

Con respecto a la textura o la fuerza de penetracion requerida para penetrar los diferentes
musculos de los camarones, no se presentd diferencias significativa esto puede deberse a que
su composicion fue la misma, como lo muestran las patrones de bandeo, ademas de que
todos tuvieron el mismo manejo post mortem y fueron evaluados al mismo tiempo, esto con
respecto al manejo, y en cuestion de diferencias por la alimentacion, tenemos que los
organismo tuvieron una alimentacion la cual contenia los amino acidos necesarios para la
formacion del tejido, sin importar el tratamiento al que fueron sometidos, ya que las dietas

eran isoproteicas.

65



8.- Conclusiones

Las fuentes seleccionadas para este experimento demostraron su gran capacidad para poder
sustituir la fuente de origen animal al tener una digestibilidad de alto rendimiento en
comparacion de las dieta control que no es una dieta comercial si no una dieta éptima.

Con respecto a parametros zootécnicos como es el de la supervivencia los 6 tratamientos
tuvieron un rendimiento Optimo lo cual pone de manifiesto la calidad de las dietas, las
cuales contienen todos los requerimientos minimos para el mantenimiento de los
organismos asi dando una supervivencia por arriba del 90% en el experimento I y con una
supervivencia del 86% para el experimento II.

En el rubro del crecimiento tenemos que la soya vuelve a reafirmar su gran potencial en la
busqueda de las nuevas fuentes proteicas, mientras que la papa y el trigo ponen a la vista el
potencial que presenta para la nutricion en la acuacultura, y en el experimento II tenemos
que el coctel aun cuando presenta niveles por debajo de la dieta control pone de manifiesto

su potencial junto con la D. Spirulina para ser una fuente en la futura industria camaronera.
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Capitulo 3. Experimento de crecimiento.
Postlarvas (D. Animal VS. D. Vegetal) y juveniles (D. Animal VS. D.
Vegetal).

1.- Introduccion.

Entender la digestion, requerimientos y respuesta a diferentes fuentes de proteinas, y el
reparto de energia asociado a la alimentacion, es relevante en el proceso de produccion de
camarones. La alimentacion es un factor crucial pues se ha observado que los cambios en el
peso y la talla estan relacionados con caracteristicas del alimento, como la concentracion de
proteina en la dieta (Ezquerra et al., 2003). Ademas, se tiene que contemplar el estadio de
los organismos pues durante el ciclo de vida de los peneidos existen cambios de morfologia
y fisiologia con cambios de habitos alimenticios de la herbivoria a la omnivoria. Estos
cambios ontogénicos estan acompafiados de cambios significativos en las tasas metabolicas
y en las actividades de las enzimas digestivas (Laubier-Bonichon et al., 1977; Lovett y
Felder, 1990; Chu y Ovsianico -Koulikowsky, 1994; Lemos et al., 1999). El estudio del
proceso de digestion y metabolismo de las proteinas es un tema de gran relevancia en
diversas fases del proceso de produccion de los camarones.

En el presente capitulo se tiene como objetivo, conocer el efecto sinérgico de la dieta
vegetal mejorada (DVM) constituida a base de las fuentes de proteina dietética analizadas
previamente, en factores tales como: crecimiento, supervivencia y el distribucion
bioenergética y en la expresion diferencial de la tripsina y quimotripsina de este crustaceo,
desde la etapa de postlarva 15 hasta juveniles de 20 g.

La importancia de comprender la asimilacion de los nutrientes de origen vegetal estudiados,
es para poder reducir los costos elevados que representa la proteina de origen animal
marino (Samocha et al., 2004); Es por eso que este capitulo integra los conocimientos
adquiridos sobre fuentes alternativas de proteina de origen vegetal, dando asi origen a una
dieta mejorada con proteina vegetal. Y asi pode contribuir a una de las prioridades actuales
de la acuacultura la cual es: facilitar la integracion del conocimiento sobre asimilacion de
los nutrientes para esta especies que se comercializan, con el objetivo de comprender mejor
los mecanismos que subyacen en los caracteres de importancia econdmica, como el

crecimiento, la resistencia a enfermedades, y mas recientemente a la calidad de la carne
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(Alcivar-Warren, 1997; Davis y Hetzel, 2000; Pérez-Rostro, 2002; Robalino, 2004).

2.- Hipotesis.

Si L. vannamei presenta una tendencia a la herbivoria en los estadios de postlarva y juvenil,
no presentaran diferencias en factores tales como: crecimiento, supervivencia y reparto
energético y en la actividad enzimatica de tripsina, quimotripsina ante dietas con proteina

de origen vegetal y origen animal marino.
3.- Objetivos.

Objetivos generales
Determinar el efecto de una dieta con proteina de origen vegetal en el crecimiento,
supervivencia y la actividad de la tripsina y quimotripsina, asi como la distribucion de

energia, en postlarvas y juveniles de L. vannamei.

3.1.- Objetivos particulares del Experimento I.
Evaluar el efecto de las dieta vegetal mejorada, en crecimiento, supervivencia y
distribucion de energia en postlarvas pl 15 a pl 60 de L. vannamei.
Evaluar el efecto de las dieta vegetal mejorada, en la actividad de la tripsina y la

quimotripsina del hepatopancreas en postlarvas pl 15 a pl 60 de L. vannamei.

3.2.- Objetivos particulares del Experimento II.
Evaluar el efecto de la dieta vegetal mejorada, en crecimiento, supervivencia y distribucion
de energia en juveniles de 1.5 g hasta 20 g de L. vannamei.
Evaluar el efecto de la dieta vegetal mejorada, en la actividad de la tripsina y la

quimotripsina del hepatopancreas en juveniles de 1.5 g hasta 20 g de L. vannamei.
4.- Materiales y Métodos.

4.1.- Disefio experimental de ambos experimentos.
Para cumplir con los objetivos senalado se disenaron 2 experimentos. El primero tiene
como objetivo de estudio a las postlarvas de 15 dias a 60 dias, y el segundo fue la
continuidad del experimento previo para asi poder observar el efecto de la dieta a largo

plazo hasta llegar a organismos de 20 g. Para poder realizar los bio-ensayos los organismos
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se obtuvieron de reproductores de la UMDI Sisal, provenientes de un desove multiple. Las
condiciones de siembra fueron: temperatura de 28 + 1°C con una salinidad de 35 £ 0.5 °% y
un oxigeno de 6.5 £ 1 mg O2/ml. La composicidon de la dieta fue en base al analisis de la
proteina de origen vegetal de los dos capitulos anteriores, para asi tomar e incluir los
ingredientes de mayor digestibilidad y tener una respuesta 6ptima de la DVM.

El experimento I fue con pl 15 donde se incluyeron la dieta control con base en proteina de
origen animal (DC) vs dieta vegetal mejorada (DVM), La duracion del experimento fue de
30 dias; Mientras que el experimento II fue la continuidad del experimento I de ambas
dietas en juveniles tempranos (1.5 g.) a juveniles tardios (20 g.), este bioensayo tuvo una

duracion de 105 dias.

4.2.- Composicion de las dietas.
En la Tabla 3.1 se presenta la composicion de las dietas empleadas en los ambos

experimentos, la composicion de la dieta nos da un balance isocaléricos he isoproteicos.

Tabla 3.1. Composicion de las dietas de los experimentos 1. para postlarvas Experimento II. Para juveniles.

INGREDIENTES DC DVM
HARINA DE PESCADO 16 16
PASTA DE SOYA 15 10
HARINA DE TRIGO 14 8
CALAMAR 30
CON. PROT DE SOYA 23
CON. PROT. DE PAPA 12
GLUTEN DE TRIGO 5
ACEITE DE BACALAO 5 5
LECITINA DE SOYA 2 2
COLESTEROL 0.5 0.5
ALMIDON 145 155
ROBIMIX C 0.03  0.03
VIT ROBIMIX 2 2
AGLUTINANTE 1 1
TOTAL 100 100

4.3.- Método de elaboracion de las dietas experimentales.
Los ingredientes secos se tamizaron a menos de 250 mm y se mezclaron por 20 min y
posteriormente se adicionaron los aceites, y se continu6 el mezclado hasta formar la pasta,
la cual fue pasada por un molino de robillo sin fin para extrudirla y formar los pellets, el
cual su secado a 45°C posteriormente los pellets fueron almacenados a 4°C hasta ser

empleados.
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4.4.- Descripcion del dispositivo y condiciones de manejo de ambos experimentos.

La calidad del agua se mantuvo por medio de diferentes filtros, en el area externa se contd
con un filtro de arena lecho profundo, filtro U. V. y un cartucho de 50 p; mientras que en el
sistema de recirculacion se tuvo un filtro de arena de lecho profundo, filtro de cartucho 20
m, un desproteinisador, ademés de contar con un “chiller” que mantuvo siempre la misma
temperatura de 28+1 °C.

El dispositivo en el cual se llevo el primer experimento fue con 30 tinas con capacidad de
30 L cada uno, el numero de siembra fue de 30 postlarvas por cada tina y los pardmetros
fueron: salinidad de 36, una temperatura de 28 °C+1 y oxigenacion a saturacion; para
mantener esta calidad de agua se hacian recambio del 30 % del agua a diario y se usé un
fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad.

Para el segundo experimento se cont6 con 8 tanques de Im de area de base, con un
volumen de 400 L los cuales siempre mantuvieron una salinidad de 36, una temperatura de
28°C=+1 y oxigenacion a saturacion; para mantener esta calidad de agua se hacian recambio

del 30% del agua a diario y se us6 un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad.

4.5.-Racién Alimenticia para ambos experimentos.
La racion alimenticia se calculd cada 15 dias, tomando el peso de 15 organismos por
tratamiento y asi hacer un promedio para, ajuntar la racion al 10% de su biomasa por

estanque repartida en tres tiempos a alimentacion.
4.6.- Parametros a Evaluar en ambos experimentos.

4.6.1.-Indicadores fisiologicos.

Parametros del balance Bioenergético.
El consumo de oxigeno se determind al finalizar los experimentos usando organismos
provenientes de cada uno de los tratamientos, para lo cual se usé un respirdmetro de
sistema abierto, utilizando 10 camaras con capacidad de 500 ml o 1000ml segun sea el peso
de los organismos, en las cuales en 9 se les colocd 1 camardn, y se mantuvo una camara
control. Las determinaciones se realizaron por medio de las diferencias en las
concentraciones de oxigeno en el agua de entrada y salida de las camaras y conociendo la

velocidad (constante promedio de 10 ml por 10 s) y temperatura (28°+ 1 C) (Rosas et al.,
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2003).
VO, = {([O2]entrada — [O2]satiga)* Flujo} — {([O2]entrada — [O2]satida)control FIujocontror}
Donde VO, es el consumo de oxigeno expresado en mg de O, por hora por animal,
[O2]entrada €S la concentracion en mg L' de O; en el agua que entra a la camara
respirométrica, [O2]sida €S la concentracion en mg por litro de O, en el agua sale de la
camara respirométrica, F es la velocidad o flujo del agua que pasa a través de la camara
respirométrica expresada en litros por hora.
Los valores de (UE+ZE) fueron estimados basados en la ecuacion de Cho y Bureau, 1998
que corresponde al 0.9% de la sumatoria de la energia retenida en carcasa
(RE)+(HiE)+energia basal (HeE).
UE+ ZE=(RE+HeE+HiE)*0.09.
Parametros bioquimicos
Para la medicion de las actividades de las enzimas digestivas, se obtuvieron los
hepatopancreas de los juveniles provenientes de los tratamientos, los cuales fueron pesados,
para obtener el peso humedo promedio y se almacenaron en micro tubos Ependorff
posteriormente sumergidos en nitrogeno liquido (-195°C) y almacenados a -40°C hasta el
momento de su analisis.
Para preparar los extractos de los organismos se tomo el hepatopéancreas se les adicion6 a
cada micro-tubo 500 ml de agua destilada y se homogeneizaron las muestras sobre hielo
por 30 segundo con un “rotor” a velocidad maxima. Seguidamente se centrifugaron 20 min
a 14 000 rpm a 4°C. El sobrenadante (extracto crudo) se separd por decantacion el cudl fue
en parte utilizado para medir la actividad enzimatica de la tripsina y quimotripsina. Del
mismo sobrenadante se tomaron 100 mL y se diluyeron en 900 mL de agua destilada
obteniendo una dilucién (1:10) y fueron utilizadas para medir la actividad de la a-amilasa,
metabolitos y proteina total (Geiger, 1988), El procesamiento de las muestras se llevo a
cabo manteniendo en todo momento las muestras a baja temperatura para evitar la
desnaturalizacion de las enzimas y los extractos crudos y diluidos fueron utilizados
inmediatamente para su analisis.
Las determinaciones para la tripsina y quimotripsina de los hepatopancreas se realizaron
por los métodos de Geiger y Fritz, (1988) y Geiger, (1988), respectivamente. Los

hepatopancreas fueron homogenizados con 500 mL de agua pura, centrifugados a 14 rpm a
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4°C durante 20 min. La actividad de la tripsina se determind usando BAPNA (benzoil-
arginina-paranitro-anilide) (Sigma B7632) 100mM como sustrato en un amortiguador TRIS
0.1 M, pH 8. La tasa de hidrolisis del sustrato se midi6 como el incremento en la
absorbancia en un espectrofotometro Spectronic modelo 21D a 405 nm durante dos min,
obteniéndose la diferencia en absorbancia entre el primer minuto y el segundo utilizandose
un coeficiente de extincion g495= 1.02 L mol™! cm™ (Geiger, 1988). Una unidad fue definida
como la actividad correspondiente a 1 mM de p-nitroaniline liberado en un minuto. La
actividad de la Quimotripsina fue medida por el mismo método pero con el sustrato
succinil-alalina-2-prolina-phenil-p-nitro-anilida (SAPPNA)

Para la determinacion de la proteina soluble (Bradford, 1976) mediante el kit Bio-Rad-500-
0006. Se determind la concentracion de proteina soluble a través de la accion de una
solucion acida de color, el azul de Coomasie, el cual se liga a los aminoacidos
primariamente basicos y aromaticos, especialmente la arginina. Las muestras fueron leidas
después de 10 min con un filtro de 595 nandémetros. Se coloco 10 mL del extracto crudo en
un pozo de las microplacas por triplicado para cada muestra y posteriormente se afiadieron
200 ml de la solucién reactiva del kit, se dejo incubar 10 min y se leyd en un lector de la
marca Biorad modelo 550 a 595 nm.

Electroforesis de la tripsina y quimotripsina.
El anélisis electroforético de los extractos proteinicos obtenidos de los musculos de
organismos en diferentes estadios de muda, se llevdo a cabo bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) segtin la técnica descrita por Laemmli, (1970). Se trabajé
con geles al 12 % Las muestras fueron mezcladas con azul de bromofenol (0.01%); Se
tomaron alicuotas de 10 pl y fueron colocadas en el borde superior del gel. La electroforesis
fue llevada a cabo con un voltaje constante (100 volts) hasta que la banda de colorante (azul
de bromofenol) llegd a 1.0 cm del borde inferior del gel. La actividad de las proteinas fue
obtenido por medio de la incubacion del gel en caseina al 1% y después tefiido con azul de
Coomasie al 0.1% (en 40% de metanol/10% &cido acético) durante una hora y destifiendo
con una solucién 40% de metanol y 10% de &cido acético. Se utilizaron marcadores de
pesos moleculares de amplio rango.
Supervivencia

La supervivencia se calcul6 en base al numero de organismos que llegaron al final del
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experimento en relacion con el nimero inicial de organismos. Los resultados se expresan en
porcentaje.

Coeficiente Diario de Crecimiento
El crecimiento se determind por medio del Coeficiente Diario de Crecimiento (CDC)
diario% mg dia™.

CDC=(Peso final"*-Peso inicial*/dias)*100

5.- Analisis estadisticos.

El disefio para el experimento I fue completamente aleatorio con 2 tratamientos y 15
réplicas/tratamiento, mientras que el segundo contd con 2 tratamientos y 3 réplicas La
densidad de siembra para experimento 1 fue de 30 organismos/tanque con un peso
promedio de 0.012 + 0.004 g. y para el experimento 2 fue de 50 organismos/tanque con un
peso promedio de 6 = 0.7 g.

Las pruebas para analizar los resultados en este capitulo para ambos experimentos fue una
prueba de T (Zar, 1999), y se realizaran pruebas posteriori de Tukey. En todas las pruebas

estadisticas se trabajo con una probabilidad de 0.05.
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6.- Resultados.

6.1.- Experimento L.

6.1.1 Indicadores Fisiologicos.

Balance energético
Los resultados del modelo de distribucion bioenergética se presentan en la Tabla 3.2. Se
realizd la prueba de T, para evaluar las diferencias entre de las dos dietas para todos los
parametros del modelo. En relacion con respiracion de rutina (HeE) no se obtuvieron
diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05), Ni tampoco para el incremento
de calor aparente (HiE),
En la Tabla 3.2 se presentan los valores en % de la Tabla 3.3, para asi tener una

presentacion de los datos, donde se haga mas facil la observaciones las diferencias.

Tabla 3.2. Modelos de balance bioenergético en Joules/animal/dia. del Experimento I (postlarvas).
Tratamiento DC (calamar) DVM (vegetal).

Tratamiento Valor ED HeE HiE UE + ZE RE EEXV

DC 1590.4 £134.9" 448.0+60.6" 2768+ 645" 1268+58" 703.65+86.4" 352+42°
DVM 1727.8 £129.5% 490.0+44.5" 392.1+545" 13476 +83" 677.1+77.6" 338+39°

ED (energia digerible calculada); HeE (energia de la respiracion de rutina en ayuno; HiE (energia del
incremento de calor aparente); UE (excrecion amoniacal de ayuno); ZE (energia de excreciéon amoniacal post-
alimentaria); RE (retencion de energia para el crecimiento) EEXV (energia estimada par la muda)
*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +=Error estandar, n= 3.

Tabla 3.3. Modelo del balance bioenergético en %. del Experimento I (postlarvas). Tratamiento DC (calamar)
DVM (vegetal).
Tratamiento Valor ED HeE HiE UE + ZE RE EEXV
DC 100+85 282+3.87% 174+41" 80+04" 442+54" 224+03°
DVM 100+7.5 284+26" 227+32% 78+05" 392+45" 20+02°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +=Error estandar, n= 3.

Parametros bioquimicos
Proteina soluble y la actividad especifica de la tripsina y la quimotripsina de los
hepatopancreas de las postlarvas (pl) de L. vannamei.
En la Tabla 3.4 se presentan los resultados de proteina soluble y de la actividad especifica
de la tripsina y la quimotripsina de las pl de L. vannamei del Experimento 1. La proteina
total soluble, resultdé afectada por los tratamiento dietéticos, de tal manera que las pl

alimentados con la DC presentaron el valor significativamente mayor, comparado con las pl
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alimentadas con la DVM (p>0.05). Sin embargo, en lo que respecta a la actividad
especifica de la tripsina, el valor més elevado se presentd en los camarones alimentados con
la dieta DMV (p<0.05). Por ultimo, la actividad quimotripsina no resultd afectada por las
dieta (p>0.05).

Tabla 3.4 Proteina soluble (mg/ml) y actividad especifica (mU/mg de proteina) de la tripsina y la
quimotripsina del Experimento I (postlarvas). Tratamiento DC (calamar) DVM (vegetal).

Tratamiento  Proteina total soluble Tripsina Quimotripsina
DC 3.7£1.5° 35+£1.4° 66.3 £43°
DVM 35+£0.5° 2.8+0.7% 394 £92°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +=Error estandar, n= 3.

La desviacion estandar mas alta se encuentra en la actividad enzimatica de la quimotripsina

en las dos dietas, lo cual muestra su variabilidad ante las dos fuentes de proteina.

Supervivencia
En relacién con la supervivencia (Fig. 3.1) no se observaron diferencias significativas entre

las dietas probadas en el experimento (p>0.05).

Supervivencia Exp. |
100

80

60 -

% de supervivencia de post-larvas

ANIMAL VEGETAL

Figura 3.1.- Supervivencia (%)del Experimento I (postlarvas). Tratamiento DC (calamar) DVM (vegetal).
*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar.

Coeficiente Diario de Crecimiento
En relacion con el crecimiento que los resultados de prueba de T no muestra diferencias
(p<0.05).La tasa de crecimiento que presentd una tendencia a ser mas elevada se obtuvo en
los juveniles alimentados con la dieta animal, mientras que las dieta vegetal presentd el

menor crecimiento (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Coeficiente diario de crecimiento (%/dia) del Experimento I (postlarvas). Tratamiento DC
(calamar) DVM (vegetal).
*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. =Error estandar.

La diferencia en ganancia de peso uno de los parametros mas representativos en el

investigacion pues es un factor muy relevante en la industria.

6.2.- Experimento I1

6.2.1.- Indicadores Fisiologicos.

Balance energético
En la Tabla 3.5 se presentan los resultados del modelo de distribucion bioenergética del
experimento Il DC, y DVM, donde se analizaron los valores de HeE, HiE con una prueba
de T. La HeE maés elevada se obtuvo en los juveniles alimentados con la DVM, (Tabla 3.5,
p<0.05), mientras que para la DC, no se observaron diferencias (p>0.05). En relacién con el
HiE, la DC present6 el maximo valor, con represent6 a la DVM (Tabla 3.5, p<0.05).

Tabla 3.5. Modelos de balance bioenergético en Joules/animal/dia. del Experimento II (juveniles).
Tratamiento DC (calamar) DVM (vegetal).

Tratamiento Valor ED HeE HiE UE + ZE RE EEXV
DC 2381.8+112.47" 785.5+445" 5369+449" 189.2+£12.5" 828.8+683" 41.4+36"°

DVM  2177.7+£98.5" 934.0+94.4° 429.0+945" 168.6+9.0" 6153+82.8" 308+3.9"
ED (energia digerible calculada); HeE (energia de la respiracion de rutina en ayuno; HiE (energia del
incremento de calor aparente); UE (excrecion amoniacal de ayuno); ZE (energia de excrecion amoniacal post-
alimentaria); RE (retencion de energia para el crecimiento) EEXV (energia estimada para la muda)
*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. =Error estandar.
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En la Tabla 3.6 se presentan los valores en % de la Tabla 3.5, para asi tener una

presentacion de los datos, donde se haga mas facil las observaciones de las diferencias.

Tabla 3.6. Modelo del balance bioenergético en % del Experimento II (juveniles). Tratamiento DC (calamar)
DVM (vegetal).

Tratamiento  Dieta Valor ED HeE HiE UE +ZE RE EEXV

DC Calamar 100+4.7 33.0+19% 225+19% 79+05" 348+16° 1.7+02°
DVM Vegetal 100+£4.5 429+43° 197+43* 7.7+04° 283+29° 14+02°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar. N=3
Cabe resaltar que la desviacion estandar mas grandes son de nuevo en la DVM.

Parametros bioquimicos
En la Tabla 3.7. se presentan los resultados de la proteina soluble y las actividades
especificas de la tripsina y la quimotripsina de los juveniles alimentados con las dos dietas.
La prueba de t no detectd diferencias significativas (p>0.05) ni en relacion con la proteina

soluble, ni para las 2 enzimas analizadas (Tabla 3.6).

Tabla 3.7. Proteina total soluble (mg/ml) y actividad especifica de la tripsina (mU/mg de proteina) y la
quimotripsina (mU/mg de proteina) del Experimento II (juveniles). Tratamiento DC (calamar) DVM

(vegetal).
Tratamiento Dieta Proteina Tripsina Quimotripsina
DC Calamar 1,8+0.1% 31.5+103% 451.0+91.5%
DVM Vegetal 19+06" 243+37° 190.1+41.0°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. +Error estandar. N=3

La desviacion estandar presente en la quimotripsina vuelve a ser mas alta, teniendo el
mismo comportamiento que en el experimento I, al igual que la proteina presenta los
valores mas bajos de desviacion estandar y la tripsina teniendo valores intermedios.
Supervivencia
La prueba de T aplicado al porcentaje de supervivencia presentd diferencias significativas
entre los tratamientos (p<0.05) (Fig. 3.3), siendo la DC la que presenta un mejor
rendimiento en este rubro, y la DMV el valor mas bajo.
Coeficiente Diario de Crecimiento
El coeficiente diario de crecimiento (CDC, % dia™), no mostro diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05). Presentd una tendencia en crecimiento, siendo la DC la mas
elevada, mientras que el valor menor se present6 en la DVM (p>0.05) (Figura 3.4)

El crecimiento es uno de los parametros mas importantes para la industria acuicola por lo
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que al tener una respuesta positiva con las fuentes de origen vegetal surgiere su gran

potencial para sustituir la proteina de origen animal.
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Fig. 3.3.- Supervivencia (%) del Experimento II (juveniles). Tratamiento DC (calamar) DVM (vegetal).
*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. =Error estandar.
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Figura 3.4.- Coeficiente diario de crecimiento (%/dia) del Experimento II (juveniles). Tratamiento DC
(calamar) DVM (vegetal).
*Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Prom. =Error estandar.
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7.- Discusion

Indicadores Fisioldgicos.
Anger, (2001) menciona que el crecimiento y desarrollo implica las conversiones en
energia quimica potencial, originada del alimento ingerido o bien de las reservas
internamente almacenadas. Estos procesos de conversion son sintetizados en términos
metabolicos, y debido al metabolismo intermediario de los crustaceos, depende del
consumo de oxigeno (comunmente referido como respiracion) y altamente correlacionada
con la tasa metabodlica global.
La respiracion tanto en pl como juveniles es continuamente afectada por la calidad y
cantidad de alimento disponible en el medio, en términos generales se ha propuesto que la
alimentacion incrementa la tasa respiratoria y su efecto ha sido denominado Accién
Dinamica Especifica (Lehninger et al., 1993) o Incremento de Calor Aparente (Rosas et al.,
1997 a) y representa los costos energéticos de la alimentacion y la digestion.
Es por esto que hay tener muy presente la calidad y cantidad de las fuentes vegetales usadas
en esta investigacion las cuales son de gran valor nutritivo y tiene un impacto en factores
fisiologicos y bioquimicos refiriéndonos a la actividad de las enzimas involucradas en la
asimilacion de los nutrientes.
En el caso de las pl presentan un comportamiento omnivoro con tendencias a la hervivoria
y pueden alimentarse de fuentes de origen vegetal y animal en su ciclo de vida (Anderes,
1982; Anderes, 1984; Marte, 1980; Hunter y Feller, 1987), lo cual indica que estos
organismos presentan una gran diversidad de enzimas digestivas capaces de digerir estas
fuentes proteicas (Lovett y Felder, 1990), y es en esta etapa donde la formacion de habitos
alimenticios esta en un constante cambio, siendo los pendidos un grupo que se adaptan muy
bien a los cambios en la composicion de la dieta mediante la induccion de un conjunto de
enzimas digestivas (Le Moullac et al., 1996), ademdas de que L. vannamei presenta una
tolerancia nutricional mayor que otras especies. Esta tolerancia se debe, en parte a su alta
capacidad para utilizar un amplio rango de proporciones proteina/energia para su
crecimiento (Rosas et al., 2001).
Sin embargo la diferencia de crecimiento y supervivencia que se pudo observar en la etapa

de juveniles se puede deber a lo observado por Rosas et al., (2000) donde las diferencias en
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los habitos alimenticios y en los requerimientos nutricionales estdn asociadas también con
la capacidad de las especies para utilizar en diferentes proporciones a las proteinas como
sustrato metabolico, siendo la dieta de calamar la que proporcionada mejores fuentes en el
estadio de juvenil, los cual estd de acuerdo con Nunes et al., (1996) que determin6 que los
camarones ingieren una gran variedad de componentes que varian en proporcion a
diferentes edades, y siendo esta etapa donde se presenta un mayor afinidad por la proteina
de origen animal.

Los resultados de este estudio manifiestan la habilidad de L. vannamei para consumir las
fuentes de proteina de origen vegetal en cantidades superiores a una fuente de proteica de
origen animal marino, en la etapa de pl, lo cual confirma lo expresado por Anderes, (1982 y
1984) al considerar a esta especie como omnivora con tendencia a la herbivora en esta

etapa y omnivora con tendencias a las fuentes de proteina animal en la etapa juvenil.

Experimento |

Balance energético,

En el caso del balance energético en las pl no se encuentran diferencias significativas en
ninguno de los pardmetros analizados, solo una tendencia a ser mds alta la energia de
retencion (RE) en los organismos alimentados con la dieta de origen animal marino, y una
mayor facilidad para asimilar este ingrediente, esto se vio reflejado en el valor bajo que
presento el valor de energia del incremento de calor aparente (HiE) a comparacién de los
organismos alimentados con la dieta vegetal, esto se puede atribuir a que la en la fase
terminal del estadio de pl ya se presenta una tendencia al uso de proteina de origen animal
marino, y esta se acenttia en la etapa juvenil.

Supervivencia y Coeficiente Diario de Crecimiento

Las pl alimentadas con la dieta de origen vegetal, presentan crecimiento y supervivencia sin
diferencias significativas con la dieta control, lo cual corresponde positivamente al balance
bioenergético, esto se debe a varias razones:

La dieta vegetal mejorada esta compuesta por concentrados proteicos de alta calidad y un
alto nivel de digestibilidad (Lemos et al., 2009, Capitulo 1 y 2). Sé confirma en buena
medida la calidad nutricional de los diferentes ingrediente usados (Carrillo, 1994; Lemos et

al., 2009), ademas estos ingredientes presentan una digestibilidad comparable a la harina
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de pescado (Anexo A).

Otra razon es que al producirse una mezcla complementaria de nutrientes, generalmente se
obtiene mejores resultados que cuando se emplea un sola fuente proteica de origen vegetal
(Jaime, 2006).

A favor de estos ingredientes tenemos los resultados logrados por Forrellat el al., (1988) y
Gallardo e/ al., (1989) que evaluaron algunos ingredientes proteicos y obtuvieron que la
harina de pescado cubre casi de manera satisfactoria los requerimientos de L. vannamei
refiriéndose a los aminoacidos esenciales (a.a.e.), sin embargo la combinaciéon de diferentes
ingredientes de origen vegetal y animal marino logrd satisfacer de manera completa las
necesidades de a.a.e. (Anexo A), en el caso de los organismos alimentados con la dieta
vegetal presentaron los mismo resultados que los organismos alimentados con la dieta
control en la etapa de pl, siendo nula la diferencia significativa en valores de zootecnia.

El aporte de los diferentes ingredientes tiene un desempefio fundamental, en el caso de la
soya la cual posee una composicion proteica de alta calidad nutricional, probablemente la
mejor de las leguminosas. (Anexo A). Los niveles inclusion de la soya en los alimentos
comerciales para camarones por lo general se encuentran entre el 10 y el 25%; el nivel
maximo no debe exceder el 40% (Akiyama et al., 1989), en el caso de este estudio se uso
solo el 23 % de concentrado proteico y 10 % harina de soya lo cual estd dentro de los
parametros de mejor rendimiento, ademas se tiene que valorar el uso del concentrado
proteico en vez de la harina (Anexo A).

Otra factor para que no se presentaran diferencias entro las pl es el uso de la harina de papa
que es un excelente componente proteico para el cultivo de animales marinos (crustaceos y
peces) (Hertrampf' y Piedad-Pascual, 2000, 2000 a y 2000 b).

Su contenido de proteina supera los niveles de proteina de origen animal, debido a ello
puede reemplazar la fuente de proteina en la alimentacion de los camarones, ademas el
perfil de los aminoacidos no esta solamente bien balanceado, sino que el contenido de
aminoacidos es de alto valor en todos los a.a.e. (Anexo A). Esto particularmente aplica a
lisina, metionina, treonina y triptofano; Ademas la harina de papa es rica en fosforo; esta
contiene tres veces mas fosforo que calcio (Anexo A) (Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000,
2000 a'y 2000 b).

El otro ingrediente de la dieta vegetal mejorada es el trigo el cual tiene un porcentaje de
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proteina medio, con algunos a.a.e. limitante como son la lisina, treonina y valina (Anexo
A); Pero la materia seca es relativamente baja, lo cual ayuda a la buena asimilacién de
dicho ingrediente. (Hertrampf'y Piedad-Pascual, 2000, 2000 a y 2000 b).

Ademas en esta dieta se usoé el gluten de trigo el cual contiene entre un 80—-85 % total de las
proteinas del trigo (Shewry y Halford, 2002; Shewry, Napier, y Tatham, 1995), es por esto
el uso de esta forma del ingrediente para poder ayudar y aportar los requerimientos
necesarios para L. vannamei y asi lograr los buenos rendimientos en crecimiento y
sobrevivencia que se presentaron en la etapa de pl alimentadas con la dieta vegetal
mejorada.

En el caso de los organismos alimentados con la dieta compuesta por harina de calamar
presentan un buen desempefio, con una tendencia al mejor crecimiento y supervivencia, lo
cual puede ser atribuido a que esta fuente cuenta con factores de crecimiento (Ezquerra et
al.,2004), otro factor es que las pl al final de esta etapa ya presentan una tendencia a buscar
fuentes proteicas de origen animal (Kanazawa et al., 1985), ademés de que presentan una
gran palatabilidad ante este insumo (Cruz-Sudrez et al., 2001), al igual que la harina de
pescado (Anderson et al., 1993)

Se debe contemplar que la digestibilidad que presenta esta fuente de proteina es de alto
rendimiento lo cual puede incrementar el crecimiento y supervivencia de las pl, debido al
menor gasto energético para hidrolizar proteinas (Alvarez, 2003), lo anterior se ve
reflejado en balance bioenergético de dichos organismos, teniendo un menor gasto
energético en el consumo de esta dieta.

Las caracteristicas expuestas en el parrafo anterior nos muestran las bondades del calamar y
se ve un posible impacto al final del experimento siendo la dieta vegetal la de menor
supervivencia y menor crecimiento en la etapa pl la cual se hace notoria en la etapa juvenil

donde se ven diferencias significativas.

Experimento 11

Balance energético,
En el estadio de juveniles se encontraron diferencias significativas en pardmetros
importantes como son la RE y ED; Los animales alimentados con la dieta control, son los
que presentan un valor mas alto de ED y esto se debe a que la dieta cuenta con diferentes
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factores que ayudan a hacerla més consumida, y por ende proporcionar mayor cantidad de
energia a los organismos (Gaxiola et al., 2005).
Los factores que ayudan a ser la mds ingerida es que presentan un mayor palatabilidad,
ademds de que estudios donde se concentran relaciones de diferentes fuentes de origen
animal marino proporcionan un mayor crecimiento como es el caso de trucha donde la dieta
con solo calamar proporcionada un buena tasa de crecimiento pero si se incluye harina de
pescado mejorada la tasa de ingestion y crecimiento(Cruz-Sudrez ef al., 2001).
Ademds la fuentes presentan un impacto positivo en la RE y esto se debe a que la fuente
presenta un factor de crecimiento (Ezquerra et al., 2003), es este esto se ver reflejado en la
tasa de crecimiento mayor y mejor supervivencia en experimento II en la etapa de juveniles
Estas diferencias en el balance energético, se pueden ver reflejadas en los indicadores de
crecimiento y supervivencia.

Supervivencia y Coeficiente Diario de Crecimiento
Las diferencias presentadas por los juveniles de L. vannamei puede deberse a un efecto
acumulativo de las carencias minimas negativas presentadas desde su crianza, como se sabe
en el cultivo de camarodn, la larvicultura tiene un papel fundamental en la supervivencia y
crecimiento en todo el desarrollo del cultivo (Jaime, 2006).
De hecho se puede plantear, en concordancia con Lovett y Felder, (1990), que el cambio de
funcion intestinal que se opera en las pl de camarones peneidos, que incluye diferencias en
la velocidad de transito del alimento por el tracto digestivo, puede ser el origen de la
diferencia en el requerimiento proteico entre pl y juveniles de la misma especie.
Lovett y Felder, (1990) afirman que en el caso de pl tempranas de peneidos, cuando se
provee de un aporte continuo de alimento, se produce un desperdicio del mismo debido a
que es pasado directamente al tronco del intestino medio y eliminado en forma de heces,
pudiendo darse una asimilacion neta menor en un periodo determinado de tiempo. Pero este
transitdé rapido del bolo alimenticio puede favorecer el movimiento de los FAN de las
fuentes vegetales y hacer menos evidentes los efectos de estos, ya que al ser tan rapido el
movimiento intestinal los inhibidores de las proteasas no afectan a las pl de la misma
manera que a los juveniles (Leterme y Beckers, 1989). En comparacion de los juveniles
donde el aparato digestivo en su forma adulta permite que ingieran Unicamente lo que
asimilan efectivamente y la alimentacion cesa cuando la cdmara cardiaca se ha llenado,
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permitiendo asi la accion de los FAN presentes en la dieta de origen vegetal.

Este tipo de caracteristicas a llevado a que un nimero de investigaciones presenten un gran
interés acerca de los procesos digestivos y se enfoquen en la evaluacion de las habilidad de
los organismos para hidrolizar, absorber y asimilar los principales nutrientes de la dieta
(Guzman et al., 2001) en diferentes etapas del desarrollo pues una alimentacion efectiva
depende del conocimiento acerca de como los organismos usan los diferentes componentes
de las dietas (Vega-Villasante et al., 2004)

Uno de los factores mas importantes a evaluar son los FAN presentes en los insumos
utilizados para formular la dieta de origen vegetal, estos FAN son los posibles causantes del
bajo crecimiento y supervivencia en los organismos alimentados con esta dieta en la etapa
juvenil.

Tenemos que en la soya el inhibidor de a-amilasa de tipo knottin (Franco et al., 2002);
Pelaez et al., (1991) encontraron otros FAN como oxalatos y nitratos; En el trigo
Fitohemaglutininas, acido fitico, factor flatulento, inhibidor de amilasa y posible
contaminacion con aflatoxinas. (Tacon, 1989); Y en la Papa como FAN tenemos la
solanina (Anexo A). Ademas de los mencionado en el capitulo 1 y 2 para cada uno de los
Insumos.

Para poder entender mejor el efecto de estos factores tendremos que ver el efecto que tiene

sobre las enzimas.

Indicadores Bioquimicos

Experimento [ y II
Los estadios larvarios y postlarvarios de los camarones peneidos sufren una serie de
cambios metamorficos que inciden directamente sobre la actividad enzimatica (Lovett y
Felder 1990; Lemos y Rodriguez, 1998). Sin embargo, también en las etapas de juvenil y
adulto se detectan cambios en las diferentes actividades enzimdticas que parecen estar
relacionados al crecimiento y a la digestibilidad del alimento (Lee y Lawrence, 1985;
Gamboa et al., 2003 ).
Una correlacion entre el cambio ontogenético en la actividad enzimatica y la variacion en el
patron alimenticio en camarones peneidos ha sido ampliamente aceptada (Lee et al., 1980;

Fang y Lee 1992; Ribeiro y Jones, 2000). La importancia de conocer la variabilidad de la
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actividad enzimatica relacionada con el proceso ontogenético radica en el hecho de que ésta
relacion se puede usar como un indice del estado tréfico para estimar la fase de desarrollo
en las cuales las formulaciones de las dietas deben ser modificadas (Cuzon et al., 2003;
Galgani et al., 1984).

Es por lo anterior que podemos ver diferencias en la actividad de las enzimas en los
juveniles las cuales no se veian en las pl las cuales tiene una mayor adaptabilidad a
diferentes fuentes nutricionales. Ha sido hipotetizado que la actividad enzimatica es mas
alta en aquellos subsatratos que son mas comunes en la dieta (Johnston y Yellowlees 1998;
Moss et al., 2001), lo cual corresponde a la mayor actividad de la quimotripsina en los
hepatopancreas de los juveniles alimentados con la dieta animal, esto puede ser una
adaptacion de L. vannamei pues cambia sus habitos alimenticios en este estadio, siendo su
base de alimentacion fuentes proteicas de origen animal (Rosas et al., 2000).

Por otro lado las deficiencias provocadas por la dieta vegetal puede tener varias razones una
de ellas es que la cantidad de fibra, lo cual puede provocar un aumento de la velocidad de
transito del bolo alimenticio, no permitiendo actuar a las enzimas digestivas el tiempo
suficiente para asimilar los nutrientes. (Alvarez et al., 2004), pero si para dejar los actuar a
los FAN de estas fuentes.

Otro son los FAN, mencionados ya en los capitulos anteriores (Anexo A).

Es un hecho ampliamente reconocido que las fuentes vegetales contienen una variedad de
FAN que inciden o interfieren en la disponibilidad de los nutrientes, causando un efecto
negativo en el crecimiento de los animales. La concentracion de estos factores es muy
variable y sus efectos bioldgicos son distintos segun la especie animal (Huisman et al.,
1991), siendo los animales jovenes mas sensibles a ellos, es por esto que se pueden ver las
diferencias en esta etapa.

Inhibidores de las proteasas

Los inhibidores de las proteasas son proteinas con actividad especifica antitripsinica y
antiquimotripsinica (Griffiths, 1984). Aunque existe una gran variabilidad entre los
distintos fuentes, el efecto general de estos inhibidores de las proteasas es el de reducir la
digestibilidad de las proteinas e incrementar las secreciones digestivas de las enzimas.
Estos efectos se producen mediante la formacidon de un complejo estable (enzima-inhibidor)

que transita a lo largo del tracto digestivo sin ser atacado, aumentando las pérdidas de
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material endégeno (Leterme y Beckers, 1989), en el caso de los dos estadios no se puede
ver este efecto, pues son los animales alimentados con la DC, los que presentan una mayor
actividad en las enzimas tanto tripsina como en la quimotripsina, lo cual concuerda con lo
dicho por otros autores, que menciona que la actividad enzimadtica digestiva es alta para
aquellos sustratos que son mas comunes en la dieta (Cox, 1981; Johnston y Yellowlees,
1998), ademas de que la calidad y fuente de proteina puede afectar la actividad de una
enzima mediante la regulacion de la sintesis, secrecion e inactivacion (Snook y Meyer,
1964).

Taninos

Los taninos son un grupo de compuestos fendlicos (polifenoles) que poseen la capacidad de
formar complejos con los nutrientes de la racion, primordialmente la proteina, haciéndolos
resistentes a la accion de los enzimas digestivos (Griffiths, 1981). Pueden también, por si
mismos, inactivar estas enzimas (Longstaff y McNab, 1991), y esto se ver reflejado en su
baja actividad de las enzimas tomadas del hepatopancreas de los organismos alimentados
con la dieta de origen vegetal tanto en etapas de pl y juveniles

Los taninos son generalmente bastante resistentes al calor, es por esto que es dificil
eliminar por completo este FAN, pero hay otras alternativas, que se tendran que usar, y
estudiar el efecto de dichas técnicas por ejemplo en el caso particular de las leguminosas,
estos compuestos son predominantemente taninos o polifenoles condensados que se
encuentran localizados en la cascarilla de las semillas pero el descascarillado es el mejor
proceso para eliminar estos factores ya que se encuentran presentes en la cascarilla. El
remojo en soluciones acuosas y alcalinas solubiliza y modifica los taninos (Chavan et al.,
1979). El almacenamiento anaerobio y la adicion de productos quimicos
(polivinilpirrolidona y polietilenglicol) pueden también reducir los efectos nocivos de estos
FAN (Mitaru et al., 1985; Salunkhe et al., 1990).

Lectinas

Son glicoproteinas capaces de unirse a azlicares especificos y a otras glicoproteinas.

La mayoria de las lectinas son resistentes a la hidrolisis causada por los enzimas digestivos
proteoliticos, y son eliminadas con las heces (Jaffe, 1980; Nakata y Kimura, 1985). Debido
a esta resistencia, las lectinas permanecen activas en el intestino y son capaces de unirse a

los receptores localizados en la superficie del epitelio intestinal, es por eso que el efecto de

86



estos no son tan intensos en el caso de las pl las cuales tiene un transitd digestivo rapido, y
por eso la falta de diferencias en los indicadores fisiologicos, pero no asi en los organismos
en estadio juvenil alimentados con la dieta de origen vegetal, la cual si presenta un impacto
negativo, que se ve reflejado en los indicadores fisiologicos.

Al igual que los inhibidores de las proteasas, las lectinas son inactivadas por el tratamiento
térmico dependiendo su inactivacion de la temperatura alcanzada. Estudios en ratas y pollos
han demostrado que estas glicoproteinas se unen fuertemente a las membranas de los
enterocitos, pudiendo afectar el proceso de absorciéon de los nutrientes (Pusztai, 1989;
Rubio et al., 1990). Por otra parte, se ha comprobado que las lectinas pueden competir con
los microorganismos en los mismos lugares de la pared intestinal, produciendo un
desequilibrio en la microflora intestinal y favoreciendo la formacion de cepas bacterianas
patogenas (Sissons, 1989). Las lectinas se caracterizan por su gran riqueza en cistina, y en
su estructura se encuentran puentes disulfuros que las hace inatacables por las enzimas
digestivas.

La aplicacion de los tratamientos térmicos a las leguminosas tiene un efecto muy directo
sobre su digestibilidad nutritiva y esto, a su vez, influye marcadamente en el crecimiento de
los animales. Por lo tanto, la determinacion de la actividad de los FAN no puede ser tomada
como Unico indicador de la eficacia del tratamiento térmico cuando éste se relaciona con el
valor nutritivo. Los datos recogidos por King et al., (1983), Myer y Froseth, (1983),
Rodriguez y Bayley, (1987) y Van der Poel, (1990), reflejan la necesidad de una mayor
informacion en relacion con la contribucion relativa de cada uno de los FAN y el efecto del
tratamiento térmico sobre la digestibilidad ideal de los nutrientes, especialmente proteina,

en distintas especies.
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Conclusiones

En el proceso para substituir la proteina de origen animal marina por otras fuentes de
proteicas y en particular con fuentes de origen vegetal, se ha puesto de manifiesto una
tendencia reciente y a dado origen a propuesta de nuevos estudios en el camaron.

El camaron ha sido alimentado con diferentes fuentes de origen vegetal, tal como los
granos de soya la cual se tiene conocimiento de su alta digestibilidad ademas de presentar
un precio bajo y una gran disponibilidad, sin embargo una de las desventajas mas notables
son sus FAN del grano de soya (SBM) tales como su factor anti-tripsina. Es por esto el
interés en los concentrados proteicos de soya para la formulacion de dietas, en donde se
elimina el factor anti-tripsina, aunque se puede acumular residuos de fitasas, El costo de los
concentrados proteicos pueden ser mas alto, pero también el nivel de inclusion es las dietas
€s menor.

Los concentrados proteico de origen vegetal estudiados en este trabajo fueron encontrados
como factibles para la sustitucion de la harina de pescado debido a su alta digestibilidad, la
cual esta por encima de alimentos regulares y por presentar un buen balance en términos de
suministro de aminoacidos esenciales, si se pone en comparacion con alimentos
comerciales incluyendo las dieta elaborada con calamar y harina de pescado.

En términos practicos la posibilidad de usar dichas dietas tiene dos puntos a contemplar:
Los cuales son el nivel de inclusion de la proteina y el sistema de cultivo a usar; Por
ejemplo, en caso de una densidad media baja la necesidad de la dieta para las exigencias
reales de L. vannamei es una combinacion de concentrado proteico de soya, trigo y
concentrado proteico de papa con calamar y harina de pescado en un porcentaje del 25 al 30
%, como se ha mostrado en varios experimentos anteriores. Pero estos resultados se
mejoraran si se usa un sistema intensivo con “Floc” y un alimento con una inclusién al 20
% de proteina; En dicho caso la combinacion de concentrado de origen vegetal (El trigo, la
soya y papa) podria ser usados necesitando solo el 2 % de calamar para este tipo de
sistemas intensivos de camardn blanco.

Tal acercamiento sera experimentado en el futuro debido a nuevas demandas sobre la
disponibilidad de tierra costera y una tendencia dramatica para reducir los desechos de los
sistemas de produccién de animal, ademds de la urgencia para reducir el contenido de

proteina en la alimentacion de camaro6n, junto con una busqueda constante para la mejora
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del funcionamiento total econdémico y una necesidad urgente de una conversion de alimento

inferior, comparada a lo que existe ya en el campo de piscicultura.
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Conclusiones y Recomendaciones Generales

Después de analizar el uso de fuentes alternas de proteinas vegetales como substituto de la
harina de calamar en dietas para camarén se puede concluir:

De las plantas oleaginosas, las mds utilizadas actualmente de forma importante en la
alimentacion acuicola es la harina de soya a pesar de su diferencia en algunos aminodcidos
y contenido de FAN, es la fuente de proteina vegetal mds usada en la acuicultura,
llegandose a utilizar como recurso proteico hasta el 100% en algunas especies.

Sin embargo, tiene la enorme desventaja de que su uso compite con el consumo humano y
animales terrestres, lo que ha elevado los costos y en algunos paises es tan cara o
inaccesible como la harina de calamar.

Otro punto importante a desarrollar es el uso de esta fuente y su impacto en los
consumidores, pues falta todo el andlisis del impacto en la salud por usar estos nuevos
ingredientes, como es el concentrado proteico de soya.

La utilizacién de las micro algas en dietas balanceadas para larvas de camarén L. vannamei
estd recobrando importancia (Freeman et al., 1996). Spirulina sp. se ha incorporado como
un constituyente importante y como complemento alimenticio en las dietas de larvas de
peces, principalmente debido a su riqueza en proteinas, vitaminas, carotenos y &acidos
grasos. Pero generalmente altos niveles de inclusion en las dietas limitan el crecimiento
debido a su elevado contenido de dcidos nucleicos y deficiencias de aminodcidos
sulfurados.

Las leguminosas tienen un gran potencial para su uso en acuicultura como substituto parcial
de la harina de calamar, por los altos niveles de proteina que tienen, porque en su cultivo no
requieren fertilizantes nitrogenados y por la amplia variedad de especies que existen.

Se considera necesario continuar con esfuerzos de investigacion para identificar especies o
variedades con bajos valores de FAN como los realizados con la canola. Es importante
también realizar estudios sobre técnicas efectivas y de bajo costo, para la eliminacion de
ciertos FAN y estudios agrondémicos para incrementar la produccion de las plantas
seleccionadas, con el fin de conocer el potencial de las mismas a nivel comercial.

Se ha probado que las leguminosas son vehiculos adecuados en sistemas de extrusion en
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donde se mezclan con subproductos de origen animal, obteniendo mezclas proteicas de alta
calidad.

Un estudio importante serd la fuentes de proteina vegetal locales, pues la utilizacién de
estos subproductos se realiza solamente en las regiones en las que se encuentran
disponibles. Algunos de estos concentrados proteicos no pueden ser utilizados debido a los
niveles y toxicidades de algunos FAN como la solanina en el caso de la papa.

Existen nuevas dreas de investigacion de produccidn proteica masiva, en la utilizacion de
plantas halo6fitas como fuentes alternas, que puedan integrarse a los sistemas de cultivo
semi intensivo e intensivo comercial y alternativos como el bio-floc en peces, crusticeos
marinos y de aguas salobres, utilizando los efluentes cargados de nutrientes,

transformédndolos en proteinas, aceites y carbohidratos para consumo humano y animal.
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ANEXO A



En este Anexo se compone de varias tablas donde se resumen las caracteristicas de los
ingredientes estudiados en esta tesis y la informacion que se utilizd para poder explicar los
efectos de estas fuentes proteicas sobre nutricion en L. vannamei.

Tabla Resumen de la Harina de Calamar, Harina de Pescado, Concentrado Proteico de Soia, Gluten de Triio i Concentrado Proteico de Paié.

Caracteristicas Cualitativo Cuantitativo Autores Comentario
% Proteina ++ 95% | Martinez-Vega et al., 2000b
% Proteina Cruda ++ 80% | Hertrampf'y Piedad-Pascual, 2000
Materia seca 95% | Hertrampf'y Piedad-Pascual, 2000
a.a. Limitantes fenilalanina Kreuzer, 1986 Todos son 6ptimos
Palatabilidad ++ positiva Ezquerra et al.,2003 Se usa en la industria con este fin
casi en un Cordova-Murueta y Garcia-Carrefio ef al., | Mencionas que es digestibilidad
Digestibilidad in vivo 100%, 75-88 % 2002 aparente y % de hidrolisis
Digestibilidad in vitro 40 - 60 %
Digestibilidad proteina 83%
Digestibilidad m.c. 69%
Digestibilidad energia 80%
Factores
antinutricionales No existen
(Cérdova-Murueta y Garcia-Carrefio, 2001;
Factor de crecimiento +++ 2002; Ezquerra et al., 2003
En las ultimas dos décadas cl uso
ingrediente para alimento se ha
uso en la acuicultura (peces y crusticeos) (Hardy, 2006). incr do blemente
Usoenla
camaronicultura +++ Cruz-Ricque et al., 1987

Efecto estimulante para peneidos.

Nivel de inclusién

5-60%

Ezquerra-Brauer et al., 2003, Cruz-Ricque
et al., 1987, Diaz et al., 1999

Depende de la etapa y tipo de
especie de camarén.

Caracteristicas Cualitativo Cuantitativo Autores Comentario
Anderson et al., 1993 Hardy y Masumoto

% Proteina + 60 - 95 % 1991
% Proteina Cruda +++ 61-85% Aizpun et al., 1968 Anderson et al., 1993
Materia seca
a.a. Limitantes fenilalanina Kreuzer, 1986 Todos son 6ptimos

Es una de las fuentes que se usa

para poder darle palatabilidad a
Palatabilidad +H Muy Positiva Varios las dietas.

casi en un Cérdova-Murueta y Garcia-Carrefio ef al, | Mencionas que es digestibilidad

Digestibilidad in vivo 100%, 75.1-88.6 % 2002 aparente y % de hidrolisis
Digestibilidad in vitro 15-46 %
Digestibilidad proteina 80% | Smith et al., 2000
Digestibilidad m.c. 93% | Smith et al., 2000
Digestibilidad energia 89% | Smith et al., 2000
Factores
antinutricionales No existen
Factor de crecimiento A+ Por su alta palatabilidad

En las ultimas dos décadas el uso
uso en la acuicultura +++ (peces y crusticeos) (Hardy, 2006). se ha incrementado notablemente
Usoenla
camaronicultura +++ Cruz-Ricque et al., 1987

Allen Davis y Arnold, 2000; Kureshy y Depende de la especie para L.

Nivel de inclusion ++ 5-48 % Allen Davis, 2000; Velasco et al., 2000; V i esdel 6 al 22




Caracteristicas Cualitativo Cuantitativo Autores Comentario
Es uno de los nutrientes mas
% Proteina et Casi el 100% Smith et al., 2000 usados en la nutriciéon animal
Es una de la fuente mas usadas en
% Proteina Cruda ++ 92% | NRC, 1983 la Acuacultura
Materia seca
Es por eso una de las fuentes mas
a.a. Limitantes bajos Casi el 100% (li solo en Metionina) Akiyama et al., 1991 usadas
Si no se encuentran factores
Palatabilidad Positiva inutricionalc
Digestibilidad in vivo ++ Casi el 100% Divakaran et al., 2000 y Smith et al., 2000
Digestibilidad in vitro | +++ 55-96 %
Proporciona una digestibilidad
Digestibilidad proteina | +++ 92% | Smith et al., 2000 positiva
Digestibilidad m.c. +H 67% | Smith et al., 2000
Digestibilidad energia | "++ 71% | Smith et al., 2000
Factores Inhibidores de las Proteasas, Taninos, Lectinas, Factores que se puede neutralizar
i icionale: -t ctc Hui etal., 1991 con calor y otros tr i
uso en la acuicultura ++ En dietas para peces y crusticeos Akiyama 1988
Los autores realizan una
recomendacion general para la
inclusion del trigo y sus
Usoenla productos en dietas para
camaronicultura ++ En especies carnivoras y hervidoras Tacén 1989 y Hertrampf'y Pascual 2000 crusticeos
No es recomendable una
inclusién tan alta, es mejor no
Nivel de inclusiéon ++ 25al 75% Akiyama 1988 pasar del 40 %

Caracteristicas Cualitativo Cuantitativo Autores Comentario
Siempre y cuando sea en forma
Tomado de Hertrampf & Piedad- de Gluten, pues contiene entre el
% Proteina +H+ 2-26% Pascual, 2003 75y 80 % de la proteina.
Tomado de Hertrampf & Piedad-
% Proteina Cruda 14.30% | Pascual, 2003
Materia seca
a.a. Limitantes Lisina, treonina, valina
Palatabilidad Baja
Digestibilidad in vivo | +++ 924 +/-0.6
Digestibilidad in vitro |+ 259 +/-2.7
Davies y Arnold 1995 y Bruson y Romaire
Digestibilidad proteina 81-98 % 1994
Davies y Arnold 1995 y Bruson y Romaire
Digestibilidad m.c. 85-100 % 1994
Digestibilidad energia 71% | Bruson y Romaire 1994
Fitohemaglutininas, 4cido fitico, factor
flatulento, inhibidor de amilasa y posible
Factores contaminacion con aflatoxinas. inhibidor de la | Tacén, 1989 y Hertrampf & Piedad- Factores que se puede neutralizar
inutricionale: +H+ tripsina ¢ inhibidor de la invertasa Pascual, 2003 con calor y otros tr
Factor de crecimiento | No se reporta. No se reporta.
uso en la acuicultura ++ En dietas para peces y cru:
Los autores realizan una
recomendacion general para la
inclusién del trigo y sus
Usoenla productos en dietas para
camaronicultura +H+ En esp carnivoras y hervidoras Tacén 1989 y Hertrampf'y Pascual 2000 crusticeos
Nivel de inclusion +H+ 5-20% Tacén 1989 y Hertrampf'y Pascual 2000 Segln la edad y especie.




Papa

Caracteristicas Cualitativo Cuantitativo Autores Comentario
Tomado de Hertrampf & Piedad-
% Proteina + 2-25% Pascual, 2003
Tomado de Hertrampf & Piedad- La proteina tiene alto valor si es
% Proteina Cruda +++ 82.00% | Pascual, 2003 en forma de concentrado
Materia seca
Tomado de Hertrampf & Piedad- Rico en Metionina Histidina,
a.a. Limi Con altos valores, en casi todos. Pascual, 2003 Triptofano y Trionina
Palatabilidad Baja
Digestibilidad in vivo |+++ Coclho y Massamit- Furuya., 2005
Dependiendo si se analiza en
18-24% forma de ingrediente o en una
Digestibilidad in vitro |+ Coclho y Massamit- Furuya., 2005 dicta
Digestibilidad proteina 74%
Digestibilidad m.c. 68%
Digestibilidad energia 75%
Factores
antinutricionales +++ solanina, Glicoalcaloides
Factor de crecimiento | No se reporta. No se reporta.
uso en la acuicultura + Salménidos y crusticeos Merican y Smith 1995
Usoenla
camaronicultura + Especies Carnivoras y hervidoras Merican y Smith 1995

Nivel de inclusion

0.6-10%

Moyano et al., 1992).
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Glosario

Absorcion: Transporte de los productos de la digestion desde el tracto digestivo hasta
la sangre TR difusion facilitada (esp), difusion simple (esp), pinocitosis (esp), transporte
activo (esp) (Chong y Vega 2003).

Actividad proteolitica: Capacidad de las enzimas de hidrolizar enlaces peptidicos en las
proteinas (Chong y Vega 2003).

Alimento artificial: Alimento que contiene nutrientes en cantidades y proporciones que
satisfacen necesidades fisioldgicas de los animales especificadas por autoridades
reconocidas en nutricion animal (Chong y Vega 2003).

Alimento completo: Alimento nutricionalmente adecuado para un animal especifico y para
un determinado estado fisioldgico, su composicion permite ser administrado como la inica
dieta y es capaz de mantener la vida o promover la reproduccion o ambos sin el consumo
de ninguna otra sustancia adicional excepto agua (Chong y Vega 2003).

Alimento formulado: Alimento compuesto por dos o mas ingredientes proporcionados,
mezclados y procesados de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Chong y Vega
2003).

Alimento vive: Alimento conformado por organismos vivos Ej.: microalgas, artemias,
copépodos (Chong y Vega 2003).

Aminoacido: Compuesto orgdnico que tiene un grupo amino y un grupo carboxilo en su
estructura; principal componente de las proteinas, por lo que su distribucion y
concentracion determina las propiedades de estas (Chong y Vega 2003).

Aminoacido esencial: Aminoacido que no puede ser sintetizado o que se sintetiza en
cantidades insuficientes para cubrir los requerimientos Optimos de una determinada especie,
por lo tanto debe ser suministrado en la dieta TR leucina (esp), isoleucina (esp), lisina (esp),
metionina (esp), triptofano (esp), treonina (esp), valina (esp), arginina (esp), histidina (esp),
metionina (esp), cistina (esp), fenilalanina (esp), tirosina (esp) (Chong y Vega 2003)

Asimilacion: Proceso de transformacion de sustancias ajenas en sustancias propias del
protoplasma; es distinto en los organismos autétrofos que en los heterdtrofos (Diccionario
Esencial de las Ciencias, 2000).

Caseina: Proteina fundamental de la leche. Nota: ingrediente utilizado como proteina de
referencia en estudios de nutricion (Chong y Vega 2003).

Dieta: Régimen de alimentacion controlado, término referido al alimento balanceado
(Chong y Vega 2003).

Digestion: Proceso de degradacion quimica de los alimentos ingeridos a formas mas
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sencillas, que puedan ser absorbidas y asimiladas por el organismo. Puede ser extracelular,
como en la mayor parte de los animales, o intracelular como en el caso de la captura
fagocitica en protozoos y celentéreos (Diccionario Esencial de las Ciencias, 2000).

Digestion: Proceso fisiologico que se basa en la transformacién de los alimentos en el
aparato digestivo a través de una hidroélisis enzimatica que fracciona los polimeros de los
nutrientes en pequefias moléculas capaces de ser asimiladas por las células del intestino y
transportadas al torrente circulatorio para su distribucion (Chong y Vega 2003).

Electroforesis: Técnica para separar moléculas en una matriz (agarosa o poliacrilamida) de
acuerdo a su carga eléctrica y tamafio (Chong y Vega 2003).

Endoproteinasa: Enzima que hidroliza enlaces peptidicos en la parte interna de la cadena
polipeptidica (Chong y Vega 2003).

Enlace peptidico: Enlace que une a los aminoacidos para formar proteinas, se origina por
la condensacion del grupo alfa-amino de un aminoacido con el grupo alfacarboxilico de
otro aminoacido con pérdida de agua (Chong y Vega 2003).

Enzima: Biomolécula tanto proteina como RNA que cataliza una reaccion especifica y
acelera la velocidad de las reacciones bioldgicas (Chong y Vega 2003).

Hidrdlisis: Reaccion quimica en la cual el agua interacciona con otra sustancia para formar
una o mas sustancias nuevas (Chong y Vega 2003).

Hidrolizado: Producto de la hidrolisis quimica y/o enzimatica (Chong y Vega 2003).

Hidrolizado de Proteina: Es el producto de proteina solubilizado enzimaticamente en la
materia prima por una hidrolisis de proteina limitada.

Inhibidor enzimatico: Sustancia que en contacto con las enzimas inhibe su actividad de
manera reversible o irreversible.

Nutricion: Proceso por el que los organismos utilizan el alimento para la obtencion de la
energia relativa al crecimiento, mantenimiento y reparacion: Los dos tipos principales son
la nutricion autétrofa y la heterdtrofa (Diccionario Esencial de las Ciencias, 2000).

Nutriente: Elemento del agua o del suelo que plantas y animales son capaces de ingerir
como alimento (Diccionario Esencial de las Ciencias, 2000).

Requerimiento nutricional: Cantidad minima de un nutriente que logra el maximo de
crecimiento y una salud 6ptima (Chong y Vega 2003).

Sustrato: Material que recubre el fondo de un ambiente acuatico, puede ser usado para
describir nutrientes presentes en procesos metabolicos o como medio para crecimiento
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bacteriano. En bioquimica: compuesto biologico que es transformado por la accion de las
enzimas (Chong y Vega 2003).

Glosario de abreviaciones

%H: Porcentaje hidrolisis.
FAN: Factores anti-nutricionales.
CDA: Coeficientes de digestibilidad aparente.

D1: Tratamiento de organismos alimentados con una dieta con 30% de concentrado
proteico de soya.

D2: Tratamiento de organismos alimentados con una dieta con 30% de gluten de trigo.

D3: Tratamiento de organismos alimentados con una dieta con 30% de concentrado
proteico de papa.

D4: Tratamiento de organismos alimentados con una dieta con 30% de Spirulina

DS5: Tratamiento de organismos alimentados con una dieta con 30% de coctel vegetal.

D6: Tratamiento de organismos alimentados con una dieta con 30% de Harina de Calamar.
DC: Tratamiento de organismos alimentados con una dieta con 30% de Harina de Calamar.

DVM: Tratamiento de organismos alimentados con una dieta con 30% de coctel vegetal
mejorado

ED: Energia digerible calculada

EEXYV: Energia utilizada para la muda

GH: Grado de hidrolisis total

HeE: Energia de la respiracion de rutina en ayuno
HiE: Energia del incremento de calor aparente

pl: Postlarva

RE: Retencion de energia para el crecimiento

UE: Excrecion amoniacal de ayuno
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ZE: Energia de excrecion amoniacal post-alimentaria
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