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Abreviaturas

AG Acilglicéridos

N, Estadio naupliar 1

PZ, Protzooea 1

M1 Mysis 1

PL, Postlarva 1

WPI Weight of the protein isolated (proteina aislada del suero de leche)

CPSP Hidrolizado de pescado al 70% de proteina

UFC Unidades formadoras de colonia

F Flotabilidad

T tiempo

T Constante de tiempo de flotaciéon

D Dieta microencapsulada sin probidticos

DP1 Dieta microencapsulada con probidtico (método 1:coacervacion)

DP2 Dieta microencapsulada con probidticos (método 2: emulsién
multiple)

C Control de alimento vivo

ID Indice de desarrollo

TCA Acido tricloroacético

ug microgramos

P Probabilidad
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Resumen

El presente trabajo consisti6 en evaluar dos diferentes métodos de
microencapsulacion de microorganismos probidticos, que se adicionaron al
cultivo larvario de camardon blanco, a partir de la hipdtesis de que si los
probiéticos llegan vivos y en cantidad suficiente a las larvas, esto podria
mejorar el crecimiento y la supervivencia del camarén blanco Litopenaeus

vannamei.

Se microencapsulé Lactobacillus acidophilus, un probiético frecuentemente
utilizado en la industria alimentaria por sus beneficios en el balance de la
microbidta intestinal, pero con efectos poco conocidos en acuicultura;
asegurando que la microencapsulacion por cualquiera de los dos métodos lo
protegiera contra las condiciones del proceso asi como de la exposicién hacia el

oxigeno para su posterior almacenamiento.

Los dos métodos utilizados para la obtencion del probidtico microencapsulado
fueron el realizado mediante una matriz de proteinas polisacaridos y el de
emulsién multiple, mismas que fueron secadas posteriomente para obtener las

microcapsulas en forma de un polvo.

Antes y después de la microencapsulacion se determiné la viabilidad del
probidtico por cuenta en placa y después de un afo de almancenamiento se
determiné la viabilidad del probiético mediante un ensayo de fluorescencia y
cuenta en placa, ademas también se realiz6 una valoracién fisicoquimica de la

microcapsulas para determinar si eran aptas para ser adicionadas a las larvas.

Se realizaron bioensayos para observar el efecto del probidtico en la
supervivencia y desarrollo de las larvas de camardn; se probaron cuatro
tratamientos, un tratamiento contenia UGnicamente una una dieta (D)
microencapsulada especialmente disefiada para L. vannamei en la etapa
larvaria, otro tratamiento se conformé de esta dieta junto con microcapsulas

de probidtico por método de emulsion mualtiple (DP2), un tercero dieta mas



microcapsulas por método de matriz de proteinas polisacaridos (DP1) y un
control de alimento vivo (C) para poder ver el efecto que ejerce el probidtico

en la supervivencia y desarrollo de los organismos.

Los resultados obtenidos indicaron que el método de microencapsulaciéon que
mantuvo la mejor viabilidad del probiético in vivo e in vitro, fue el de
interacciéon proteinas polisacaridos. Sin embargo, ambos métodos lograron
conservar una concentracion adecuada después de un afio de almacenamiento.
Ambas microcpsulas con probiético presentaron resultados equivalentes en
cuanto a estabilidad en medio simulado (Flotabilidad y porcentaje de
disolucién) ademas de un tamarfio adecuado para su consumo. Después de ser
adicionadas a los organismos, de los dos tratamientos conteniendo el
probiético (DP1 y DP2) el tratamiento que logré la mejor supervivencia, el
mejor crecimiento y el menor retraso en el indice de desarrollo respecto al
control fue el obtenido con las microcapsulas del probidtico por emulsiéon

multiple (DP2).

Se concluye que el probiético microencapsulado con la técnica de Emulsion
multiple sirvié pues se lograron resultados similares al control con el alimento

vivo ayudando al desarrollo y supervivencia de las larvas.

El andlisis de enzimas, metabolitos y consumo de oxigenos, indicd que la dieta
fué deficiente en acilgricéridos por lo que es necesario una reformulaciéon de la

dieta.



1. Introduccidon

La produccion de los cultivos paralelos (microalgas y nauplios de Artemia)
necesarios durante el desarrollo larvario del camardn blanco Litopenaeus
vannamei tiene un elevado costo para las granjas de produccién de camaroén,
por lo que es necesario utilizar alimentos artificiales en el cultivo larvario
debido a los altos costos y riesgos que representa la producciéon de alimentos
vivos (Jones et al., 1993; Kanazawa et al., 1982, 1989; Kurmaly et al., 1989a;
Vergara, 1990; Chu, 1991;Chitravadivelu, 1992).

Debido al aumento en pérdidas econdmicas en la acuicultura por muertes de
los organismos ya sea por una inadecuada alimentacién o por enfermedades,
es importante desarrollar alimentos que sean adecuadamente formulados y

que provean proteccion contra enfermedades.

Los probidticos juegan un papel muy importante en estanques de cultivo sobre
la productividad, la nutricién de los organismos, el control de enfermedades, la

calidad del agua, y el impacto hacia el ambiente.

Probidtico se refiere a “organismos o sustancias que contribuyen a un balance
en la microbiota intestinal” (Parker, 1974). Entre los beneficios de
suplementar probidticos se encuentran: mejoras al valor alimenticio,
contribucibn enzimatica para la digestion, inhibicibn de microorganismos
patégenos, promocion del crecimiento, y un incremento en la respuesta

inmune (Chiu et al., 2007).

Sin embargo, hay que tomar en cuenta que existen diferentes factores que
afectan la viabilidad de los microorganismos probidticos, y que los probidticos
deben ser suministrados y consumidos en estado viable para que puedan tener

el efecto que se atribuye a estos productos.

Se sabe que Lactobacillus acidophilus es una bacteria acido lactica de origen
humano, su temperatura de crecimiento es de 35°C se desarrolla en medios

acidos (pH 4-5 o menores) siendo esta una ventaja sobre bacterias patdégenas



pues ésts no toleran pH bajos, se considera una bacteria proteolitica por su
capacidad de hidrolizar los enlaces peptidicos y se microaeré6fila por lo que
concentraciones elevadas de oxigeno le son toxicas (Pelczar, 1982, Bricefo et
al, 2001).

Debido a que las principales funciones de la microencapsulacion son:
proteccidn contra el deterioro por efecto del oxigeno y otros gases, control de
la transmisién de humedad, manejo de materiales liquidos y so6lidos, control
sobre la liberacion del material microencapsulado y protecciébn contra la
contaminacién microbiana es necesario encontrar la mejor técnica de
encapsulacion, para poder asegurar que el probidtico se encuentre viable al

momento del consumo.

Ademadas las microcapsulas deben presentar caracteristicas fisicoquimicas tales
como tamafio de particula adecuado al estadio de la larva de camaroén, tiempo
de disolucién y flotabilidad adecuada a las caracteristicas del sistema de cultivo
y los habitos de consumo, lo cual puede determinar el éxito o no del cultivo
larvario, pues se ha demostrado una fuerte correlaciéon entre el crecimiento y
la supervivencia de las larvas y la estabilidad de los alimentos artificiales en el
agua, que no es debida solamente al tamafio de particula o contenido
nutrimental de los alimentos (Amjad et al., 1992), ya que es necesario
considerar que las particulas seran ingeridas y rotas mecanicamente para
permitir que el contenido sea digerido o bien puedan ser susceptibles de

hidrélisis enzimatica.

Una técnica muy utilizada para microencapsular es mediante la interaccion de
proteinas con polisacaridos y su posterior secado por aspersion seleccionando
adecuadamente los materiales que formaran la pared de la microcapsula, de
tal manera de proveer un ambiente que asegure la estabilidad del
microencapsulado. Otra técnica recientemente utilizada para microencapsular
compuestos es por emulsion mualtiple, la cual puede ser secada por aspersion

para obtener finalmente el probiético en forma de polvo.



2. Antecedentes
2.1 Camaronicultura y uso de antibidticos

La camaronicultura se ha desarrollado en todo el mundo por la gran demanda
que existe en el mercado por este alimento. Sin embargo en la practica de
cultivo intensivo uno de los problemas existentes es la alta mortandad, que
conlleva a serias pérdidas econémicas y que es causada principalmente por el

estrés y por enfermedades.

Aun cuando por mucho tiempo se han utilizado antibiéticos para la prevencién
y el control de enfermedades, su uso ha sido cuestionado por la evolucién en la
resistencia que generan en las bacterias patdégenas (Castro Mejia et al., 2005;
Balcazar et al., 2006), ademas de que estos productos ocasionan problemas
ambientales, por lo que se ha incrementado la necesidad de encontrar

préacticas alternativas, como el uso de probidticos (Tinh et al., 2008).

2.2 Probidticos

También puede referirse al “suplemento alimenticio microbiano vivo que afecta
beneficiosamente al animal hospedero por la mejora en el balance de la

microbiota intestinal” (Fuller, 1989).
2.3 Beneficios y usos de probidticos

Entre los beneficios de estos suplementos se encuentran: mejoras al valor
alimenticio para los organismos, contribuciéon enzimatica para la digestion,
inhibicibn de microorganismos patégenos, actividad antimutagénica vy
anticancerigena, factores promotores de crecimiento, y un incremento en la

respuesta inmune (Farzanfar et al., 2006; Wang et al., 2008).

El uso de los probidticos es ahora ampliamente aceptado en la acuicultura con

aplicaciones en el cultivo de moluscos, peces y camarones, con resultados



efectivos para la preservacion de la salud de los animales acuaticos (Balcazar
et al., 2006; Chiu et al., 2007; Kesarcodi-Watson et al., 2008) y con beneficios
en la calidad del agua (Dalmin et al., 2001).

Las bacterias probidticas utilizadas para la mejora de la calidad del agua
principalmente por su capacidad de disminuir la concentracion de las
sustancias organicas disueltas, estan representadas por el género Bacillus spp
y se sabe que en general, las bacterias Gram positivas presentan una mejor
habilidad para convertir la materia organica en CO, en relacién con las Gram

negativas (Balcazar et al., 2006; Dalmin et al., 2001).

En cuanto a los efectos benéficos sobre la salud por la adicion de probidticos a
los cultivos de las especies acuicolas, se ha evaluado una serie de
microorganismos con estas caracteristicas: microalgas como Tetraselmis,
levaduras como Debaryomyces, Phaffia y Saccharomyces (Aguirre Guzman et
al., 2002), bacterias Gram positivas como Bacillus (Brunt et al., 2008),
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus (Hagi y Hoshino et
al., 2009), Micrococcus, Streptococcus y Weissella y Gram negativos como
Aeromonas (Brunt et al., 2008), Alteromonas, Photorhodobacterium,

Pseudomonas y Vibrio (Chiu et al., 2007).

Actualmente se sabe que existe una asociacibn benéfica entre los
microorganismos probidéticos y los hospederos, sin embargo, aln no se conoce
a fondo el funcionamiento del tracto digestivo de los organismos acuaticos, en
especial de las larvas, para entender la contribucién que los probidticos tienen

en la salud y bienestar de estos organismos.
2.3.1 Mecanismos de accién propuestos de probidticos

Los mecanismos de accion que han sido propuestos para explicar el efecto
benéfico de los probidticos son: antagonismo contra patdbgenol3s, competencia
por sitios de adhesién en el tracto gastrointestinal, competencia por nutrientes,
contribucidén enzimética a la digestion, mejoramiento de la calidad del agua, y
estimulacion de la respuesta inmune en el huésped, como ya fue mencionado

antes (Tinh et al., 2008).



Existen estudios sobre el efecto que ejercen las bacterias anaerdbicas
intestinales en la mejora de la asimilacion y digestién del alimento (Ramirez y
Dixon et al., 2003). También se ha reportado su actividad como bacterias
antagonicas de microorganismos patégenos (Fukami et al., 2002; Yoshinaga et
al., 2007; Balcazar et al., 2008) ademas de que la competencia por la
adhesion y colonizaciéon de las superficies mucosas sirve como primera barrera
de defensa contra la invasion de bacterias patégenas (Gomez-Gil et al., 2000;
Vine et al., 2004). Por ejemplo se ha reportado que inoculaciones diarias en los
tanques de cultivos de larvas de camardn blanco con bacterias probidticas,
previenen la colonizacion por bacterias patdgenas durante el cultivo (Peeters y
Rodriguez, 1999).

La competencia por nutrientes también ejerce un importante rol en la
composicion de la microbiota (Vershuere et al., 2000) y conviene insistir en la
estimulacion de la respuesta inmune por la adicién de probiéticos (Chiu et al.,
2007), lo cual es de gran importancia, pues existen grandes pérdidas
econOmicas en la camaronicultura por problemas de enfermedad de los

organismos, como ya fue mencionado.
2.3.2 Métodos de adicién de probidticos

Los probidticos pueden ser proporcionados al huésped o adicionados a su
ambiente acuatico en diferentes maneras: a) adicion por medio del alimento
vivo (bioencapsulacion); b) adicién al agua de cultivo y ¢) adicion a una dieta
artificial (Balcazar et al., 2006). Cuando se elige utilizar dietas artificiales es
necesario hacer una adecuada seleccién de ingredientes que sean digeribles y

biodisponibles por el organismo acuatico.
2.3.3 Prebidticos

Los prebidticos son ingredientes alimenticios no digeribles, que estimulan el
crecimiento y/o la actividad de una bacteria especifica o0 de un namero de
especies bacterianas del colon, promoviendo su desarrollo (Picot y Lacroix,
2004; Ozer et al., 2005). También coadyuvan para encapsular bacterias

probidticas de forma simple, conjunta o como co-encapsulantes, con el



objetivo de proporcionar un efecto protector ante los efectos fisicos, quimicos,
medio ambiente, y las condiciones de almacenamiento, procesamiento y

fluidos gastrointestinales (Lian et al., 2003; Ann et al., 2007).

2.4 Sistema digestivo de larvas
2.4.1 Papel de la microflora

El sistema digestivo de los hidrobiontes es un sistema abierto en constante
contacto con el ambiente acuoso, el tracto es rico en nutrientes y por lo tanto
favorece el crecimiento de muchas bacterias. La microflora del tracto intestinal
juega un importante papel en el proceso digestivo y nutricional de los animales
acuaticos, tanto en estado larval como en estado adulto, ya que puede servir
como una fuente suplementaria de vitaminas, aminoacidos esenciales, enzimas

extracelulares, etc. (Balcazar et al., 2006).

También contribuye a la resistencia a enfermedades infecciosas pues puede
favorecer el equilibrio bacteriano. Por ejemplo, se sabe que las bacterias acido
lacticas producen bacteriocinas que inhiben el crecimiento de microorganismos
patégenos, y que pueden favorecer la modulacién de la respuesta inmune
(Chiu et al., 2007).

2.4.2 Ontogenia de Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

En los estadios larvarios los camarones se encuentran como libres nadadores,
y los cambios tanto en morfologia como en habitos, se llevan a cabo a lo largo
de algunas semanas, en lugar de que ocurran transformaciones bruscas en el

estado decapodo (PL;) (referencia).

Después de la eclosidn, las larvas pasan a través de cinco estadios naupliares
(N:1-Ns), tres estadios protozoeas (PZ;-PZ3) y tres Mysis (M;-M3) antes de

transformarse a decapodo (PL;).(referencia)



Durante los primeros estadios larvarios a partir de PZ,, las larvas presentan un
tubo digestivo indiferenciado en el que se lleva a cabo el proceso de digestion
y absorcién de nutrientes, en este tubo existe una regiéon denominada intestino
medio, donde se da el mayor proceso de absorcién y digestiéon, el cual mas
tarde, da lugar a la glandula digestiva (Lovett y Felder 1989). En esta etapa,
las larvas empiezan a alimentarse de microalgas como las diatomeas con
tamafos menores a 6 um, o flagelados como Tetraselmis spp de 14 a 26 ym
(Trecce y Yates, 1990), y hacia el final del estadio protozoea, cuando se va
formando un tubo digestivo mas diferenciado y con una mayor actividad de
las enzimas digestivas (entre PZ; y M;) se incorpora zooplancton por el
aumento en la demanda de proteina de origen animal, en donde la Artemia

spp, es la mas frecuentemente utilizada.

La estructura mandibular en las larvas de crustaceos tiene un particular
desarrollo de superficies para molienda, las cuales pueden ser relacionadas con
los hébitos alimenticios que cambian de herbivoro a carnivoro. Dichas
adaptaciones aparentemente se relacionan con el desarrollo de la morfologia
funcional del intestino, pues estudios en larvas de crustaceos han demostrado
como su fisiologia digestiva se adapta a las diferentes estrategias de
alimentaciéon durante el desarrollo larvario, lo que provee una buena
perspectiva para el disefio apropiado de dietas artificiales para cultivos (Jones
et al., 1997a). Las larvas del estado protozoea tienen como principal fuente de
alimento el fitoplancton, por lo que poseen una gran area digestiva secretoria
en relacion al volumen del intestino, y se ha observado que las larvas secretan
mayores niveles de enzima cuando los nutrientes de la dieta como las
proteinas son escasos o poco digeribles (Le Moullac et al., 1994). Cuando la
larva se desarrolla y cambia a carnivora, esta area secretoria disminuye, lo que
refleja la regresion del intestino medio (Abubakr y Jones, 1992; Lovett y Felder
1990b). Al mismo tiempo, el hepatopancreas y la glandula filtradora se
desarrollan hacia la morfologia funcional adulta durante los ultimos estados

larvarios.



2.4.3 Actividad Enzimatica

La actividad enzimatica se incrementa durante los primeros estadios larvarios,
debido al tipo de alimentaciéon, la cual consiste principalmente por
fitoplancton, teniendo picos de actividad entre PZ3; y M; (Pedroza et al., 2004) y
disminuye conforme la larva crece hacia PL; (Lovett Y Felder, 1990), y se
explica al cambiar tanto la morfologia como la alimentacién de la larva (de
fitoplancton a zooplancton). Esto se ha observado en Litopenaeus vannamei el
cual ha sido capaz de adaptarse exitosamente a una alimentaciéon carnivora en
estados de desarrollo tempranos (PZ,) y se ha encontrado que el contenido de
tripsina en el estado PZ; es mas elevado gque el de otras especies (Jones et al.,

1993; Le Vay et al., 1993).

Todo esto implica que existe una fuerte modulacién del contenido de enzimas,
en respuesta a la calidad de la dieta en los primeros estadios larvarios, lo cual
ha sido observado en estados mysis de otras especies de peneidos (Jones et

al., 1993; Le Vay et al., 1993; Rodriguez et al., 1994, Le Vay et al, 2001).

El incremento en la actividad de las enzimas digestivas coincide con la
diferenciacion del intestino de las larvas entre PZ; y M; (Buddington y
Doroshov, 1986) y el decremento de estas actividades se da inmediatamente
después de la metamorfosis y coincide con la degeneraciéon del intestino medio
y la formacion de la glandula digestiva o hepatopancreas, asi como la aparicion
del molino géastrico para el fraccionamiento de las particulas alimenticias
(Lovett y Felder, 1989).

Las enzimas reportadas para Litopenaeus vannamei son: tripsina,
quimiotripsina, elastasa, colagenasa, lipasa y amilasa (Le Moullac et al, 1992).
Todo lo anterior, abre la posibilidad del uso de diversos materiales para ser
utilizados en la formulacién de las dietas y como materiales de proteccién para

las bacterias acido-lacticas.



2.5 La microencapsulacion como método de protecciéon de microorganismos

probidticos

Recientemente se ha evaluado el uso de bacterias acido lacticas como
probidticos para acuicultura (Chiu et al., 2007; Balcazar et al., 2008). Dado
que se trata de bacterias anaerobias y en algunos casos microaerdfilas, altas
concentraciones de oxigeno en el medio al cual se adicionan pueden ser toéxicas
(Bricefio et al., 2001). Para proteger a las bacterias acido lacticas de la
influencia deletérea del ambiente, se ha utilizado la microencapsulacién que es
una forma de empacado microscopico que permite mantener su viabilidad al
protegerlas en su sensibilidad al oxigeno, a las condiciones de procesamiento y
durante el almacenamiento (Favaro-Trinidad y Grasso, 2002; Picot y Lacroix,
2003, Ann et al., 2007).

Para asegurar una buena proteccion de los materiales a encapsular es
importante hacer una adecuada seleccibn de Ilas condiciones de
microencapsulacion asi como de los materiales encapsulantes, considerando:
capacidad de formar peliculas, liberacibn completa del material encapsulado,
capacidad de protecciéon a condiciones ambientales, facilidad de manipulacion a
altas concentraciones, habilidad para dispersar o emulsificar el material activo

y estabilizar la emulsiéon producida (Rodriguez-Huezo et al., 2007).

2.5.1 Técnicas de microencapsulacion

Una de las técnicas de microencapsulacion mas utilizada es el secado por
aspersiéon, que es un método fisico muy apropiado para compuestos
termoléabiles ya que la deshidratacién ocurre en 5 a 20 segundos, dependiendo
del material elegido para formar la pared de la capsula. Su principio radica en
la transformaciéon de un liquido o fluido en un material sélido por la
atomizacion en forma de gotas minusculas en un medio de secado caliente.
Esto provoca la evaporacion del liquido de las capsulas, lo que permite que el
material a encapsular quede atrapado en el material encapsulante (Murillo et

al., 2001; Meng et al., 2008). Al respecto se han realizado diversos estudios



para microencapsular bacterias lacticas teniendo como material formador de
pared leche, suero de leche, azlcares y gomas, probando ser un método
adecuado para asegurar mas de un 60% de viabilidad de los microorganismos
microencapsulados (Rodriguez-Huezo et al., 2007; Meng et al., 2008; Ding y
Shah, 2009).

Otra técnica de microencapsulacion es por emulsién: en este caso, se adiciona
en una determinada cantidad de aceite una pequefia cantidad de una
suspension de bacterias contenidas en una solucidon acuosa de hidrocoloides.
La mezcla se homogeniza para formar una emulsion de agua en aceite. La fase
interna de la emulsiéon debe corresponder a tamafos de glébulo lo mas
pequefio posible para favorecer la estabilidad y por otra parte brindar la
posibilidad de contener nutrientes para las células apoyando la supervivencia

de los microorganismos (Krasaekoop et al., 2003).

Existe otro tipo de emulsiones llamadas emulsiones multiples las cuales, son
caracterizadas por poseer una fase acuosa (W;) inmersa dentro de la fase
interna (oleosa) de la emulsiéon (O), la cual estd emulsionada con la fase
acuosa continua de la emulsion (W,), para formar asi finalmente la emulsion
multiple (W1/0/W,) (Rodriguez-Huezo M. E. et al., 2004). Una vez obtenida la
emulsién mualtiple estable, ésta es sometida a un secado por aspersiéon para la

obtencion de las microcapsulas.

Una vez microencapsulados, los probidticos pueden ser adicionados al
estanque de cultivo o bien incorporarlos en la dieta. No obstante se requiere
evaluar la viabilidad de los microorganismos y la eficiencia para proveer de

beneficios a la salud de las larvas acuicolas.

2.5.2 Materiales encapsulantes

Existe un gran interés en la busqueda y utilizacibn de nuevos materiales
formadores de pared para la elaboraciéon de dietas microencapsuladas, por lo

que existen diversos estudios que han demostrado que mezclas de proteinas



con polisacaridos son una excelente opcién para la elaboracién de las mismas
(Espinoza- Herrera, 2002), pues ciertos materiales representan una excelente
fuente de proteina, lo que ayuda a cubrir las necesidades nutricionales de las
larvas de camarén, ademas de que se busca que pudieran presentar una

adecuada atractabilidad y digestibilidad.

Proteinas aisladas del suero de leche (WPI)

Las proteinas concentradas y aisladas de suero de leche (WPC y WPI por sus
siglas en inglés, respectivamente), son aquellas que permanecen solubles a pH
de 4.6 y a 20 °C, después de que se remueve la caseina de la leche entera o
descremada, siendo las principales proteinas en todos los tipos de suero de
leche la: pB-lactoglobulina y la a-lactoalbumina (Bottomley et al., 1990; Moreau

y Rosenberg, 1998).

La o-lactoalbumina es wuna proteina globular muy compacta y la p-
lactoglobulina contiene aminoacidos de caracter acido y basico con
caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas, distribuidas uniformemente a lo largo

de la cadena.

Existe un estudio en donde proteinas de suero de leche fueron utilizadas como
materiales formadores de pared con las que se obtuvieron microcapsulas de
forma esférica con superficies lisas y tersas, ademas de que mostré tener una
menor capacidad de absorcién de agua, resultados favorables que ratifican el

uso de este agente encapsulante. (Espinoza-Herrera et al., 2002).

Carboximetilcelulosa

Se trata de un polimero anidénico derivado de la celulosa, el cual es soluble en
agua (hidrofilico), presenta una alta viscosidad a bajas concentraciones y una
buena propiedad para formar peliculas, tiene un excelente comportamiento

como coloide protector y estabilizante en emulsiones. Entre sus principales



usos se encuentran los siguientes: agente espesante, producto de relleno, fibra
dietética y emulsificante. La carboximetilcelulosa no es degradada por las
enzimas digestivas, por lo tanto no se absorbe y no aporta nutrientes

comportandose igual que una fibra natural (Raymond, 2001).
Pectina

La pectina es un polisacarido natural, que en presencia de agua forma geles.
Tiene una estabilidad maxima en torno a pH 4. Existen pectinas altamente
metiladas (alto metoxilo) o pectinas de menor metilacion (bajo metoxilo). Las
pectinas de bajo metoxilo y las modificadas quimicamente (pectinas
amidadas), se emplean en tecnologia alimentaria, sin embargo pueden perder
grupos metoxilo, y en medio neutro o alcalino romperse por beta-eliminacion,
lo cual afecta su viscosidad y capacidad de formaciéon de geles (Correa C. et al,
1999, Gierselmer, 1997).

Inulina

La inulina es un polisacarido, que se encuentra en raices y tubérculos y es muy
abundante en la alcachofa y el maguey (Gerdes, 2005). Por su configuracion
quimica no puede ser hidrolizada por las enzimas digestivas, por lo que se
comporta como fibra dietética (Gerdes, 2005; Fernandez, 2007; Madrigal y
Sangronis, 2007).

Otro beneficio, es su capacidad de modular la flora intestinal. Estudios in vivo
muestran que sélo 4 g/dia de inulina o de sus compuestos relacionados son
efectivos para incrementar el nimero de bacterias beneficiosas en el colon

(Madrigal y Sangronis, 2007).

Aguamiel

El aguamiel o miel de maguey se obtiene de los agaves mezcaleros y los

pulqueros. Estd compuesta por una considerable cantidad de carbohidratos



entre los que se encuentran la sacarosa, la fructosa, la melezitosa, la rafinosa,
la melibiosa, los fructanos e inulinas (fibras solubles). Ademas de los
compuestos anteriormente mencionados, cuenta con una diversidad
bacteriana, especialmente de lactobacilos en una proporciéon de 3.2 x 10°
UFC/mL, por lo que es considerado como un prebidtico interesante (Escalante
et al., 2008) y contiene un alto porcentaje de fibra (1.5 g) (Cruz-Guerrero, et

al 2006; Villa M., 2008).

Goma Arabiga

Se trata de un polisacarido natural, que se extrae de la resina de los arboles
Acacia seval y Acacia senegal. Junto con la goma mezquite, es Unica entre los
hidrocoloides naturales debido a su extremadamente alta solubilidad en agua,
ya que se pueden preparar soluciones del 50% p/v o superiores (Vernon-
Carter, 1981). Es utilizada como emulsificante por sus propiedades para
estabilizar emulsiones, pues no imparte altas viscosidades a bajas

concentraciones, por lo que es un excelente emulsionante y estabilizante.

En general produce emulsiones estables en un amplio rango de pH y ha sido
usada junto con goma de mezquite y maltodextrina en la microencapsulacion

de aceite esencial (Vernon et al, 1999, Krishnan et al., 2005).

Goma Mezquite

Es un exudado gomoso seco obtenido de los tallos y ramas de Prosopis juliflora
o P. Laevigata; quimicamente es un polisacarido complejo, que contiene una
pequefia cantidad de proteina en el centro de toda la estructura primaria la

cual juega un papel crucial en la emulsificacién (Vernon-Carter et al., 1996).

Al tratarse de una macromolécula con un gran numero de grupos ionizables

(polielectrolito), en dilucibn, sus moléculas se disocian y el grado de



disociacion, determina su conformacion en solucion, ademéas de que la
viscosidad de estas soluciones se ve afectada por el pH, presentando en
general viscosidades bajas, aun en concentraciones altas (Vernon-Carter et al.,
2000).

Es utilizada como emulsificante o estabilizador en emulsiones, debido a su
funcionalidad como coloide protector y a su habilidad para formar capas
viscoelasticas en la interfase aceite-agua (Vernon-Carter et al., 1999). Junto
con la goma arabiga ha sido utilizada para la estabilizacion de emulsiones, por

el efecto de sinergia que existe entre ellas (Vernon-Carter et al., 1996).

Maltodextrina

Es un polisacarido que se obtiene por hidrdlisis del almidén, y que es usado
como aditivo alimentario, es un polvo higroscépico blanco, facilmente digerible,
pues se absorbe a la misma velocidad gque la glucosa. Se utiliza en la industria
como humectante y espesante, para estabilizar alimentos con muchas grasas,
para dispersar ingredientes secos, favorece el secado por aspersion de
productos dificiles de secar (Calvo et al., 2010), ademas de que ha sido
utilizada como material formador de pared para microencapsular aceites
(Kishnan et al, 2005).

Alginato de sodio

Se trata de un hidrocoloide hidrofilico que desarrolla altas viscosidades y que
se usa como agente espesante, pues las dispersiones que se generan con él,
presentan una estabilidad elevada. Es recomendable hidratar totalmente Ia
molécula por 8 horas minimo antes de su utilizacién, para evitar variabilidad en

la viscosidad de las dispersiones coloidales (McHugh D, 2000).



3. Justificacion Académica

Como una alternativa al uso indiscriminado que se ha hecho de los antibi6ticos
ya sea para la prevencion o control de enfermedades que ha provocado
resistencia a estos productos, se propone la adiciéon de bacterias acido lacticas

microencapsuladas a los cultivos larvarios de Litopenaeus vannamei.

Hasta ahora los reportes utilizando lactobacilos son escasos y se han limitado a
la evaluacion de Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum (Chiu et al.,
2007) en peces y camarones Yy s6lo un estudio con Lactobacillus acidophilus en

tilapia.

En especial L. acidophilus es una especie ampliamente utilizada en alimentos y
se cuenta con cepas resistentes a condiciones de proceso y condiciones
ambientales, por lo que seria interesante evaluarla en el larvicultivo,

suministrandola por dos métodos de microencapsulacion.

4. Preguntas de investigacion

¢Como afectan el tipo y las condiciones de encapsulacion, la viabilidad de

Lactobacillus acidophilus?

¢Cual es el comportamiento de las microcdpsulas en un medio de cultivo
simulado y cual es la viabilidad de L. acidophilus una vez que se liber6 al

medio?

¢Qué efecto tiene la adicion de cada tipo de microcapsulas de L. acidophilus,
en los parametros de crecimiento, supervivencia y calidad de las larvas de

camaron blanco?



5. Hipotesis

No existe diferencia en la supervivencia de Lactobacillus acidophilus

microencapsulado por efecto de tipo de microencapsulacion.

No existe diferencia en los parametros de crecimiento, supervivencia y calidad
de las larvas de camarén blanco por el tipo de microcapsulas suministradas

conteniendo el probidtico.

6. Objetivo General y Especificos

Objetivos: Evaluar el efecto del tipo de microencapsulacion: Por emulsion
multiple o en una matriz de proteinas polisacaridos, secados por aspersién, en
la viabilidad de L. acidophilus y su resistencia en condiciones de cultivo larvario

simulado.

Determinar el efecto que ejerce cada tipo de microcdpsula en los parametros
de crecimiento y supervivencia de las larvas de camarén blanco Litopenaeaeus

vannamei.
Especificos:

1. Determinar las condiciones de elaboracién y el tipo de emulsificantes
para obtener una emulsion multiple.

2. Determinar el efecto sobre la viabilidad del probiético en emulsién
multiple, al ser secada por aspersion.

3. Evaluar la viabilidad de L. acidophilus microencapsulado en una matriz
de proteinas-polisacaridos secado por aspersion.

4. Determinar el efecto de los probiéticos microencapsulados en los

parametros de calidad del cultivo larvario.



7. Materiales y Métodos

Se realiz6 la microencapsulacién de una dieta artificial para larvas de camaron
(Gallardo, 2002), asi como la microencapsulacion del probidtico Lactobacillus

acidophilus por dos métodos diferentes que se describen a continuacion.
7.1 Microencapsulaciéon del probidtico por emulsiéon mualtiple.
7.1.1 Materiales

Los materiales utilizados fueron: una cepa probidtica comercial liofilizada de
Lactobacillus acidophilus Florafit NCFM (Danisco México S. A. de C. V.) y como
materiales encapsulantes: proteina aislada de suero de leche (WPI) con 95-
97% de proteina (Bipro Davisco Foods International Inc., EUA), pectina citrica
(P) (Grindsted RS 400, Danisco Mexicana, S. A. de C. V., México) vy
carboximetilcelulosa sdédica (CMC) (Aqualon Cellulose gum CMC, 7LF PH,
Hércules Incorporated, EUA). Como prebidticos: Inulina y aguamiel
concentrado. Como medios de cultivo se utilizaron: agar MRS (Difco
Lactobacilli MRS broth y Difco Lactobacilli MRS agar, EUA); como fase
continua: aceite de canola y mezclas de los emulsificantes Tween 80 y Grinsted

RS 400 (Danisco México S.A. de C.V.).
7.1.2 Formacion de la emulsion

En esta técnica, un volumen de una suspension de células de L. acidophilus
(fase acuosa interna W,), fue afiadida a un volumen de aceite vegetal que
contenia tensoactivos (fase oleosa O), entonces, la mezcla fue homogeneizada
para formar una emulsién agua en aceite (W/0), esta emulsion primaria a su
vez fue afiadida y homogeneizada a una volumen definido de una mezcla de
biopolimeros los cuales formaron la fase acuosa externa W, y asi finalmente
obtener la emulsién mualtiple (W.:/0/W,) la cual fue sometida a un secado por
aspersion en un secador Mobile Minor (Niro atomiser Copenhagen, Denmark),
equipado con un atomizador centrifugo rotatorio. La dispersion fue alimentada
al secador por aspersion a una tasa de 20 mL/min, con una presiéon de 2 bar, y

con una temperatura del aire de entrada de 170%x5 ©C. El tamafo de particula



de las microcapsulas fue determinado con un analizador Malvern serie 2600
(Malvern Instruments, Malvern Works, UK.) (Pedroza-lslas et al., 1999). La

cantidad de microorganismos en las microcapsulas fue de 10° UFC/g.

7.2 Microecapsulacién de probidéticos en una matriz de proteina-

polisacaridos

Se prepardé una dispersion acuosa al 25% de sélidos, con una mezcla de
proteina aislada de suero de leche, pectina y carboximetilcelulosa (Villa M.,
2008) a la que se le afiadié un cultivo de L. acidophilus, esta dispersion fue
alimentada a un secador por aspersion para obtener finalmente L. acidophilus
microencapsulado con una concentracion de 10° UFC/g de producto. EI WPI se
sometid a tratamiento térmico 80°C/30 min segun lo sugerido por (McHugh y

Krochta, 1994), antes de ser mezclado con los polisacéaridos.
7.2.1 Formacion de las microcapsulas

Las dispersiones probioticos-biopolimeros-prebidticos, fueron secadas en un
secador por aspersion Niro Mobile Minor (Niro Atomizer Copenhagen Denmark)
equipado con un disco rotatorio de 24 cavidades bajo las siguientes
condiciones: Temperatura de entrada 170 °C, temperatura de salida 60 °C ,
presion de aire 3 bar y flujo de alimentacion de 25 mL/min. La cantidad de

microorganismos en las microcapsulas fue de 10° UFC/g.
7.2.2 Produccion de biomasa del probidtico

El cultivo puro liofilizado se inocul6 en leche y se mantuvo a 37°C por 72 horas
en condiciones anaerobias, una vez activado el microorganismo se tomd una
asada del cultivo y se sembré en placa de agar MRS, incubandolo a 37 ©C por
24 horas en condiciones anaerobias. Posteriormente se realiz6 una siembra

masiva en placa.



7.2.3 Preparacion del inéculo y dispersiéon

Una vez producida la biomasa bacteriana, se tomaron asadas y se
resuspendieron en un frasco de dilucién con 75 mL de agua estéril, hasta
lograr una dispersién con una absorbancia de 1.5 nm, equivalente a una
concentracién celular de 10° UFC/mL. Esta cantidad de bacterias, se corroboré
por siembra en agar MRS. Ya preparado el in6culo, se adiciond a la dispersion
de polisacaridos. La mezcla probidticos-biopolimeros-prebidticos, se
homogeneiz6 dos veces y se tom6 una muestra para cuantificar las UFC/mL en

la mezcla.
7.2.4 Viabilidad antes del secado (in6culo)

Se determiné la viabilidad por medio de diluciones seriadas (hasta 10°) y
siembra en placa (37°C, 24 h), se eligieron las placas con crecimiento del
organismo para la adecuada cuantificacion de las UFC y se procedié al conteo

segun la NOM-092-SSA1-1994.

7.2.5 Viabilidad bacteriana después del secado

Esta evaluacion se realiz6 tomando 1 g de los polvos obtenidos vy
rehidratandolos en 100 mL de agua bidestilada estéril por 30 minutos. Se tomoé
una alicuota de 100 pL de la solucién y se realizaron diluciones seriadas y
siembra en placa (100 uL) incubando a 37 ©C por 24 horas para determinar las

UFC/mlI.
7.2.6 Viabilidad por ensayo de fluorescencia.

Ademas se determiné la viabilidad de la bacteria después de un afio en
almacenamiento de las microcapsulas, por medio de un ensayo basado en
fluorescencia, usando un kit LIVE/DEAD Baclight Bacterial Viability Kit L-
13152, que tifie a las celulas vivas y muertas de manera diferente,
cuantificando con un lector de microplacas de florescencia BIO-TEK Sinergy
HT.



7.3 Microencapsulacion de una dieta microparticulada para L.

vannamei.

Se prepar6 una dieta artificial formulada de acuerdo con Gallardo (2002) con

modificaciones (tabla 1).

Las microcédpsulas fueron obtenidas utilizando una mezcla encapsulante de
polisacaridos (Pedroza-lslas et al., 1999; Pedroza 2000.) En la tabla 1 se
indican los porcentajes en peso (%p/p) asi como la cantidad en gramos de

cada material utilizado.
7.3.1 Materiales
Tabla 1. Formulacion basal de la dieta (%) y peso (g) para la elaboracion de

las microcapsulas con dieta para L. vannamei.

|
Ingredientes % en peso Gramos

Harina de Pescado 5.06 34.18
Harina de Camaron 5.58 25.4

CPSP 46.6 38.83
Levadura 3.77 3.1416
Harina de soya 3.89 3.241
Almidon de trigo 0.93 0.775
Aceite de higado de bacalao 7.11 5.925
Colesterol 0.54 0.45

Vitaminas 2.23 1.858
Rovimix C 0.19 0.158
Lecitina de soya 2.12 1.766



]
Talco (relleno) 1.85 1.541

Materiales encapsulantes

Goma Arébiga 4.6596 7.766
Goma Mezquite 2.4 4.0
WPI 9.6996 16.16
Alginato de sodio 0.97 1.616
Maltodextrina 2.4 4.0

]
CPSP: Hidrolizado de pescado con 70% de proteina

WPI: Proteina aislada del suero de leche.

Se cambidé la harina de pescado y camarén, por filete y camardén crudo
considerando el céalculo de base seca a humeda, para lo cual se determiné el
porcentaje de humedad de dichos materiales. También se consider6 para los
calculos la proporcién 2:1 de materiales encapsulantes:dieta, con el fin de
mantener el poder encapsulante de la dieta de acuerdo a Pedroza lIslas et
al.(2000).

Para la elaboracién de las microcapsulas se adicion6 el CPSP 70% en la mezcla
de materiales encapsulantes con el fin de incrementar el contenido final de
proteina en la dieta. El contenido de soélidos totales del liquido a secar se
mantuvo en 25% y se usé un secador Niro Mobile Minor (Nitro Atomizer
Copenhagen Denmark) equipado con un disco rotatorio de 24 cavidades y bajo

las condiciones que se describen en la tabla 2.



Tabla 2. Condiciones empleadas durante el secado para la obtencion de las

diferentes microcapsulas.

Tratamiento D DP1 DP2
|
Presion 2 bar 3 bar 3 bar
T entrada 180-185 °C 170 °C 175-180 °C
T salida 110 °C 60 °C 80°C
Vel de flujo 20-25 mL/min 25 mL/min 25 mL/min

D- Dieta microencapsulada
DP1- Probiético micoencapsulado por método de coacervacion
DP2-Probiético micorencapsulado por emulsién multiple

T- temperarura

7.3.2 Andlisis fisico-quimicos de las microcapsulas

7.3.2.1 Estructura y forma

Para esta evaluacién, las microcapsulas se cubrieron con grafito por medio de
un evaporador de metales , las microcapsulas cubiertas se observaron a traveés
de un microscopio electrénico de barrido SEM Jeol modelo. JSM-6030LV

y el Metalizador es un Denton Vacuum mod. DESK-II COLD
SPUTTER/ETCH.***

7.3.2.2 Flotabilidad

Los tiempos de sedimentaciéon se evaluaron de acuerdo a Pedroza-lslas et al.
(2000), registrando la cinética de flotabiidad, para lo cual se suspendi6 0.1 g
de microcapsulas en la superficie de 10 mL de agua de mar contenida en una

celda para espectrofotometro Spectronic 20 de Baush and Lomb y se tomaron



lecturas del porcentaje de transmitancia cada minuto, a una longitud de onda
de 395 nm, hasta que los valores dejaron de disminuir o se obtuvieran valores

menores al 10%.

La constante de tiempo de flotacién no debe ser menor a 5 minutos. Hay que
considerar que para su determinacion se emple6 una columna de agua
estatica, siendo que en la practica la aireacibn permite una mayor
disponibilidad de las microcapsulas favoreciendo la captura por las larvas de
camardon. La cinética de flotabilidad asi como la metodologia para la

determinacion del porcentaje de flotabilidad se pueden observar en el Anexo 1.

Se realizaron curvas de % de transmitancia vs tiempo, las cuales se analizaron
usando Exel Mac®& 2008 para la determinacién de la constante de tiempo de

flotabilidad, t; de acuerdo a la ecuacidén exponencial:
f=100e Y 1;

Donde:
f = flotabilidad (porcentaje de transmitancia)

t = tiempo (minutos)

Modelo de decaimiento cinético de primer 6rden (Pedroza-lIslas et al., 2000),
Anexo 1.

7.3.2.3 Solubilidad de las microcapsulas.

La disolucion de las microcapsulas fue determinada al adicionar 0.3 g de
microcapsulas en 6 tubos que contenian 25 mL de agua de mar (30 ppt, pH 8),
los cuales se colocaron en bafios de agua a 28 1°C. Esta temperatura
correspondié6 a la mantenida en las granjas comerciales de larvas de
crustaceos. Posteriormente se fueron retirando tubo a tubo del bafio de agua

a los 15, 30, 60, 120, 180 y 240 minutos y el contenido de los tubos fue



filtrado al vacio con un filtro Whatman No. 40. El papel fué secado a 60°C
hasta peso constante (Jayaram y Shetty, 1981), y la cantidad de disolucién de
las microcapsulas fue calculado con base en un balance de materia. Las

determinaciones se realizaron por duplicado (Pedroza-Islas, 2000).
7.3.2.4 Tamanfo de particula

Las medidas volumétricas de los tamafos de particula de las microcapsulas
fueron determinadas con un analizador de tamafos de particula serie 2600

(Malvern Instruments, Malvern, Worcs, UK.)



7.4 Bioensayos

Se realizé un bioensayo para la sustitucion total del alimento vivo a partir del
estadio Protozoea | hasta Mysis I, utilizando para la alimentacién una dieta
microencapsulada y probidticos microencapsulados por dos métodos
diferentes. Se monté el experimento para la evaluacion de los cuatro

tratamientos siguientes:
Tratamiento 1: Dieta microencapsulada sin probidticos. D

Tratamiento 2: Dieta microencapsulada con probiéticos encapsulados por

método 1 ( Matriz de proteinas polisacaridos) DP1

Tratamiento 3: Dieta microencapsulada con probiéticos microencapsulados por

método 2 (Emulsion multiple) DP2

Tratamiento 4: Control de alimento vivo C

Origen de las larvas y condiciones generales de cultivo.

Las larvas utilizadas para los experimentos se obtuvieron de reproductores
cultivados en la UMDI-Sisal Yucatan México. Los animales fueron cosechados e
inmediatamente aclimatados a 28°C que es la temperatura del agua de mar
utilizada en el laboratorio. Tanto la temperatura como la salinidad se

mantuvieron constantes, 28 °©C y salinidad de 35.

Los nauplios fueron dotados de una dosis inicial de alimento vivo Unicamente
para el arranque de la alimentacion y después a partir de PZ; los tratamientos
D, DP1 y DP2 se continuaron para la sustitucion total del alimento vivo y el
control C fue llevado a cabo siguiendo el esquema de alimentaciéon Granvil y

Yates (1990) descrito en la tabla 3.

Tabla 3. Proporcion de fitoplancton y zooplancton para alimentacion larvaria de

L. vannamei.



|
Estadio Chaetoceros gracilis Tetraselmis chuii Artemia sp

Cel /mL Cel/mL Cel/mL

PZ; 40 000 10 000 -—-
PZ, 75 000 10 000 -—-
PZ3 85 000 25 000 0.2
My 60 000 25 000 1.0

Dosis de alimentacidén para la cria larvaria.

Diversos autores han propuestos distintas dosis de alimentacién con dietas
microencapsuladas las cuales van de 0.16 a 0.44 mg larva™ dia™® tanto para
sustitucion parcial como total de alimento vivo, en este trabajo se establecio
un esquema de alimentacion derivado de los resultados obtenidos en los dos
primeros experimentos (preliminares) y que fueron aplicados a los
tratamientos D, DP1 y DP2 en el tercer experimento (tabla 4). La alimentacion
del control de alimento vivo se mantuvo siguiendo el esquema propuesto por

Granvil y Yates (1990) descrito anteriomente en la Tabla 3.

Tabla 4. Dosis de alimentacién propuestas para diferentes especies.

|
Estadio Especie Dosis (ug Dieta Autor

larva® dia™)

Pz, a PL; P. monodon 0.16 Microencapsulado Bautista et al.,
19809.

Pz, a PL; M. japonicus 0.44 Microencapsulado Jones et al.,
1979b.

Pz, a Pz; M. japonicus 0.025 Microencapsulado Besbes, 1987.

PZsza M3 0.043



7.4.1 Evaluacion biolégica (Parte Experiental)

Las larvas se colocaron en 32 contenedores de 2 L (ocho matraces de cada
tratamiento) en donde se colocaron 100 larvas, éstos se sumergieron dentro
de un bafio de agua el cual se mantuvo controlado termostaticamente a 28+1

°C, ademas de que se equiparon con un tubo para la aereacién. Los matraces,
se llenaron con agua de mar a 35 %o la cual se filtr6 previamente a través de

arena y filtros de cartucho de 20 y 5 um (Simobes et al, 2002) y se esterilizd

con luz ultravioleta y mantuvo a un pH de 8.0 + 0.2.

Se mantuvo un fotoperiodo 12:12 Iluz: oscuridad. La frecuencia de
alimentacion de las dietas fue cada cuatro horas (8:00, 12:00, 16:00, 20:00,
24:00 y 4:00)

7.4.2 Indicadores zootécnicos

Crecimiento e Indice de desarrollo

El indice de desarrollo (ID) se evalué en el desmonte de tres de los ocho
matraces de cada tratamiento en el subestadio Mysis;, para lo cual se tomaron
10 individuos de cada unidad experimental, mismos con los que se determind
el crecimiento mediante la obtenciéon de la longitud y peso. El ID esta definido

por Villegas y Kanazawa (1979) como:

I.D.=ZA/N

Donde A es el niumero de organismos de cada subestadio multiplicado por el

numero asignado a cada subestadio y N es el nuamero total de larvas



examinadas en cada muestra. El valor absoluto asignado fue: Protozoea;=1,

Protozoea,=2, Protozoeas=3, Mysis;=4, Mysis,=5, Mysis;=6, Postlarva;=7.

Supervivencia

La supervivencia fue determinada al final de los experimenos contando las
postlarvas producidas para cada tratamiento con relacibn al numero de

nauplios en subestadio Ny.

Crecimiento

El crecimiento se determiné midiendo la longitud total de diez larvas de cada
tanque experimental. Las mediciones de PZ; se realizardn desde el frente del
rostro (escotadura post-orbital) hasta el final del telson sin incluir las espinas,
y el Mysis se midi6 del borde anterior del cefalotérax al final del telson,
usando un microscopio binocular calibrado. Para la determinacion del peso los
organismos fueron secados con la ayuda de un papel absorbente y su peso se
determind con una microbalanza CAHN con 0.0001 mg de presicion. La tasa de
crecimiento especifico se calculé con los datos de longitud y de peso de

acuerdo a (Bureau 2000) o por la metodologia Tacon 1990.

TEC (%0dia) = (Ln PF — Ln PI/t) *100 porque logaritmo?ajusta valores pues los
homogeniza Normalidad y homogeneicidad Verificaste el ajuste del modelo

lineal y exponencial?

Donde TEC= Tasa especifica de crecimiento; PF= Peso final; PI= Peso inicial y
t= tiempo en horas. La misma férmula sera aplicada para la obtencién de la
TEC en longtud. Menos aun. ElI modelo para crecimiento In talla es

invariablemente lineal



7.4.3 Ensayo enzimatico
Obtencién de muestras y homogeneizado

Se tomaron 50 larvas (M;) de cada matraz de cada tratamiento para un ensayo
enzimatico (Le Moullac et al., 1994). Las muestras de larvas fueron lavadas en
agua destilada, e inmediatamente congeladas a -70°C en microtubos de 1mL
hasta la realizacion de los ensayos enzimaticos. Las muestras congeladas
fueron homogeneizadas en 500 pL de agua destilada. Los homogeneizados
fueron centrifugados a 13200 rpm por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante

(extracto crudo) se us6 inmediatamente para el andlisis enzimatico.
7.4.3.1 Actividad enziméatica
Tripsina

La actividad enzimatica de la tripsina se midié de los homogeneizados crudos
por la hidrélisis del sustrato de N-a-benzoil-D-L-arginina-p-nitroanilida como
substrato (BAPNA, Sigma B4875) en un amortiguador o buffer TRIS 0.1M, a pH
8 y 20°C. Los cambios en la absorbancia fueron medidos durante dos minutos
a 405 nm. Una unidad de actividad de tripsina corresponden a 1 pM de p-
nitroanilida liberada por minuto, basado sobre el coeficiente de extincion
€405=1.02 Lmmol-tmm-* (Geiger, 1988;Geiger y Fritz, 1988).

a-amilasa

La actividad a-amilasa calculada por el método de Bernfeld (1955), utilizando
el glicégeno (Merck, cat V- 502102) como sustrato en un amortiguador
fosfatos 10 mM a pH 7 y se lee a 540 nm. Una unidad de actividad amilasica es
definida como los mg de maltosa liberados por minuto a 37°C por mg de

proteina.
Proteasas totales

Las proteasas totales fueron medidas por la hidrélisis de la caseina amarilla
(1% en un amortiguador fosfato 10 mM pH 7) a 37°C durante una hora. La

reaccion fue bloqueada por &cido tricloroacético (TCA) al 5% para precipitar las



proteinas solubles. Después de la centrifugacion, el sobrenadante fue
recuperado y mezclado en partes iguales con una solucién de NaOH 0.5M, y se
midio la absorbancia a 520 nm en un espectrofotometro (SPECTRONIC modelo

21D)

7.4.3.2 Metabolitos (Composicién biogquimica)
Proteinas soluble

La proteina soluble contenida serd medida del extracto crudo por el método
Bradford (Bradford, 1976) usando el Sigma Micro Protein Determination Kit
(Procedimiento No. 610). Las muestras fueron leidas en un lector de

microplacas Bio-Rad modelo 550 a una longitud de onda de 495 nm.
Acilglicéridos

Los acilgilcéridos se evaluaron después de colocar 10 pyL del extracto en una
microplaca de ELISA y se adicionaron 200 pL de solucion reactiva del kit
comercial Sera-Pak, Cat 6684. El andlisis colorimétrico enziméatico fue hecho
sobre el exracto crudo. La reaccidén se incubd a temperatura ambiente por 10
min y se registroé la absorbancia a 540 nm. La concentracion de acilglicéridos
(mg/mL) es calculada con una curva patrén utilizando el estandar comercial

obtenido con el kit.
Colesterol

Para el andalisis del colesterol se colocaron 10 pL de extracto en una microplaca
y se adicion6 200 uL de solucién reactiva del kit comercial Sera-Pak, Cat 6670.
El andlisis colorimétrico-enzimatico fue hecho sobre la muestra. La reacciéon se
incub6 a temperatura ambiente por 10 minutos y se registra la absorbancia a
540 nm. La concentracion de colesterol (mg/mL) fue calculada con una curva

patrén utilizando el estandar comercial obtenido con el kit.

Se evaluaran los contenidos de proteina soluble, colesterol y acilglicéridos (AG)

como indicadores de la calidad larvaria ante los diferentes tratamientos



(Palacios, 1999, Fraser, 1989) pues se sabe que en la primeras fases del ciclo
larval de camarones peneidos las larvas dependen en gran medida de las
reservas energéticas endogenas y la mayor parte de ésta energia esta en
forma de triacilglicerol, la cual a su vez es aportada por fuentes exégenas y
cuando ésta energia exede las demandas metabdlicas de las larvas es
almacenada en forma de TAG, misma que es utilizada cuando la energia del

alimento (exdégena) es insuficiente (Fraser, 1989).

7.4.3.3 Respirometria (Consumo de oxigeno)

El consumo de oxigeno se determiné como un indicador para la evaluacion de
los diferentes tratamientos y su efecto sobre el balance energético, lo que
permitira enternder como la energia proveniente del alimento es canalizada a

la respiracion, crecimiento, etc.

Para la evaluacion del consumo de oxigeno (ug O.~ h'.pug de larva™) las
mediciones fueron realizadas en un sistema cerrado de consumo de oxigeno.
Se coloco un organismo en cada camara respirométrica RC-300 de un oximetro
(Strathkelvin Instruments, Glasgow, UK), con 0.5 mL de agua de mar con la
salinidad de 35 y a 28° C. Se conectaron doce camaras respirométricas a un
recirculador de agua a una temperatura de 28 °C (Fisher Scientific Isotherm
Refrigerated circulator, modelo 900). Las lecturas se empezaron a tomar
después de 30 minutos de aclimatacion de las larvas a las camaras. Las
lecturas de 10 camaras con organismos fueron registradas para el subestadio
Mysis | en cada uno de los cuatro tratamientos. También se realizaron las
lecturas de dos camaras sin larvas para la correccion de los valores de la
variacion de oxigeno disuelto sin consumo por parte de las larvas. Una vez
realizadas las mediciones del consumo de oxigeno, las larvas fueron lavadas
con agua destilada y secadas a 60 °C hasta obtener un peso constante, para

después ser pesadas individualmente utilizando una microbalanza (0.1 ug

CAHN-33).



7.4.4 Andlisis estadistico

Con el fin de comparar los resultados obtenidos de los diferentes indicadores
como crecimiento, indice de desarrollo y supervivencia (zootécnicos), consumo
de oxigeno (fisiologia energética), actividad de enzimas Yy concentracion de
metabolitos entre los diferentes tratamientos, se llevaron a cabo analisis de
varianza de una sola via (ANOVA) (p< 0.05). La ponderacion de diferencias
encontradas entre tratamientos se llevé a cabo mediante una prueba pos hoc
de Tuckey, de acuerdo a Zar, (1996) y Underwood, (1997). Los indicadores
expresados en porcentaje fueron previamente transformados a raiz cuadrada

de su arco seno.



8. Resultados y discusion

8.1 Microcapsulas de probidticos por emulsion multiple.
Viabilidad

In6culo

Se obtuvo una concentracion de 1.16 x 10 ° UFC/mL, lo cual corroboré que el

inbcuo contenia la carga microbiana deseada.
Microcapsulas

Se obtuvo una concetraciéon de 6 x 10’ UFC/g de microcapsulas después del

secado.
Caracteristicas fisicoquimicas
Tamario de particula

El valor promedio de las microcapsulas obtenidas fue de 12.032 um. Los datos

obtenidos por el equipo se presentan en el Anexo 1.
Flotabilidad

El tiempo de sedimentacion de las microcapsulas se evalué6 de acuerdo a
Pedroza (2000) y se registré la cinética de flotabilidad cuyos datos se

presentan en el Anexo 2.
La constante del tiempo de flotacién fué de 250 min.
Disoluciéon de microcapsulas

Los porcentajes de disolucion aumentaron progresivamente de 8.9% hasta

10.2% a los 240 minutos que durdé la medicion.



8.2 Microcapsulas de probioticos en matriz de proteinas-polisacaridos

Viabilidad
In6culo

Se obtuvo una concentracién de 1.24 x 10 ° UFC/mL, lo cual corroboré que el

inbcuo contenia la carga microbiana deseada.
Microcapsulas

Se determiné una concentracion de 2.9 x 10® UFC/g de microcapsulas después
del secado, con lo que se confirma que se mantiene la viabilidad de la bacteria
dentro del rango adecuado para que pueda ejercer sus beneficios (Kurmann y
Rasic, 1991).

Caracteristicas fisicoquimicas
Tamarno de particula

El diametro medio volumétrico de las microcapsulas fue de 18.125 pm. Los

datos obtenidos por el equipo se presentan en el Anexo 2.

Flotabilidad
La constante del tiempo de flotacién fué de 250 min.
Disolucion de microcapsulas

Los porcentajes de disolucibn aumentaron progresivamente entre 10.5% y
después de cada 15 minutos hasta 13.1 % a los diferentes tiempos los cuales
se observan junto con los porcentajes de disoluciéon del método anterior en la
Tabla 5.



Tabla 5. Porcentaje de disolucion (%) de microcapsulas con probidticos.

.
Minutos Disolucién (%0) Disolucién (%0)

Coacervacion Emulsién multiple

15 10.5 8.9
30 11.2 9.1
60 11.3 9.4
120 11.5 9.6
180 12.2 9.9
240 13.1 10.2

8.3 Dieta microencapsulada
Caracteristicas fisicoquimics.
Tamafo de particula

El valor promedio de las microcapsulas obtenidas fue de 29.472 ym. Los datos

obtenidos por el equipo se presentan en el Anexo 3.

Flotabilidad

El tiempo de sedimentacion de las microcapsulas se evalu6 de acuerdo a
Pedroza (2000) y se registrd la cinética de flotabilidad la cual a aparece en el

Anexo 3.



Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas de las microcapsulas

Viabilidad antes del

secado

Viabilidad después del

secado

Tamano

Flotabilidad

Solubilidad

Emulsion maltiple

1.16x10° UFC/mL
100% viabilidad
9.3x108 UFC/mg
80% viabilidad
12.032 pm

250 min

Matriz proteinas

polisacaridos

1.24x10° UFC/mL
100% viabilidad
1.06x10° UFC/g
85% viabilidad
18.125 pm
250 min

13.1 %

Dieta

29.472 pm

208.3 min

10.2 %



Figura 1. Micrografias de microcapsulas suministradas a Litopenaeus vannamei

Microcapsulas de probidtico por método de coacervacion.

COA 70X

COA 500X

COA 3000X



Microcapsulas por método de emulsién multiple

EM 70X

EM 500X

EM 3000X



Microcapsulas de la Dieta

D 70X

D 500X

D 3000X



8.4 Viabilidad del probidtico por ensayo de fluorescencia.

Se determind la viabilidad de las microcapsulas con el probiético mediante un

ensayo de fluorescencia después de un periodo de almancenamiento de 10

meses en regrigeracion.

Tabla 7. Porcentaje de viabilidad del probidtico con los dos métodos de

microencapsulacion utilizados.

Microcépsulas Emulsién multiple Matriz proteinas

polisacaridos

e
Viabilidad in6culo 1.16x10° UFC/mL 1.24x10° UFC/mL
100% Viabilidad 100% Viabilidad
Viabilidad microcapsulas 9.3x108 UFC/g 1.06x10° UFC/g
Cuenta en placa (2010) 80% 85%
Viabilidad por fluorescencia 2.9x108 UFC/g 9.92x108 UFC/g
(%) 10 meses
(25%0) (80%)
In6culo-2011
Viabilidad cuenta en placa 10 1x107UFC/g 6.4x10" UFC/g
meses
10% 1%

In6culo-2011



8.5 Bioensayos

Se llevaron a cabo tres experimentos para la evaluacion de los diferentes
tratamientos para la sustitucion total de alimento vivo desde PZ, hasta PL;. Los
tratamientos fueron la dieta microencapsulada (D), dieta microencapsulada
con probiético por el método de emulsion maualtiple (DP1), dieta
microencapsulada con probidtico por el método de coacervacion (DP2),
ademas del control con alimento vivo (C). Los resultados aparecen en el
siguiente orden: Experimento 1, el cual se llevo a cabo hasta el estadio Mysis;,
Experimento 2, llevado hasta la Postlarva; y finalmente el Experimento 3 el

cual fue llevado también Unicamente hasta el estadio de Mysis |I.
8.5.1 Supervivencia
Experimento 1 ( de N5 hasta My )

El ANDEVA de una via mostré que existieron diferencias significativas entre los
porcentajes de supervivencia (P<0.05%). Los mayores porcentajes de
supervivencia fueron los obtenidos por las larvas mantenidas con los
tratamientos D y C (P< 0.05%), y arrojando los valores mas bajos en la
supervivencia los observados en el tratamiento DP1 mismos que se observan

en la Gréafica 1.

Gréfica 1. % Supervivencia entre tratamientos en experimento 1 (llevado hasta Mysis 1)



Experimento 2 (llevado hasta la Postlarva ;)
Supervivencia en Mysis 1

El ANDEVA de una via arrojé que no existieron diferencias significativas entre
los porcentajes de supervivencia (P=0.05) de las tres réplicas desmontadas

para cada tratamiento al llegar al subestadio Mysis 1.
Supervivencia en Postlarva 1

El ANDEVA de una via mostré que existieron diferencias significativas entre los
porcentajes de supervivencia de los diferentes tratamientos (P<0.05%). El
mayor porcentaje de supervivencia fue el obtenido por las larvas alimentadas
con el tratamientos C, y observandose los valores mas bajos en la

supervivencia los obtenidos en el tratamiento DP2 Y D (Grafica 2).

Gréafica 2. % Supervivencia entre tratamientos en experimento 2 (llevado hasta Postlarva 1)

Experimento 3 (de Ns hasta Mysis 1)

El ANDEVA de una via mostré que existieron diferencias significativas entre los

porcentajes de supervivencia (P<0.05%). Los mayores porcentajes de



supervivencia fueron los obtenidos por las larvas mantenidas con los
tratamientos DP2 y C (P< 0.05%), y arrojando los valores mas bajos en la
supervivencia los observados en el tratamiento DP1 mismos que se observan

en la Gréfica 3.

Gréfica 3. % Supervivencia entre tratamientos en experimento 3 (llevado hasta Mysis 1)

Tabla 8. Superviviencia de los tratamientos en los tres diferentes

experimentos.

Tratamientos D DP1 DP2 C
Exp. 2 (M;) 47+18.52 2 56+34.6 @ 63+26.4 @ 82+12.2 @
Exp. 2 (PL,) 42.629.2° 66+15.6 2 37.5#19 ° 76.8+9.4 @
Exp.3 (My) 78.6+13.1 70.25+24.8 P 92.25+4.4 2 80+11.3

|
MediastDesviacion estandar y en supraindice los resultados de las Anovas.



8.5.2 Indice de Desarrollo
Experimento 1

En cuanto al indice de desarrollo ID se observé un retraso significativo
(P<0.05) en las larvas alimentadas con el tratamiento DP1 (ID de 3.03) que
fué mayor a las 36 horas, respecto a las de los organismos de los tratamientos

D (ID de 3.86) y C (ID de 4.4) que si lleg6 al subestadio M;.

Tabla 9. Indice de desarrollo de los tratamientos en los diferentes

experimentos.

Tratamiento D DP1 DP2 C
Exp. 1 3.86+0.49 ®  3.03£0.64 ° 3.37+0.51°° 4 44404 2
(M1) (146) (158) (150) (122)
Exp. 2 4.06+0.11 ®  4.2620.11 ° 410 *° 410 ®
(M1) (144) (156) (140) (120)
Exp. 2 5.94:0.13°  6.85:0.17 @ 7+0 @ 7:0°
Pl (204) (210) (200) (194)
Exp.3 4.3130.33%  4.3740.542  4.25%0.26 2 410 @
(My) (146) (156) (150) (120)

|
MediastDesviacion estandar y en supraindice los resultados de las Anovas. En paréntesis se

muestra el tiempo en horas en que se realizé la medicién.



Experimento 2

Indice de desarrollo en Mysis 1

Se observaron diferencias entre tratamientos (P<0.05), presentando el mayor
retraso el tratamiento DP1, respecto al tratamiento C, el cual oscilé entre 24 y
36 horas siguientes a la medicion del control, mismas que corresponden al

inicio y final del paso de estadio.
Indice de desarrollo en Postlarva 1

En cuanto al ID no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre los
tratamientos DP1 y DP2 respecto al tratamiento C (control), s6lo observandose
por debajo de todos al tratamiento D, con un retraso de 10 horas respecto al

control.
Experimento 3

En este caso no se observo un retraso significativo en el indice de desarrollo ID
entre las larvas alimentadas con los diferentes tratamientos (P<0.05), sin
embargo se esperé entre 24 y 36 horas para hacer las mediciones del
desarrollo, por lo que aun cuando el tratamiento estadistico no refleja
diferencias en el ID, si existi6 una diferencia de tiempo para el cambio de

estadio de los tratamientos DP1, DP2 y D respecto al Control.

8.5.3 Crecimiento

En cuanto al crecimiento en peso se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.05) siendo los tratamientos D y DP1 los que obtuvieron los
valores mas bajos. En cuanto al Crecimiento en longitud también se
observaron diferencias significativas entre tratamientos, siendo el tratamiento

DP1 el que obtuvo los valores mas bajos respecto al control.



Gréfica 4. % Crecimiento en longitud entre tratamientos en experimento 3 (llevado hasta M;)

Gréfica 5. % Crecimiento en peso entre tratamientos en experimento 3 (llevado hasta M;)



Tabla 10. Tasa de crecimiento absoluta (TCA), relativo (TCR) y especifico (TCE)

para el peso (ug) de larvas de L. vannamei (Promedio = DS).

Unidades D DP1 DP2 C
Peso ug 5+0 5+0 5+0 5+0
inicial
Peso final Ko 23.54+9.73 21.76+£14.17 29.1+14.97 41.92+15.46
CA 1Xe] 28.54 26.76 34.1 36.92
TCA pg/dia 3.62 3.34 4.47 5.68
CR % 470 435 582 738
TCR %/dia 72.43 66.95 89.53 113.6
TCE %/dia 25.75 24.51 28.18 31.97

Tabla 11. Tasa de crecimiento absoluta (TCA), relativo (TCR) y especifico (TCE)

para la longitud (mm) de larvas de L. vannamei (Promedio + DS).

Unidades D DP1 DP2 C
Longitud mm 0.85+0 0.85+0 0.85+0 0.85+0
inicial
Longitud final mm 2.64+0.17 2.48+0.25 2.75x0.17 2.98+0.10

CA mm 1.79 1.63 1.9 2.13
TCA mm/dia 0.28 0.25 0.29 0.33
CR % 211 192 224 251
TCR %/dia 32.46 29.51 34.44 38.68
TCE %/dia 17.42 16.39 18.05 19.32




8.5.4 Fisiologia energética de larvas de Litopenaeus vannemei (llevado

a cabo unicamente en el Experimento 3)
Respirometria (consumo de oxigeno)

En el caso del consumo de oxigeno, éste no presentd diferencias significativas

entre tratamientos (P>0.05). ug O,* h™**ug de larva™

Grafica 6. Metabolismo de las Mysis | de Litopenaeus vannamei alimentadas con los diferentes
tratamientos. Letras distintas representan diferencias significativas (P<0.05). Promedio + E.S.

N= 10 repeticiones por tratamiento.



8.5.5 Actividad especifica de enzimas digestivas

La actividad especifica de las proteasas totales para el estadio de Mysis I
presentd diferencias significativas entre los diferentes tratamientos de
alimentacién de acuerdo al analisis estadistico (P>0.05), presentando el valor
mas bajo en contenido de proteasas totales el tratamiento D y presentando el

valor mas alto el tratamiento DP2.

Gréafica 7. Actividad especifica de las proteasas totales (mU/ larva) de las Mysis | de Litopenaeus
vannamei alimentadas con los diferentes tratamientos. Letras distintas representan diferencias

significativas (P<0.05). Promedio = E.S. N= 8 repeticiones por tratamiento.

Para la actividad especifica de la Tripsina se presentaron diferencias
significativas entre tratamientos, siendo el tratamiento D el Unico diferente y

menor que el control (P<0.05).



Gréafica 8. Actividad especifica de la Tripsina (mU/larva) de las Mysis | de Litopenaeus vannamei
alimentadas con los diferentes tratamientos. Letras distintas representan diferencias

significativas (P<0.05). Promedio = E.S. N= 8 repeticiones por tratamiento.

En el caso de la actividad especifica de la amilasa se realiz6 un analisis no
paramétrico con la transformacion de datos y no se encontraron diferencias

significativas entre tratamientos (P>0.05).

Gréafica 9. Actividad especifica de la a-amilasa (U/larva) de las Mysis | de Litopenaeus vannamei
alimentadas con los diferentes tratamientos. Letras distintas representan diferencias

significativas (P<0.05). Promedio = E.S. N= 8 repeticiones por tratamiento.



8.5.6 Contenido de proteina soluble, triglicéridos y colesterol.

Se encontraron diferencias en las concentraciones de proteina soluble por
efecto del tipo de tratamiento (P<0.05), siendo el tratamiento D el que

presentd significativamente el valor menor.

Gréfica 10. Contenido de proteina soluble (ug/larva) de las Mysis | de Litopenaeus vannamei
alimentadas con los diferentes tratamientos. Letras distintas representan diferencias

significativas (P<0.05). Promedio = E.S. N= 8 repeticiones por tratamiento.

En el caso de los triglicéridos se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (P<0.05), siendo el tratamiento D el que presentd el valor mas

bajo en contenido de acilgliceroles.



Gréafica 11. Contenido de Triglicéridos (ug/larva) de las Mysis | de Litopenaeus vannamei
alimentadas con los diferenetes tratamientos. Letras distintas representan diferencias

significativas (P<0.05). Promedio * E.S. N= 8 repeticiones por tratamiento.

Y finalmente mediante un analisis no paramétrico, con la trasformacion de
datos, no se observaron diferencias significativas en el contenido de colesterol

entre tratamientos (P>0.05).

Grafica 12. Contenido de Colesterol (ug/larva) de las Mysis | de Litopenaeus vannamei
alimentadas con los diferentes tratamientos. Letras distintas representan diferencias

significativas (P<0.05). Promedio * E.S. N= 8 repeticiones por tratamiento.



9. Analisis de resultados

Viabilidad de las microcapsulas después del proceso y caracteristicas

fisicoquimicas.

Como se observa en la Tabla 6 se obtuvo la viabilidad en una concentracion
deseada antes y después del secado para ambas microcapsulas (emulsion
multiple y matriz de proteinas polisacaridos), pues en ambas la concentracion
del probiético se mantuvo dentro del rango descrito en la literatura para que
el probidtico pudiera multiplicarse en el tracto gastrointestinal y pueda ejercer
los beneficios atribuidos a su presencia, pues aun cuando en el método de
emulsién multiple descendié un 6rden de magnitud (1*10%), éste se encuentra
en una concentracion adecuada (10°-107 bacterias/mL Kurmann y Rasic 1991,
Bouhnik 1993).

Las microcapsulas obtenidas tuvieron tamarfios adecuados para la alimentacion
en la etapa larvaria, semejantes a los tamafnos del alimento vivo por lo que se
asegura que éste podra ser consumido por las larvas, recordando que las
etapas larvarias van de PZ; a M; en dos experimentos y uno de PZ; a PL;. En
éste ultimo se observdé que el tamafio de particula de la dieta pudo ser
inadecuado pues se observé un atraso en el desarrollo lo cual indic6é que las
larvas no estaban consumiendo el alimento por que necesitaban un tamafno de
particua mayor al suministrado pues hay que recordar que a partir del
subestadio de Mysis éstas cambian de fitoplancton a zooplancton el cual tiene
tanto un tamafo mayor como una fuente de proteina mayor y al no presentar
un tamano adecuado no estaban consumiendo el alimento aun cuando se
ajusté la dosificacion del alimento para esta etapa. Respecto al tiempo de
Flotacion observado para las tres microcapsulas (EM, Coacervacion y dieta) en
los tres casos fue satisfactorio y mucho mayor al esperado (250 min, 250 min
y 208 min respectivamente) el cual es de 12 a 20 minutos pues el es tiempo
que tarda desde que se consume el alimento y pasa por el tubo digestivo hasta
que es desechado en forma de heces, lo que nos muestra que las
microcapsulas son muy estables y se mantienen flotando en el medio con un

tiempo adecuado para poder ser consumidas, ademas que hay que considerar



que la simulacion fue en una columna de agua estatica a comparacion de las
condiciones utilizadas en la practica, donde la aereacidon permite una mayor
diponibilidad de las microcdpsulas al mantenerlas en movimiento, lo que

favorece la captura de estas por las larvas de camaroén.

Por ultimo también se observa que ambas microcipsulas tienen una buena
estabilidad en el agua, pues presentan porcentajes de disolucion minimos,
manteniéndose estables a lo largo del experimento (240 min), pues se toma
en cuenta que el tiempo estimado de la digestion de las larvas de camarén es
de 12 a 20 minutos, y el porcentaje de disolucion obtenido a los 240 minutos
fue de apenas de 10.2 y 13.1% (Emulsién madaltiple y matriz de proteinas
polisacaridos respectivamente), lo que comprueba que las microcapsulas son
estables en las condiciones de cultivo simuladas y se asegura que se le
proporciona suficiente tiempo a la larva para un adecuado consumo del

alimento con una pérdida minima de nutrientes o materiales por disolucién.

Viabilidad del probiético por ensayo de fluorescencia a los diez meses

de almacenamiento.

Como se puede observar en la Tabla 7 para ambas microcapsulas con el
probidtico la concentracion de éste se mantuvo adecuada después del secado,
pues se obtuvieron concentraciones 10® para las microcapsulas por emulsion
multiple y 10° para las de matriz de proteinas polisacaridos, lo que indica que
la viabilidad no es afectada por el proceso pues se mantiene en un 80 y 85%
respectivamente. Los resultados obtenidos con el lector de microplacas de
fluorescencia indicaron que despues de 10 meses en almacenamiento, las
microcapsulas por emulsion multiple mantuvieron una viabilidad del 25% vy las
microcapsulas por matriz de proteinas polisacaridos mantuvieron un 80% de
viabilidad, misma que traducida a UFC/g entra en la concentracion buscada

para la adicidon a las larvas de camaron.

Esta viabilidad, al ser comprobada por cuenta en placa, mostré resultados

diferentes a las obtenidas por fluorescencia pues éstos sugieren que la



viabilidad del probiético disminuyé dos érdenes de magnitud, de 10° a 10’ en
ambas microcapsulas lo que significa 1% de viabilidad, pero tanto la
fluorecsencia como el bioensayo demuestran que los datos obtenidos con las
mediciones en placa no son 100% confiables ya que las larvas sobrevivieron

mas en los tratamientos con probidtico (DP1 y DP2) que en el de sdélo la dieta

(D).

Ajuste de dosis de alimentacion.

Partiendo de que Litopenaeus vannamei se alimenta de particulas de entre 5-
50 uym (Jones et al., 1979b) a diferencia de otras especies que aceptan
tamanos de particula menores (de 5 a 25 um), para todas las especies el
tamano de particula debe incrementarse con el desarrollo larval (Jones, 1998),
y en especial cuando la alimentacién cambia durante el inicio del estadio My,
por eso, se decididé llevar el dltimo experimento hasta Mysis y no hasta la
postlarva, pues las microcdpsulas elaboradas oscilaban entre 12-30
micrémetros, y si bien se sabe que las larvas son filtradoras y que necesitan de
una densidad de particulas alimenticias en suspension en el estadio de M; son
mas selectivas y buscan alimentos con un mayor tamafio y pueden ser

selectivos frente a diferentes alimentos (Kurmaly et al., 1989).

Ya tomada la decicion de llevar a cabo el tercer experimento hasta M; tomando
en cuenta tanto el tamafio de particula de las microcapsulas asi como el ajuste
el la dosificacion del alimento y probidtico, fué en éste en donde se llevaron a
cabo todas las mediciones y determinaciones para poder definir si existieron

diferencias entre tratamientos.



Tabla 10. Dosis propuestas para la alimentacion del bioensayo, con ajustes

entre ellos.

Estadio mg de mg de Alicuota por toma  Alicuota por toma
larval dieta/larva*dia dieta/larva*
dia (microlitros) Probidtico
Exp. 1
Ajuste** Ajuste™>* (microlitros)
Exp. 2
]
Zoea 1 .08 0.1 330 pL 260 pL
Zoea 2 0.1 0.2 660 pL 260 pL
Zoea 3 0.12 0.24 800 pL 260 pL
Mysis 1 0.32 0.32 1060 pL—2 400 pL
alicuotas de 530
microlitros

Efecto de los tratamientos sobre la supervivencia, indice de desarrollo,
crecimiento y concentracion de metabolitos, enzimas y consumo de

oxigeno.
Supervivencia
Resultados en Tabla 8.

En cuanto a los resultados obtenidos hasta el estadio Mysis 1 para los
Experimentos 1 y 2, se puede concluir que si existe una diferencia significativa
en cuanto a supervivencia entre tratamientos, esto aun cuando se tuvo un
gran cuidado en la manipulacién, Unicamente en el Experimento 2, no se
presentaron éstas diferencias entre tratamientos hasta el desmonte de tres

réplicas en el estadio de Mysis 1.



Para los Experimentos 1 y 3 (llevados hasta Mysis) el tratamiento que obtuvo
el mayor porcentaje de supervivencia fue el tratamiento C, sin embargo en el
Experimento 3 ademas del tratamiento C el DP2 obtuvo los mayores
porcentajes de supervivencia y en ambos experimentos el tratamiento DP1 fue
el que obtuvo los menores porcentajes de supervivencia, lo cual puede indicar
que los organismos alimentados con éste tratamiento no estan asimilando la

dieta o los probidticos con la misma efectividad que el tratamiento DP2.

Para el experimento 2 en el cual cinco réplicas de las ocho fueron llevadas
hasta la Postlarva 1, se observdé una diferencia significativa en cuanto a
supervivencia entre tratamientos, mostrando la mejor supervivencia el
tratamiento C y observandose la menor en el tratamiento DP2 misma que
podria mejorarse si se controla mas la calidad de agua, pues en este
tratamiento se identific6 una mayor contaminacién del agua de los matraces
con particulas supendidas que dificultaban el nado de las larvas, por lo cual
una medida para mejorar el resultado podria ser la realizacién de recambios de

agua desde el subestadio Pz;.

Exiten diversos reportes de sustitucion total de alimento que indican altas
supervivencias en larvas (mayores al 85%) utilizando  dietas
microencapsuladas (Jones et al., 1987; Amjad y Jones, 1992; Gallardo, 2005;
Martinez, 2006), sin embargo un factor que puede ser determinante para éstos
resultados y que debe ser tomado en cuenta es la calidad de las larvas,
refiriéndose a esto en la calidad de los desoves u origen de los nauplios, pues
la variabilidad en la calidad de éstos es determinante en la respuesta de los
organismos afectando el crecimeinto, desarrollo y supervivenia de estos. En el
tercer experimento se obtuvieron las larvas de una sola hembra y se
seleccionaron los organismos de mejor calidad mediante una prueba de
fototaxia para intentar utilizar los organismos mas sanos y de mejor calidad
para el desarrollo del experimento, mismas precauciones que no fueron

logradas en los primeros dos experimentos, de ahi que se decidi6 hacer un



tercer expermento para disminuir los factores que pudieran afectar el

desarrollo y resultados del mismo.

Indice de desarrollo
Resultados en Tabla 9

En los tres Experimentos el indice de desarrollo de los tratamientos D, DP1 y
DP2 si presentd un retraso para llegar al estadio M; respecto al control C, lo
cual nos indic6 que la alimentacibn o la manipulacion fueron llevadas
incorrectamente, aun cuando se hizo un ajuste en la dosificacion de la
alimentacion y se controlaron mejor las condiciones para el Experimento 3, el
desarrollo siguié siendo afectado por otros factores llegando a suponer que

incluso la dieta pudo ser deficiente en cuanto a los requerimento de las larvas.

En el Experimento 2, llevado hasta PL; el ID obtuvo un resultado alentador, al
no encontrar diferencias significativas entre los tratamientos DP1 y DP2
respecto al tratamiento C, mostrando un posible efecto del probidtico para
lograr un desarrollo semejante al control del alimento vivo, pero Unicamente
hasta el desmonte en la PL; lo que nos indica que el efecto del probidtico se

logré hasta estadios mas avanzados y no se reflejaron en M;.

En conclusién, se comprobdé que en general hubo una supervivencia menor aun
cuando se realizdé un ajuste en la racién de alimentacion, lo cual no nos explicé
si los retrasos en el indice de desarrollo pudieron haber sido afectados por esto
o tal vez sea necesario una reformulacién de la dieta a microencapsular o
quizas hasta mejorar la formulacion de las microcapsulas para una mejor

liberacion de los materiales encapsulados.

Crecimiento

Se determiné que existieron diferencias entre tratamientos en cuanto al

crecimiento tanto en peso como en longitud, observando que en ambos casos



los tratamientos D y DP1 fueron los que presentaron los valores mas bajos en
CA, TCA, CR, TCR y TCE de peso y longitud respecto al control lo cual confirma
que estos tratamientos estan siendo afectados en su crecimiento (paso de PZ;
avanzado hacia M;) lo cual ha sido confirmado en diversos trabajos y ha
mostrado que la cuestion a resolver aun sigue siendo la concerniente al cambio

de habitos alimenticios de las larvas durante este periodo.
Concentracion de metabolitos

Existido una respuesta de los organismos a los diferentes tratamietos en cuanto
a concentracion de los principales metabolitos, pues diferencias significativas
fueron determinadas en el estadio M; para los contenidos de proteina soluble y
triglicéridos, obteniendo los valores mas bajos el tratamiento D. Unicamente el

colesterdl no presentd diferencias de concentraciéon entre tratamientos.

El bajo contenido observado de proteina soluble observado en el tratamiento D
indica que los organismos recurrieron a las reservas proteicas para poder
compensar el retraso o0 diferencia en crecimiento respecto al control y no
fueron suficientes la utilizacién de las proteinas suministradas por la dieta aun
aprovechando la alta actividad enzimética para la mayor utilizacion de éstas

reservas proteicas .

Un suplemento adecuado de acilglicerones (AG) es esencial en la formulacion
de dietas balanceadas para larvas de camardn, pues éstos promueven el

crecimiento, desarrollo y supervivencia durante su desarrollo (Anger 2001).

Los AG son la principal reserva de lipidos en las larvas, por lo que son
necesarios para el mantenimiento de éstas, y fundamentalmente para la
metamorfosis que ocurre en el cambio del estadio de PZ;,, a M, pues en éste

paso se agotan las reservas en los organismos.

La energia proveniente de las reservas endogenas es escencial durante las
fases naupliares y primeros estadios de las larvas, el mayor depdsito de ésta
energia se encuentra en forma de triacilgliceroles (TAG) y durante esta etapa

son consumidos hasta que el alimento exégeno cubre las demandas



energéticas del crecimiento y metabolismo, cuando la energia que proporciona
ésta fuente de alimento excede las demandas de las larvas, se almacenan en
forma de triacilgliceroles, sin embargo si el alimento es deficiente en éste tipo
de energia, los triacilgliceroles son catabolizados para mantener el

metabolismo basal de las larvas (Fraser, 1989).

Esto fue observado en el Experimento 3 pues se identificaron diferencias en el
contenido de acilgliceroles entre tratamientos siendo el tratamiento D el que
presenté los valores mas bajos, aun por debajo de los tratamientos DP1 y DP2
siendo que en éstos tambien fue proporcionada la misma cantidad de alimento
solo con la inclusién del probidtico, lo que nos indica que aun cuando las larvas
de éstos tratamientos estaban siendo afectadas por la falta de ésta fuente de
energia para el cambio de estadio, estaba siendo reforzado por la inclusién de
los probioticos que ayudaron a mantener los niveles de este componente de la

dieta en el estadio M1.

Hasta aqui se pudiera decir que el retraso se deriva de una deficiencia en la
calidad de la dieta, pues los tratamientos con probidticos presentaron
diferencias significativas en el ID y uUnicamente hasta que se llevaron a
postlarva no presentaron diferencias respecto al control, pues quiere decir que
el probidtico esta ayudando en el desarrollo mas que el tratamiento con solo la
dieta, por lo que se puede deducir que después del cambio de Zoea a Mysis
que es el punto crucial para determinar los porcentajes de supervivencia las
larvas que sobreviven estan siendo beneficiadas por los efectos del probidtico
al mejorar hasta casi igualar el desarrollo comparado respecto al control de
alimento vivo confirmando con esto que el factor determinante sigue siendo el

consumo de la dieta.

En el caso del colesterol, que no puede ser sintetizado por las larvas, debe ser
aportado por el alimento pues deficiencias de éste metabolito tienen efectos
negativos sobre el crecimiento y desarrollo de los organismos al ser un
componente necesario para el metabolismo y ciclo de muda pues es precursor
de las hormonas de muda y vitaminas (D), de ahi que afecte directamente el

desarrollo de las larvas (Anger 2001). No se observaron diferencias entre los



tratamientos con respecto al control, lo que nos indica que la dieta no presenta
deficiencias en la proporcion de éste componente y que los niveles de éste en
los organismos son los adecuados para mantener el metabolismo y ayudar en

el proceso de muda.

Enzimas digestivas

También se observé una respuesta de los organismos a los diferentes
tratamietos en cuanto a concentracién de enzimas digestivas, en el caso de la
tripsina y proteasas totales se determinaron diferencias, siendo el tratamiento
D el que presento los valores mas bajos y para el caso de la amilasa, no se
encontraron diferencias en concentracibn entre tratamientos respecto al

control.

Existen cambios en la concentracion de enzimas digestivas conforme se
desarrolla las larvas de camarénes peneidos (ontogenia), y existen cambios en

la alimentacion de éstas.

Durante los primeros estadios de PZ las larvas tienen un corto tiempo de
retencion del alimento, sin embargo presentan un tubo digestivo simple que
secreta una gran cantidad de enzimas para llevar a cabo la digestién, aunque
deben de ingerir gran cantidad de alimento, conforme la larva crece hacia M; la
glandula digestiva se desarrolla y es el momento en donde cambia su
alimentaciéon de hervivora a carnivora, pues es en éste momento cuando
tienen mayor tiempo de retencion del alimento y lo asimilan mejor (Lovett y

Felder, 1989; 1990a).

Se sabe que los mayores niveles de actividad enzimatica se dan en los
primeros estadios, que es cuando secretan una gran cantidad de enzimas para
poder asimilar mejor su alimento (microalgas). Existen estudios donde se han
obtenido tasas de crecimiento y supervivencia similares a las obtenidas con
alimento vivo para Litopenaeus vannamei (Gallardo 2005; Shanga et al.,

2000) cuando se suministran dosis pequefias de microalgas al inicio de la cria



larval y en combinacién con dietas microencapsladas pues se ha comprobado
que induce de manera significativa la actividad de las enzimas digestivas en los

primeros estadios larvales (Jones et al., 1997; Le Vay et al., 1993).

En M; cuando se da el desarrollo de la glandula digestiva, las larvas son
capaces de responder a cambios en la composiciion de las dietas, pero cuando
algun nutriente estd limitado en la dieta, ya sea por estar en baja conentracion
o ser indigerible para la larva, se induce una secrecion enzimatica con el
objetivo de poder maximizar la hidrélisis de algun componente que esté
limitado en la dieta o que posea una baja digestibilidad (Lovett y Felder,
19902; Jones et al., 1997).

Sin embargo en ningun caso se presenté la inducciéon significativa de alguna
enzima, por el contrario se determiné una disminucién en el tratamiento D en
la concentracion de la tripsina, enzima proteolitica necesaria para la hidrolisis
del alimento, estando aun por debajo de los tratamientos DP1 y DP2,
recordando que en éstos se suministré la misma dosis de alimentacion que el
tratamiento D Unicamente con la adicién extra de probidticos lo que demuestra
que el probidtico si contribuye enzimaticamente para la digestion, el cual es un

beneficio atribuido a esta bacteria (Farzanfar et al., 2006; Wang et al., 2008).

Para los casos de las proteasas totales y amilasa no se presentaron diferencias
respecto al control, lo que nos indica que los niveles son adecuados en este
subestadio M; confirmando el posible efecto benéfico de los probidticos
(contribuciébn enzimatica) para mantener los niveles de enzimas adecuados

para una buena digestibilidad del alimento.

Consumo de oxigeno

La medicién del consumo de oxigeno bajo condiciones controladas en el
desarrollo larval puede ser usado como un indicador de la condicién fisiolégica
de las larvas en cultivo, reflejando el costo metabdlico de la ingestion y

absorcion del alimento suministrado (Rosas et al., 1995). La magnitud de éste



consumo de oxigeno depende de la calidad y tipo de alimento, asi como de la
condiciéon fisioldgica de las larvas utilizadas (Kurmaly et al., 1989). De esta
manera un aumento en el consumo de oxigeno esta relacionado a la
acumulacién de energia necesaria para los procesos involucrados en los

cambios morfoldgicos durante el desarrollo larval.

En el caso de los valores obtenidos de consumo de oxigeno éstos no
presentaron diferencias entre tratamientos ni respecto al control de alimento
vivo, lo cual nos demuestra que la cantidad de energia o costo metabdlico
derivada del proceso de ingestion, digestion y asimilacion del alimento
consumido (microcapsulas) es similar a la requerida por las larvas del

tratamiento control (alimento vivo).



10. Conclusiones

Se evalud la estabilidad de las microcapsulas obtenidas por los dos diferentes

métodos (Coacervacion y Emulsion multiple)

Se lograron caracteristicas de estabilidad equivalentes entre ellas (Flotabilidad
y porcentaje de disolucién) por lo que se definié eran aptas para su uso en los

bioensayos con las larvas de camarén blanco Litopenaeus vannamei.

En general se concluye que analizando los resultado de las caracteristicas
fisicoquimicas de las microcipsulas estas fueron adecuadas para poder ser

suministradas a las larvas y realizar los bioensayos.

Las microcapsulas obtenidas por el método de coacervaciéon fueron las menos

afectadas en la viabilidad del probidtico por efecto del proceso.

Ademas mediante un método cuantitativo de fluorescencia se determind que
las microcapsulas que conservaron un mayor porcentaje de viabilidad del
probidético despues de 10 meses en almacenamiento fueron las obtenidas

mediante el método de coacervacion (tratamiento DP1).

En conclusibn se determina que ambas microcidpsulas mantienen una
viabilidad adecuada después del almacenamiento , sin embargo la que mejor
mantiene esta viabilidad ya sea tanto por proceso como por almancenamiento
son las microcapsulas obtenidas por matriz de proteinas polisacaridos, sin
embargo aun cuando las microcapsulas obtenidas por emulsién multiple
conservan so6lo un 25% de viabilidad ésta concentracion del probidtico sigue

siendo adecuada para poderse adicionar a las larvas de camaroén.

Se determiné que ambas microcapsulas conservaron una concentracion

adecuada del probidtico para lograr los efectos atribuidos a éste.

Se evaludé el efecto del tipo de microencapsulacion del probidtico en la
supervivencia desarrollo y crecimiento de las larvas de camardon blanco L.

vannamei.



El tratamiento que obtuvo los mejores porcentajes de supervivencia fue el que
contenia las microcapsulas con probiético obtenidas por el método de emulsiéon

multiple (DP2).

Se obtuvo un retraso general en el indice de desarrollo (de 24 a 36 horas) de
los tratamientos probados ( D, DP1 y DP2) respecto al control, debido a una

deficiencia en la formulacién de la dieta.

Se obtuvo un resultado alentador en el desmonte del tratamiento DP2
(microcépsulas por método de Emulsion mudaltiple) en la PL;, pues en éste caso
se logr6 un ID igual al tratamiento control, lo que comprobé un efecto benéfico
del probidtico en las larvas que lograron pasar el cambio de estadio de PZ; a
M. pero que fue observado Unicamente hasta los ultimos estadios larvales, lo
que indica que el efecto del probiético tardo en verse reflejado hacia los

primeros estadios.

La evaluacion bioquimica de los tres experimentos reflejo que no existieron
diferencias de actividad de la amilasa y proteasas respecto al control

Unicamente la actividad tripsina.

Los triglicéridos y proteinas totales si fueron diferentes al control, siendo el
tratamiento D el menor respecto a éste, solo el colesterol no presentd

diferencias significativas entre tratamientos.

Se comprueba en base a los resultados obtenidos de las evaluaciones de
enzimas y metabolitos que la dieta esta deficiente en lipidos a comparacion del
alimento vivo, el cual si les confiere a las larvas el aporte neesario de energia
para lograr el cambio hacia M; y estando la dieta deficiente en este aporte se

explica la dificultad de las larvas para lograr este cambio exitosamente.

Se propone una reformulacion de la dieta, ajustando el aporte de lipidos en

ella.
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Anexo 1. Tamaio de particula de probidtico microencapsulado.



Metodologia para la determinacién de la cinética de flotabilidad
Objetivo:

Determinar la cinética de flotabilidad de muestras de dietas microencapsuladas, asi como la
constante de tiempo de flotabilidad, la cual se define como el tiempo medio en que una
microparticula se encuentra en el seno del liquido ants de sedimentarse.

Egipo e instrumentacion
1 spectronic 20 D de Bauschand Lomb
2 celdas para espectrofotometro
1 cronémetro
1. Calibracién del eqipo Spectronica 20 de Bausch and Lomb

e Girar el boton que se encuentra en la parte superior derecha del panel de control del
equipo para seleccionar la longitud de onda a la cual se efectuaran las mediciones.

e Girar el botén izquierdo, que se encuentra en la parte inferior del panel de control del
equipo hasta que en la pantalla se lea 0.0% de transmitancia y esperar 10 minutos.

e Sila lectura que aparece en la pantalla es superior o inferior a 0.0% de trasmitancia, girar
el botdn izquierdo hasta que nuevamente se lea 0.0%.

e En una celda se colocan 8 mL de agua destilada ( esta sera el blanco o testigo) y se
introduce la celda en el compartimento de la extrema izquierda superior del equipo.

¢ Con el boton derecho, que se encuentra en la parte inferior del panel de control, se calibra
el equipo a 100% de transmitancia y se recomienda esperar de 10 a 15 minutos,
ajustando durante este intervalo de tiempo la lectura a 100% de transmitancia si fuera
necesario.

2. Procedimiento
¢ Se pesa en la balanza analitica 0.10 gramos de muestra en un papelito de aluminio.

¢ Se colocan en otra celda 8 mL de agua destilada y se introduce parialmente esta celda en
el equipo.

e Con laayuda de la espatula se introduce la muestra en la celda.

¢ De nmediato se baja la celda a su lugar, se cierra el compartimento y se empiezan a
registrar las lecturas de % de transmitancia vs tiempo.



* El registro de las lecturas del % de transmitancia vs tiempo continda hasta que se llega a
un valor de 10% de trasmitancia.

3. Determinacion de la cinética de flotabilidad

¢ Usando Excel se construyen as graficas de % de transmitancia vs tiempo; comparando la
curva obtenida con el modelo de decaimiento cinético de primer érden que se propone,
donde la flotabilidad medida como porcentaje de transmitancia comienza con un 100%
(tiempo cero) y decrece monotdnicamente a cero en periodos largos de tiempo.

e De acuerdo a este modelo matematico de ecuacion diferencial de 12 orden por variables
separables, se obtiene la ecuacién exponencial que permite el calculo de la constante de
tiempo de flotabilidad ¢

df/dt=-f/tf
donde f = flotabilidad

T = constante de tiempo de flotabilidad, el cual se define como el tiempo medio en que
una microparticula se encuentra en el seno del liquido antes de sedimentarse.

Separando variables de la ecuacién anterior

df/f=-1/1f(dt)

Integrando entre limites:

Ln £1'00 =- 1/%t]%
Aplicando leyes de los logaritmos se obtiene la ecuacién (1)

Lnf/100=-t/ 7

3.1 Expresién matematica para determinar la flotabildad
Media como porcentaje de transmitancia

Lnf - Ln100=-t/7s



Multiplicando ambos miembros de la ecuacién (1) por la base de los logaritmos neperianos o
naturales (e) y despejando f se obtiene la ecuacién (2):

F=100e (-t/ )

3.2 Expresidn matematica para determinar la constante de tiempo de flotabilidad

De la ecuacion (1) se despeja Ty

T = -t/ Ln (f/100)

Esta ecuacidn (3) se utilia para obtener la constante de tiempo de flotabilidad t;, para cada una de
las muestras analizadas.

3.3 Método grafico par determinar la constante de tiempo de flotabilidad

Se grafican los datos obtenidos experimentalmente, se obtiene la linea de regresion y el
coeficiente de determinaciéon existente entre el modelo matematico exponencial y el
comportamiento de los datos y se analiza qué tan cerca estan los datos del modelo matematico
gue se propone, con la obtencidn del coeficiente de determinacion.

Comparando la ecuacion obtenida con el modelo propuesto, se igualan exponentes y como x=t se
eliminan y entonces la constante de tiempo de flotabilidad es igual al inverso del valor al cual esta
elevado la base de los logaritmos neperianos (e).



Anexo 2. Tamaio de particula de probidtico microencapsulado por emulsion multiple.



Anexo 2

Cinética de Sedimentacion de las microcapsulas con probidtico para la alimentacidn de larvas de
Litopenaeus vannamei.

Anexo 3

Cinética de Sedimentacion de la dieta microencapsulada para la alimentacidn de las larvas de
Litopenaeus vannamei.



Anexo 3. Tamaio de particula de dieta microencapsulada.
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