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RESUMEN

AMADOR ESQUIVEL AKETZALI. Uso de biomasa residual de la biosintesis de
treonina como fuente de proteina alternativa a la harina de pescado en dietas para
el camaron Litopenaeus vannamei: efectos en la digestibilidad aparente y
desemperio de crecimiento (Bajo la direccion de: Dr. André Luiz Braga de Souzay
M.C. Fernando Yahir Garcia Gomez)

El objetivo de este estudio fue conocer los efectos del reemplazo, total (BRA) y
parcial (BRB, BRM), de la harina de pescado (HP) por la biomasa residual de la
biosintesis de treonina (BR) en la digestibilidad aparente y en el desempefio de
crecimiento de dietas de camarones juveniles Litopenaeus vannamei. Se utilizaron
60 juveniles de L. vannamei (4.9 £ 0.34 g) distribuidos en 12 tanques (cinco /
tanque). Se evaluo la tasa de crecimiento especifico, crecimiento semanal, tasa de
conversion alimenticia, tasa de supervivencia, ganancia de peso, indice
hepatosomético y digestibilidad aparente in vivo. El masculo del camardn se analizé
para determinar su composicion proximal. Los resultados mostraron que es posible
reemplazar totalmente la HP por la BR sin afectar negativamente la digestibilidad
aparente, por el contrario, se encontré que la digestibilidad aparente de la materia
seca (DAMS) y de la proteina (DAP), de la BR de la dieta aumentaba cuando la
proporcion de HP y BR fue de 40:71.8 g/kg (P<0.05).No hubo diferencias (P>0.05)
en el peso final, sobrevivencia, tasa de crecimiento especifico, crecimiento semanal,
tasa de conversion alimenticia, ni en el indice hepatosomatico entre los diferentes
grupos experimentales. No se encontraron diferencias (P>0.05) en la composicién
del masculo de los camarones de todos los grupos experimentales. Los resultados
demostraron que es posible el reemplazo de la harina de pescado parcial y total por
la biomasa residual de la biosintesis de treonina en conjunto con otras fuentes de
proteina de origen animal (harina de ave) y vegetal (gluten de maiz y soya) en dietas
formuladas para juveniles de L. vannamei con un peso promedio inicial de 4.9 g (=
0.34 g) sin comprometer el crecimiento o la calidad nutricional del musculo, siendo
las mayores tasas de digestibilidad de la dieta obtenidas cuando se usa en una
proporcién de 40 HP:71.8 BR g kg™.

Palabras clave: dietas acuicolas, digestibilidad in vivo, Litopenaeus vannamei



ABSTRACT

This study was carried out to determine the effects of diets where fishmeal (HP) was
totally (BRA) or partially (BRB, BRM) replaced by residual biomass of threonine
biosynthesis on apparent digestibility, growth performance of juvenile shrimp
(Litopenaeus vannamei). Sixty L. vannamei juveniles (4.9 + 0.34 g) distributed in 12
tanks (five / tank) were used. Specific growth rate, weekly growth rate, feed
conversion rate, survival rate, weight gain, hepatosomatic index, and apparent in
vivo digestibility were measured. The chemical composition of the shrimp muscle
was analyzed. The results showed that it is possible to replace HP with BR without
negatively affecting the apparent digestibility. On the contrary, it was found that the
apparent digestibility of dry matter (DAMS) and crude protein (DAP) increased when
the ratio of HP and BR was 40: 71.8 g / kg (P <0.05). This difference did not reflectin
the growth performance since there were no differences (P> 0.05) in final weight,
survival, specific growth rate, weekly growth, feed conversion rate, or hepatosomatic
index between experimental groups. Nor were differences (P> 0.05) found in the
muscle composition of the shrimp from the different experimental groups. The results
indicate that it is possible to replace fishmeal with residual biomass from threonine
biosynthesis in conjunction with other sources of protein of animal origin (poultry
flour) and vegetable (corn gluten and soy) in diets formulated for L. vannamei
juveniles with an initial average weight of 4.9 g (+ 0.34 g) without affecting the growth
or nutritional quality of the muscle, being the highest digestibility rates of the diet
obtained when used in relation to 40 HP : 71.8 BR g/ kg.

Key words: Agquafeeds, In vivo digestibility, Litopenaeus vannamei.



1. INTRODUCCION

Las actividades agricola, ganadera y pesquera han cubierto las necesidades
alimentarias de la poblacion a nivel mundial; sin embargo, esta necesidad crece
cada afo y no se puede resolver Unicamente, con la intensificacion de estas
actividades, en especial con la sobreexplotacién pesquera, puesto que se corre el
riesgo de agotar las especies de interés alimentario y comercial (Cuéllar et al.,
2018). En respuesta a lo anterior, aunque la pesca sigue superando a la acuicultura
en la produccién acuicola-pesquera total, la brecha se esta cerrando (Edwards et
al., 2019) y la acuacultura ya contribuy6 con un 52% de la produccion destinada al
consumo humano en 2018 (FAO, 2020).

En México, la acuacultura ha alcanzado una tasa media anual de crecimiento de
15%; hay 9230 granjas registradas que representan 18% de la actividad pesquera
del pais (CONAPESCA, 2018; SADER, 2020). El crecimiento de la acuacultura en
México, se debe en gran medida a la produccion de camardn que es considerado
una especie relevante para la seguridad alimentaria de la poblacion y para el
desarrollo econédmico nacional; ademas, constituye el segundo producto acuicola
producido en el pais con 158 115 toneladas, posicionando a México en el segundo
lugar dentro de los mayores productores de América, so6lo por debajo de Ecuador,
y en el séptimo a nivel mundial (CONAPESCA, 2018; FAO, 2018).

Para mantener o inclusive incrementar la produccion de camarones en México
es necesario suministrar los insumos necesarios; entre estos, el mas importante es
la dieta ya que representa alrededor del 50% de los costos de produccion (Molina 'y
Villarreal, 2008). Por ello, los estudios de dietas que cubran eficientemente los
requerimientos son fundamentales, resaltando a las proteinas como factor clave de
la alimentacion debido a su influencia en el crecimiento y a su relacion directa con
los costos de produccién por la alta demanda y costo de almacenamiento de
ingredientes proteinicos de las industrias pecuarias (Lee et al., 2000; Cortés et al.,
2003; Teshima et al., 2006).



Una de las limitantes para el desarrollo de la camaronicultura relacionada con la
nutricion esta asociada a la alta demanda de harina de pescado (HP) necesaria para
la formulacion de dietas por ser este un ingrediente con una alta proporcién de
aminoacidos esenciales biodisponibles, es una buena fuente de macro y micro
minerales y de vitaminas (Garcia et al., 2007). La produccion de HP proviene
principalmente de especies pelagicas, como la sardina. Sin embargo, la misma se
ha tornado escasa y, consecuentemente, cara; el costo de la tonelada métrica se
incrementd de 400 USD en el afio 2000 a 1442.77 USD en el 2020 (Index Mundi,
2021). Por lo anterior, se sabe que la relacién oferta/demanda no es sostenible y
constituye un riesgo para la seguridad alimentaria (HLPE, 2014). La HP es un
ingrediente que impacta el medio ambiente y sera insostenible en el futuro al ser
obtenido directamente de la pesca. Asi, la investigacion para sustituir la HP por

ingredientes alternativos ha sido objetivo de investigacion de muchos laboratorios.

A pesar de que existe una amplia variedad de fuentes alternativas de origen vegetal
como la harina de soya, algoddn, girasol, canola, Leucaena (Martinez et al., 1999,
Sanz et al.,, 2000, Gonzélez et al., 2014) y de origen animal como harina de
langostilla, desechos de almeja catarina, lombriz de tierra (Civera et al.,1999), para
sustituir o complementar la inclusion de la harina de pescado. Pero, algunos de
estos ingredientes tienen las siguientes desventajas: bajo porcentaje de proteina 'y
de aminoacidos esenciales, alto contenido de carbohidratos, presencia de
contaminantes y de factores anti-nutricionales, baja palatabilidad, baja
digestibilidad; por otra parte, algunos de ellos son altamente demandados por otras
industrias, por lo que son poco disponibles, ademas, pueden ser de nula o baja
sustentabilidad (Sanz et al., 2000).

Por lo anterior, el uso de residuos como los obtenidos de la destilacién y/o de
fermentacion bacteriana o de las levaduras pueden ser una alternativa (Qiu y Davis
2016, 2017). De estas opciones mencionadas, la industria de biosintesis de
aminoacidos (perteneciente a la industria de los suplementos alimenticios) ha

crecido fuertemente debido a los cambios en el estilo de vida de las personas, ya



gue sus dietas incluyen alimentos con alto contenido de energia (grasas, azucares)
e insuficientes niveles de frutas, hortalizas y fibra, o que tiene efectos negativos
sobre la salud al no satisfacer (Rapallo y Rivera, 2019), o exceder los requerimientos
nutricionales. De acuerdo con la FAO (2021), en México en el afio 2017, el 79.28%
de las calorias consumidas fueron de origen vegetal y el 20.72% de origen animal;
sin embargo, la digestibilidad y absorcion de las proteinas de origen animal es de
90% mientras que la vegetal es so6lo de 60 a 70% aproximadamente (Gonzalez et
al., 2007), por lo tanto, el aporte de aminoacidos es insuficiente. Por ello se puede
suponer que sera necesaria una suplementacion, sobre todo de los aminoacidos
esenciales: leucina, isoleucina, valina, metionina, lisina, fenilalanina, triptéfano,
treonina, histidina y arginina (Martinez y Martinez, 2006). La necesidad de
suplementar con aminoacidos esenciales las dietas explica la rapida expansion de
la industria productora de estos nutrimentos; al mismo tiempo es un indicio de que
en el corto, mediano y largo plazo, los residuos industriales estaran disponibles para

las dietas acuicolas.

La biomasa residual obtenida tras la fermentacion bacteriana (Escherichia coli)
para la biosintesis de treonina es una de las opciones mas factible de aprovecharse
en dietas acuicolas. Al final de ese proceso, se obtiene la treonina cristalizada y la
biomasa residual que es rica en proteina cruda (PC, nitrégeno x 6.25) y
aminoacidos. De hecho, esa biomasa residual es mas rica en los aminoacidos
esenciales isoleucina, leucina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina en
comparacion con los contenidos en la harina de pescado (Almeida et al., 2014). Por
lo anterior, el estudio de la inclusién de la biomasa residual de la biosintesis de
treonina en sustitucion de la harina de pescado en dietas para camarones aportara

datos en la busqueda de ingredientes proteinicos alternativos.

1.1 Antecedentes
El primer reporte del uso de la biomasa residual de la biosintesis de treonina (BR)
en dietas para animales fue elaborado por Almeida et al. (2014), quiénes evaluaron

su digestibilidad en lechones destetados. Estos autores encontraron que el



porcentaje de PC, aminoacidos totales y treonina, fueron mayores en la biomasa
residual que en la harina de pescado; la digestibilidad ileal aparente para los
aminoacidos esenciales (excepto del triptéfano) y para los aminoacidos no
esenciales (excepto glicina y prolina) fue mayor en la biomasa residual que en la
harina de pescado. Aunado a esto, la digestibilidad ileal estandarizada de la PC y
de todos los aminoacidos esenciales (excepto triptéfano) y de los aminoacidos no
esenciales (excepto prolina) fue también mayor en la biomasa residual que en la
harina de pescado. Ademas de las digestibilidades evaluadas, se reporté que los
lechones se mantuvieron sanos y consumieron facilmente la dieta demostrando que

no hubo dificultades con la palatabilidad.

Ademas, la BR ha sido probada en animales acuéticos por Rhodes et al. (2015)
que trabajaron con Pampano amarillo (Trachinotus carolinus) donde se encontrd
gue se pueden usar hasta 128.2 g/kg en dietas practicas para reemplazar totalmente
la harina de pescado sin causar un rendimiento negativo en esta especie. En otro
bioensayo realizado por Rosales et al. (2017) con corvina roja (Sciaenops ocellatus)
se obtuvo que las ganancias de peso aumentaron con la inclusién de 45 g/kg y 90

g/kg de la BR, pero disminuyé cuando se incluyeron 135 g/kg.

El uso de la BR ha sido también evaluado de forma conjunta con otros
ingredientes proteinicos unicelulares. Burr et al. (2020) utilizaron la BR con un
ingrediente de proteina proveniente de la fermentacion de una levadura para medir
el rendimiento del crecimiento en el salmoén del Atlantico (Salmo salar). Los datos
que arrojaron sugieren que una tasa de inclusién por debajo de 80 g/kg es la 6ptima.

Asimismo, la BR ya fue probada en camarones blanco del Pacifico (Litopenaeus
vannamei) por Qiu y Davis (2017), donde evaluaron el efecto de dos presentaciones
-de secado por aspersion y granular- de la BR. Los autores reportaron que la
inclusion optima para que no se vean afectados los parametros de crecimiento, de
ganancia de peso y tasa de conversion alimenticia fue de 50 g/kg para la BR secada

por aspersion y de 120 g/kg de la BR granular; sin embargo, reportaron las mejores



ganancias de peso con una inclusion de 20 g/kg. Respecto a la composicion del
cuerpo entero, se describié que en los grupos que recibieron 120 g/kg de BR
granular en la dieta, los camarones tuvieron un contenido de lipidos corporales
significativamente mas bajo que los alimentados con dietas que incluyeron 40 o0 120

g/kg de la BR secada por aspersion.

El uso de la BR en dietas para animales en especial para los acuéticos es
reciente; si bien, los estudios anteriores indicaron la pertinencia de su uso en dietas
acuicolas, aun no se conocen los efectos de la sustitucion total de la harina de
pescado por la biomasa residual de la biosintesis de treonina en combinacion con
otras fuentes proteinicas de origen tanto animal como vegetal en la digestibilidad y

crecimiento de juveniles del camarén L. vannamei.

1.2 Digestibilidad aparente in vivo

La digestibilidad es la capacidad de una especie para digerir y absorber los
nutrientes de la dieta que ingiere (Gutiérrez et al., 2009) y se calcula a través de la
sustraccion entre el total del alimento ingerido y la cantidad de heces totales
producidas en un tiempo determinado (Fox y Lawrence, 2008), es indispensable
conocer la digestibilidad para ofertar una nutricion optima a las especies. Al utilizar
materias primas con altos coeficientes de digestibilidad y limitar el uso de
ingredientes con bajos coeficientes, se minimizardn las pérdidas de nutrientes
(Vasquez, 2007) y de solidos suspendidos en las heces, que, entre otros impactos,
son potencialmente responsables de eutrofizacion y enterramiento de comunidades
bentdnicas en los ecosistemas receptores de los efluentes (Martinez et al., 2009).
Por lo tanto, es critico conocer la digestibilidad de los ingredientes para la

formulacién de dietas eficientes y de minimo costo (Fox y Lawrence, 2008).

Las heces también contienen cierta cantidad de nutrientes perdidos por la
descamacion del epitelio intestinal, esa cantidad es normalmente sustraida de la
produccion fecal para obtener una medida mas precisa o “verdadera” de la

digestibilidad; sin embargo, es dificil determinar de forma practica estas pérdidas



con precision. Por ello, la mayoria de los nutricionistas de organismos acuaticos
valoran la digestibilidad aparente (donde la cantidad de nutrientes provenientes de
la descamacion intestinal no es considerada), que estima la digestibilidad del
ingrediente (Fox y Lawrence, 2008).

Existen diversos métodos para evaluar la digestibilidad aparente de las proteinas
en la dieta; los més utilizados son los métodos in vivo, y existen métodos in vitro
que son alternativos. Dentro de la metodologia in vivo existen el método indirecto y
el directo. Para el método directo o cuantitativo, se requiere que, a partir de una
cantidad de alimento conocida, se recupere la cantidad total de las heces
excretadas; sin embargo, se tiene la dificultad de estimar con exactitud el consumo
de alimento y de colectar la totalidad de las heces (Ricque et al., 2008). En el método
indirecto se utiliza un marcador inerte y, a diferencia del método directo, no se
necesita conocer la cantidad exacta de alimento ingerido, tampoco es necesario
recolectar el 100% de las heces (Ricque et al., 2008). Teniendo en cuenta las
ventajas mencionadas, este método fue elegido para este estudio, utilizandose las
cenizas insolubles en acido como marcador debido a la practicidad y precisién con

gue pueden ser determinadas.

Por todo lo anterior el presente estudio busca contribuir a la busqueda de
ingredientes proteinicos alternativos a la harina de pescado evaluando la
digestibilidad de la biomasa residual de la biosintesis de treonina mediante el

método de digestibilidad aparente in vivo.



2. HIPOTESIS

El uso de la biomasa residual de la biosintesis de treonina (BR) en sustitucion
de la harina de pescado en dietas formuladas para juveniles del camarén blanco del
Pacifico (Litopenaeus vannamei), no repercutira negativamente en: 1) la

digestibilidad aparente de la dieta y 2) El desempefio de crecimiento.

3. OBJETIVOS

3.10bjetivo general

Evaluar la digestibilidad aparente y el desempeiio de crecimiento (tasa de
crecimiento especifico, crecimiento semanal, tasa de conversion alimenticia) en
juveniles del camarén blanco del Pacifico (L. vannamei) alimentados con dietas
formuladas con diferentes porcentajes de inclusién de la biomasa residual de la
biosintesis de treonina con fuentes proteinicas de origen animal y vegetal como

alternativa para la sustituciéon de la harina de pescado.

3.20bjetivos especificos
a. Evaluar los efectos de la sustitucién gradual de la harina de pescado con una
inclusién creciente de la biomasa residual de la biosintesis de treonina en la

digestibilidad aparente in vivo (materia seca y proteina).

b. Evaluar parametros de desempefio de crecimiento (tasa de crecimiento
especifico, crecimiento semanal, tasa de conversion alimenticia) de juveniles de
camaron alimentados con dietas formuladas con diferentes porcentajes de
inclusién de la biomasa residual de la biosintesis de treonina en combinacion
con fuentes proteinicas de origen animal y vegetal para sustituir la harina de

pescado.
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4. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en las instalaciones del Instituto de Investigaciones
Oceanologicas de la Universidad Autonoma de Baja California y los protocolos
experimentales tuvieron la aprobacion de la Coordinacion Institucional para el Uso

y Cuidado de Animales de Experimentacion de esta misma institucién.

4.1 Acondicionamiento previo de los animales

Postlarvas de Litopenaeus vannamei (n = 5000) fueron obtenidas del laboratorio
comercial Maricultura del Pacifico (Mazatlan, Sinaloa) y transportadas al Instituto de
Investigaciones Oceanologicas de la Universidad Autonoma de Baja California (110-
UABC), donde se les mantuvo en un sistema de recirculacion compuesto por tres
tanques de fibra de vidrio circulares de 1000 L cada uno, conectado a un
sedimentador, reservorio, fraccionador de espuma y biofiltro. El sistema fue
mantenido con aireacion constante por medio de difusores de aire conectados a un

soplador de 2.5 hp y a temperatura estable de 28 + 1 °C con el uso de calentadores.

Ademas, los camarones en la etapa de mantenimiento se alojaron en las
condiciones de calidad de agua recomendadas para su crecimiento (Wyban et al.,
1995; Van Wyk y Scarpa, 1999); es decir a una salinidad a 35 ppm, el oxigeno
disuelto arriba de 5 mg/L, nitritos menos de 5 mg/L, amonio menor a 1 mg/L, pH de
7.5 a 8.5 y alcalinidad mayor a 130 mg CaCOs por L. Las condiciones de salinidad,
oxigeno disuelto y temperatura fueron medidas dos veces al dia, durante toda la
duracion del estudio, con un multiparametro (Pro-2030 YSI®, Xylem Inc, EUA);
mientras que nitritos y amonio fueron monitoreados semanalmente con un kit de
pruebas colorimétricas (Api Saltwater Master®, Mars Inc., EUA); en tanto el pH fue
medido con un potenciémetro (Thermo Scientific® Orion® 4-Star, Fisher Scientific,
EUA) y para medir la alcalinidad se sigui6 una modificacion de la metodologia
descrita por APHA (2012), donde se utilizo acido sulfurico 0.05 N y una solucién
indicadora compuesta de 100 mg de verde de bromocresol y 20 mg de rojo de metilo
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en 100 mL de alcohol etilico para la titulacion. Dos veces a la semana, se afiadio en
el reservorio una mezcla de agua dulce y salada (1:1), mientras que, una vez a la
semana se agregaron 100 mg/L de bicarbonato de sodio de acuerdo con lo
reportado por Furtado et al. (2015), para mantener la salinidad y alcalinidad,

respectivamente dentro de los limites mencionados anteriormente.

En cuanto a la alimentacion, se utilizaron dietas formuladas para satisfacer los
requerimientos nutricionales de las diferentes fases (postlarvas, 45% de proteina
cruda y 12% de lipidos; juveniles, 35% de proteina cruda y 10% de lipidos). Las
dietas fueron preparadas en el Laboratorio de Nutricion y Fisiologia Digestiva (I1O-
UABC) y, se proporcionaron a los camarones cuatro veces al dia, de acuerdo con
lo establecido por Jory et al. (2001) hasta que alcanzaron el peso promedio de 5 g.
En este punto, se eligieron aleatoriamente 60 animales y se dio inicio al periodo

experimental.

4.2 Formulacion y elaboracion de dietas experimentales

La biomasa residual de la biosintesis de treonina (BR) probada en este
bioensayo fue utilizada como fuente proteinica alternativa a la harina de pescado.
La composicion proximal y el perfil de aminoacidos de la BR! se plasman en el
Cuadro 1.

1 Proplex® T, ADM® Animal Nutrition, EUA.
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Cuadro 1. Composicion proximal en base seca y perfil de aminoacidos de la

biomasa residual de la biosintesis de treoninal.

Composicion proximal (g/kg)

Humedad 83.70
Proteina cruda (N x 6.25) 790.82
Lipidos 80.80
Cenizas 65.72
ELN* 62.66

Perfil de aminoéacidos (%)?

Arginina 5.11
Histidina 1.83
Isoleucina 4,15
Leucina 7.24
Lisina 5.20
Metionina 2.15
Fenilalanina 3.45
Treonina 452
Triptéfano 1.06
Valina 5.10

*Extracto libre de nitrégeno; ELN (g/kg) = 1000 — (Proteina cruda + Lipidos totales + Cenizas).
1 Proplex® T, ADM® Animal Nutrition, EUA
2 Datos proporcionados por el fabricante

Cuatro dietas experimentales fueron formuladas usando la BR de acuerdo con
los requerimientos nutricionales del camarén blanco del Pacifico (L. vannamei) para
obtener un 35% de proteina cruda. Ademas de la BR, se utilizaron como fuentes
proteinicas harina de ave, harina de soya, harina de trigo, gluten de maiz, grenetina
y harina de pescado. La diferencia clave entre las dietas fueron las proporciones
entre harina de pescado y BR (HP:BR, g/kg), las cuales se establecieron de la
siguiente manera:

(1) 120:0 (control);

(2) 80:35.9 (BRB, nivel de inclusion de la BR bajo);

(3) 40:71.8 (BRM, nivel de inclusién de la BR medio);

(4) 0:107.7 (BRA, nivel de inclusion de la BR alto).



13

La formulacién y la composicion proximal de las dietas experimentales se

presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Ingredientes y composicion proximal en base seca de las dietas
experimentales.

Ingredientes Dietas experimentales

(g/kg) Control BRB BRM BRA
Biomasa Residual de la biosintesis
de treonina? (BR) 0 35.9 71.8 107.7
Harina de pescado P 120 80 40 0
Harina de ave ¢ 205 205 205 205
Harina de soya ¢ 120 120 120 120
Harina de trigo © 180 180 180 180
Gluten de maiz 20 20 20 20
Almidén 9 2115 213.8 215.9 218
Grenetina " 60 60 60 60
Sebo bovino ' 20.2 22 24 26
Premezcla ! 15.9 15.9 15.9 15.9
Fosfolipidos K 10 10 10 10
Colesterol' 5 5 5 5
DHA™ 30 30 30 30
Benzoato de sodio " 2.3 2.3 2.3 2.3
BHT" 0.1 0.1 0.1 0.1
TOTAL 1000 1000 1000 1000

Composicion proximal (g/kg)

Proteina cruda (N x 6.25) 359.2 352.5 350.2 344.9
Lipidos 72.8 72.1 82.9 79.1
Cenizas 71.1 66.2 61.4 56.3
Fibra 33.0 39.0 38.0 32.0
ELN* 452.6 470.2 467.5 488.7

*Extracto libre de nitrégeno; ELN (g kg1) = 1000 — (Proteina cruda + Lipidos totales + Fibra + Cenizas).

2 Proplex® T, ADM® Animal Nutrition. ° ED & F MAN LIQUID PRODUCTS S.A. de C.V. ¢ Scoular de México S.
de R.L. de C.V. 9 Alimentos COLPAC. ¢ Molinera del valle S.A. de C.V. f Ingredion México S.A. de C.V. 9 Tate &
Lyle - Heartland Consumer Products LLC. " Progel Mexicana®. 'industrial de Grasas y Derivado, Tijuana BC,
México. | Rovimix, DSM Nutritional Products México S.A. de C.V., contiene en g/kg: acido p -aminobenzoico
1.45; biotina 0.02; mioinositol 14.5; acido nicotinico 2.9; Capantotenate 1.0; piridoxina-HCI 0.17; riboflavina 0.73;
tiamina-HCI 0.22; menadiona 0.17; a- tocoferol 1.45; cianocobalamina 0.0003; calciferol 0.03; L-ascorbil-2-
fosfato-Mg 0.25; &cido félico 0.05; cloruro de colina 29.65; retinol 0.015; NaCl 1.838; MgSQO4 7H20 6.85;
NaH2PO4 2H20 4.36; KH2PO4 11.99; Ca(H2P04) 2 2H20 6.79; Fe-citrato 1.48; Ca-lactato 16.35; AICls 6H20
0.009; ZnSO4 7H20 0.17; CuCl2 0.0005; MnSO4 4H20 0.04; KI 0.008; CoCl2 0.05 y Stay - C (vitamina C).

k Comercializador Costa bella S. de R.L. de C.V., Ensenada BC, México. ' Colesterol, NF, MP Biomedicals,
Callifornia, Estados Unidos. ™ Natur™, ADM® Animal Nutrition. " Interquimica SA de CV, Atizapan de Zaragoza,
México.
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Para la elaboracion de las dietas experimentales, se siguio el procedimiento
(Mata et al., 2018) del Laboratorio de Nutricion y Fisiologia Digestiva (110-UABC).
Inicialmente, se calcularon y pesaron los ingredientes para preparar 1 kg de cada
dieta, dividiéndolos en microingredientes (premezcla, fosfolipidos, colesterol, DHA,
benzoato de sodio y BHT) y en macroingredientes (BR, harinas de pescado, ave,
soya y trigo y gluten de maiz). El almidon, la grenetina y el sebo bovino se pesaron
por separado. Se mezclaron los micro y macroingredientes durante 1:20 minutos en
una mezcladora de corte vertical R60 (Robot-coupe®, Robot Coupe USA, EUA). El
almidon se preparo diluyéndolo, en agua caliente en proporcion 1:1, y cociéndolo
en microondas, después se incorporé a el contenido de la mezcladora; la grenetina
se prepar0 con agua caliente en una proporcion 2:1, adn liquida se agregé a la
mezcla previa y el sebo se incorporé caliente y fundido a la mezcla. La masa
resultante se coloco en la peletizadora que produjo tiras de 2.0 mm de didmetro,
gue se colocaron en bandejas de metal para su enfriamiento. Una vez frias, se
cortaron en una mezcladora de corte vertical R15 (Robot-coupe®, Robot Coupe
USA, EUA) hasta que se obtuvo particulas de 1 cm de largo. Después, los pellets
resultantes se colocaron en bandejas de plastico y se introdujeron en estufa
horizontal con ventilacion (1600 HAFO series, VWR INTERNATIONAL®, avantor™,
EUA) a 60 °C por 24 horas. Transcurrido este tiempo, se retiraron del horno y se
dejaron enfriar a temperatura ambiente previo al envasado en botes de plastico
identificados. Para su conservacion, se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C durante

todo el experimento (Fig. 1).
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Figura 1. Proceso de preparacion de las dietas formuladas con biomasa residual de la
biosintesis de treonina como fuente de proteina alternativa a la harina de pescado para el
camardn Litopenaeus vannamei. (a) Pesaje. (b) Mezclado de ingredientes en una
mezcladora de corte vertical. Preparacion de (c) almidén; (d) grenetina. Masa en extrusor
(e) saliendo y (f) dentro. Pellets (g) corte; (h) enfriado después del secado. (i) Envasado de
las dietas.
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4.3 Disefio experimental

Se llevé a cabo un bioensayo realizado en un sistema de recirculacion (Fig. 2)
compuesto de un biofiltro conectado a 12 tanques de 20 L llenados con agua de
mar, proveniente del reservorio del 1IO-UABC, en el que se colocaron de forma
aleatoria 5 organismos con un peso promedio de 4.9 g (£ 0.34 g SD) en cada uno

de los tanques.

Flujo de agua

Flujo de aire »

Tubo de agua QS
Tubo de aire s

Biofiltro

Figura 2. Sistema de recirculacién para el bioensayo con juveniles de Litopenaeus
vannamei, conformado por los 12 tanques ilustrados de color negro y un biofiltro.

El bioensayo tuvo una duracion de 42 dias utilizando un disefio completamente
al azar con 4 grupos experimentales por triplicado. Cada grupo correspondi6 a una
de las dietas experimentales. La asignacion de dieta por tanque también fue

aleatoria.

Los camarones se alimentaron con el 8% de su biomasa repartido en cuatro
porciones iguales al dia (9:00, 11:30, 14:00 y 16:30 h). La calidad de agua se
monitored midiendo dos veces al dia la temperatura, salinidad y oxigeno disuelto,
mientras que nitritos, amonio, pH y alcalinidad se midieron una vez por semana. Los

métodos utilizados para medir y corregir las condiciones ambientales, asimismo los
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rangos dentro de los cuales ellas fueron mantenidos durante el bioensayo, fueron

descritos en la subseccion 4.1.

4.4 Desempeifio de crecimiento
Una vez terminado el experimento, los camarones de cada tanque se contaron
y pesaron de forma individual. El desempefio de crecimiento se evalué mediante el
calculo de las siguientes variables de acuerdo con las siguientes formulas:
» Tasa de crecimiento especifico (SGR, de su sigla en inglés)
SGR (%/dia) = [Ln (peso final) — Ln (peso inicial)] X 100 / dias de
experimento;
» Crecimiento semanal (CS)
CS (g/semana) = (peso final — peso inicial) /semanas;
» Tasa de conversion alimenticia (TCA)
TCA = total de alimento ofertado / biomasa de camardn producida;
» Tasa de sobrevivencia (SR)

SR (%) = namero final de camarones X 100 / numero inicial de camarones.

4.5 Recolecta de muestras

4.5.1 Heces

Para la determinacion de la digestibilidad in vivo, se colectaron diariamente
heces de cada tanque. Esta recoleccién empez6 una semana después del inicio del
bioensayo para asegurar que las heces fueran el resultado de la digestiéon de las
dietas experimentales (Fenucci, 2008). Con el fin de evitar la recoleccién de heces
degradadas, residuos de heces y alimentos del dia anterior. Estos fueron retirados

diariamente, por sifoneo antes de la primera alimentacion.

La colecta se realiz6 dos horas después de las alimentaciones de 9:00, 11:30 y
14:00 h también por medio de sifoneo del tanque, de acuerdo con la metodologia
descrita por Cruz et al. (2008). Para ello, el agua recolectada por sifoneo se tamizé
con el fin de colectar los hilos fecales, los cuales fueron enjuagados con agua

destilada y después colocados en tubos eppendorf®y conservados a -18 °C (Fig. 3).
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Figura 3. Recoleccidn de heces para calcular la digestibilidad aparente de dietas formuladas
con biomasa residual de la biosintesis de treonina como fuente de proteina alternativa a la
harina de pescado para el camarén Litopenaeus vannamei. (a) Material utilizado en la
colecta de heces: criba, pipeta Pasteur y tubos Eppendorf®. (b) Hilos fecales en la criba
lavados con agua destilada. (c) Heces en tubos Eppendorf® para congelacion.

4.5.2 Hepatopancreas

Para la recoleccién de hepatopancreas se efectud la eutanasia de los animales
por hipotermia inducida por crioanestesia de acuerdo con lo establecido por el
Coordinador Institucional para el Uso y Cuidado de Animales de Experimentacion
del 1O-UABC. Una vez listos los especimenes, se colectaron los hepatopancreas
retirando el exoesqueleto del cefalotérax (Fig. 4a) y tomando los 6rganos con pinzas
de diseccion sin dientes (Fig. 4b), los hepatopancreas se pesaron para calcular el

indice hepatosomatico (IHS) con la siguiente férmula:

peso hepatopancreas
[HS = - x 100
peso de camaron entero
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Figura 4. Recoleccién de hepatopancreas pertenecientes a camarones (Litopenaeus
vannamei) juveniles alimentados con dietas formuladas con biomasa residual de la
biosintesis de treonina como fuente de proteina alternativa a la harina de pescado. (a) Retiro
del exoesqueleto del cefalotérax. (b) Extraccion del hepatopancreas con pinzas de
diseccion sin dientes.

4.5.3 Musculo

Después de la recoleccion del hepatopancreas, se tomé por diseccion, la
muestra de musculo, la cual fue puesta en una capsula de porcelana para su
machacado y deshidratado para su posterior andlisis de composicion proximal (Fig.
5).

Figura 5. MUsculos de camarones (Litopenaeus vannamei) juveniles alimentados con dietas
formuladas con biomasa residual de la biosintesis de treonina como fuente de proteina
alternativa a la harina de pescado.
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4.6 Digestibilidad aparente in vivo

Al finalizar el experimento, se determino el contenido de cenizas insolubles en
acido de las dietas experimentales y de las heces colectadas durante el bioensayo
para calcular la digestibilidad aparente de acuerdo con lo descrito por la AOAC
(2015) y Cruz et al. (2009). Los analisis fueron realizados por triplicado. Inicialmente,
filtros (Whatman®) de fibra de vidrio GF-F de 47 mm de didmetro fueron lavados con
1.5 mL de diclorometano usando una jeringa de vidrio, en seguida fueron secados
a temperatura ambiente. Los filtros secos fueron calcinados en un crisol de
porcelana a 450 °C durante cinco horas. Una vez calcinados, se dejaron enfriar los

crisoles en desecadores por 20 minutos y se pesaron.

Aparte de la preparacion de los filtros, 50 mg de cada muestra (dietas o heces)
previamente seca y calcinada se pesaron en un vaso de precipitado de 50 mL. Una
vez pesadas las muestras, se agregaron 5 mL de &cido clorhidrico (HCI) al 2 N
escurriéndolo por las paredes del vaso para incluir toda la muestra. Se taparon los
vasos de precipitado con vidrios de reloj y se calentaron en planchas eléctricas
dentro de la campana de extraccion hasta alcanzar la ebullicion. Finalizada la

ebullicién, se dejaron enfriar por 5 minutos dentro de la campana (Fig. 6a).

Figura 6. Determinacién de cenizas insolubles para el calculo de la digestibilidad aparente
de las dietas formuladas con biomasa residual de la biosintesis de treonina como fuente de
proteina alternativa a la harina de pescado para el camaron Litopenaeus vannameiy de las
heces colectadas durante el bioensayo. (a) Vasos de precipitado con muestra después de
la ebullicion con &cido clorhidrico al 2N. (b) Filtracion al vacio utilizando un matraz Kitasato.
(c) Muestra recuperada en el papel filtro dentro de una capsula de porcelana previo a la
calcinacion.
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Transcurridos los 5 minutos, se filtro el contenido de los vasos de precipitado los
filtros preparados previamente utilizando un matraz Kitasato conectado a una
bomba de vacio (Fig. 6b). Durante la filtracion, el vaso de precipitado se enjuag6
con agua destilada caliente para asegurar la recuperacion de toda la muestra en el
filtro. Al terminar los enjuagues, se retir0 el filtro, que se colocé en una céapsula de
porcelana y se calcind en la mufla a 450 °C durante cinco horas (Fig. 6¢). Tras la
calcinacion, las cdpsulas se dejaron enfriar dentro del desecador por 20 minutos y
se pesaron.

Para calcular las cenizas insolubles en acido se utilizé la siguiente formula:

(PFF — PIF)
PM

100

Cen * ( X 100)

%CI =

Donde:

Cl = Cenizas insolubles en acido;
Cen = Cenizas de muestra;

PFF = Peso final del filtro;

PIF = Peso inicial del filtro;

PM = Peso de muestra.

Los datos de las cenizas insolubles en acido se utilizaron para el célculo de la
digestibilidad aparente de la materia seca de la dieta (DAMS) y de la proteina en la

dieta (DAP) con las siguientes formulas:

% CID
DAMS =100 — [100 X ( >]

% CIH

DAP = 100 [100 X (% PH) (% ¢Ib )]
= — X
% PD % CIH

Donde:
DAMS = Digestibilidad aparente de materia seca,;
DAP = Digestibilidad aparente de proteina cruda;

%PH = Porcentaje de proteina cruda en heces;
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%PD = Porcentaje de proteina cruda en dieta;
%CID = Cenizas insolubles en acido de dieta;

%CIH = Cenizas insolubles en acido de heces.

Con los datos anteriores se calculo el coeficiente de la digestibilidad de la

proteina cruda de la BR con la siguiente formula:

0.7 X %DR)]

DAl = DADE DADE — DADR) X (—
* [( ) 0.3 X %DE

Donde:

DAI = Digestibilidad aparente del ingrediente;

DADE = Digestibilidad aparente de la dieta a evaluar;
DADR = Digestibilidad aparente de la dieta de referencia;
%DR = %nutriente de la dieta de referencia;

%DE = %nutriente del ingrediente a evaluar.

4.7 Analisis de composicion proximal

Los analisis proximales de las dietas y musculos de los juveniles de L. vannamei,
incluyeron humedad, cenizas, proteina y lipidos. En las heces se determiné el
contenido de humedad, cenizas y proteina. Ademas, en las dietas, se determino el
contenido de fibra. Los analisis se realizaron por triplicado, de acuerdo con las

metodologias descritas por la AOAC (2015).

4.7.1 Humedad

La humedad se determiné por el método gravimétrico. Para ello, 2 g de muestra
se pesaron en charolas de aluminio y se secaron en horno de conveccion a 60 °C
por 24 horas o hasta peso constante (Fig. 7). Una vez secas, se sacaron del horno
y se dejaron enfriar en un desecador por 20 minutos, para evitar que adquiriera
humedad del ambiente. Una vez frias, las muestras se pesaron para calcular la

humedad con la siguiente formula:
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Peso final — Peso inicial
%H = x 100

Peso inicial de la muestra

Figura 7. Charolas de aluminio con muestras para la determinacion de humedad en las
dietas experimentales, musculos y heces de juveniles de Litopenaeus vannamei colectados
durante el bioensayo.

4.7.2 Cenizas
Las cenizas se determinaron por el método gravimétrico de calcinacion. Se peso
1 g de muestra seca en una capsula de porcelana y se calcind en una mufla a 550

°C por seis horas (Fig. 8).

Figura 8. Muestras después de la calcinacion en mufla a 550 °C para la determinacion de
cenizas en las dietas experimentales, musculo y heces de juveniles de Litopenaeus
vannamei, colectados durante el bioensayo.



24

Una vez calcinadas las muestras, se dejaron enfriar en un desecador por 20
minutos y, por ultimo, se pesaron. El porcentaje de cenizas se calculé con la

siguiente formula:

Peso final x 100
Peso inicial

x%Cenizas =

4.7.3 Proteina cruda

La proteina cruda se determind con el método de micro-Kjeldahl, el cual mide la
cantidad de nitrogeno presente en la muestra y se calcula de forma indirecta
multiplicando el resultado por el factor de conversion de nitrégeno 6.25 (AOAC
2015). El método se compone de tres etapas: digestion, destilacion y titulacion.
Antes de comenzar la digestion, se prepard la muestra a digerir que consistié en
pesar 2 g de sulfato de potasio (K2SOa4), para aumentar el punto de ebullicion del
acido sulfarico, 40 mg de sulfato cuprico pentahidratado (CuSO4*5H20), que tiene
la funcion de catalizador, y 50 mg de muestra seca a analizar (Fig. 9a). Ademas de
las muestras, fue necesario utilizar un blanco, que consisti6 en K2SOs4 y el
CuSO4*5H20 solos, los cuales fueron procesados igual como si tuviera una

muestra.



Figura 9. Determinacion de proteina cruda por el método de micro-Kjeldahl en las dietas
experimentales, musculos y heces de juveniles de Litopenaeus vannamei colectados
durante el bioensayo. (a) Charolas de plastico con K,SO,, CuSOs - 5H,0 pesados y muestra
envuelta en papel para la etapa de digestion. (b) Etapa de digestion, matraces Kjeldahl en
parrilla del digestor. (c) Etapa de destilacion, destilador de micro-Kjeldahl. (d) Etapa de
titulacion.

La muestra y los reactivos pesados se colocaron en un matraz de Kjeldahl de 30
mL, se agregaron 3 mL de acido sulfurico (H2SO4) ACS 97.4% y se coloc6 el matraz
en la parrilla del digestor (Fig. 9b). La digestion comenzo6 en el momento en que se

empezaron a calentar los matraces gradualmente hasta la ebullicion del acido
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sulfurico, cuando la muestra se torno transparente se dejo 15 minutos mas. Todo el

proceso de digestion durd aproximadamente cuatro horas.

Finalizada la digestion, los matraces se dejaron enfriar y se les afiadieron 25 mL
de agua destilada. En un vaso de precipitado se prepararon 15 mL de acido borico
al 3%, con 5 gotas de indicador de Shiro Tashiro, y se coloco en la salida del
destilador (Fig. 9c). En seguida, se afiadieron 5 mL de muestra, 10 mL de hidroxido
de sodio al 40% y 10 mL de agua destilada al destilador, se encendi6 el
equipamiento, iniciando la destilacion mediante el encendido del destilador. El
proceso concluyo cuando se colectaron 50 mL de la muestra, para iniciar la titulacion
(Fig. 9d), que se realiz6 con &cido clorhidrico (HCL) 0.02 N, previamente valorado

con carbonado de sodio 10.016 mg/mL.

Para el calculo del porcentaje de proteina cruda se utilizaron las siguientes

formulas:

% de Nitrégeno = (ml de HCl — ml de blanco) X normalidad de HCl X 1.4g de

muestra

% Proteina = %Nitrégeno X 6.25

4.7.4 Lipidos

Para determinar los lipidos se utilizé el método gravimétrico de extraccion de
lipidos en un aparato de Soxhlet. Ese consiste en la extraccion de los lipidos
mediante lixiviacion de la muestra usando disolventes como el éter de petréleo.
Previamente al procedimiento, se pesaron los matraces en donde posteriormente
fue anadido el éter de petréleo. Se pesaron 2 g de muestra seca en cartuchos
fabricados con papel filtro, y este, a su vez, fue colocado en el sifon del extractor

Soxhlet, prendiéndose la plancha de calentamiento (Fig. 10).
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Figura 10. Determinacion de lipidos en las dietas experimentales y musculos de juveniles
de Litopenaeus vannamei colectados durante el bioensayo, utilizando el aparato de Soxhlet.

Las muestras se procesaron durante cuatro horas, cuando la plancha se apagé
y los matraces fueron retirados y acondicionados en estufa a 60 °C hasta la
completa evaporacion del disolvente residual. Una vez frios, los matraces se

pesaron y se calcul6 el porcentaje de lipidos con la siguiente formula:

(peso final matraz — peso inicial matraz) x 100

%Lipidos =
p Peso muestra

4.7.5 Fibra cruda

El método para determinar la fibra cruda consistié en cuantificar la perdida por
calcinacion del residuo de las digestiones &cida y alcalina de las muestras. Previo a
las digestiones, las muestras fueron desgrasadas (ver 4.7.4) y secadas. En seguida,
se pesaron 200 mg de cada muestra en un vaso de precipitado de 30 mL; para la
digestién acida, se afiadieron a la muestra 15 mL de &cido sulfdrico al 1.25%, se
taparon con un vidrio de reloj y se llevaron a calentamiento en una plancha (Fig.
11a). Se dejo hervir por 15 minutos hasta que se digirié toda la muestra y, despues,
se dejo enfriar por otros 15 minutos, la muestra se sedimento y el sobrenadante se
filtr6 en un papel filtro Whatman #1 con el fin de recuperar toda la muestra para la

digestién alcalina. La recuperacién de la muestra se llevé a cabo mediante el lavado
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del filtro con 20 mL hidroxido de sodio al 1.25% dejando que escurriera en el vaso
de precipitado con la muestra restante. Una vez recuperada la muestra, se coloco
nuevamente el vaso de precipitado en la plancha de calentamiento, dejando hervir
la muestra con el hidroxido de sodio por 15 minutos.

Figura 11. Determinacion de fibra cruda de las dietas del bioensayo con juveniles de
Litopenaeus vannamei. (a) Vasos de precipitado con muestra en plancha de calentamiento
para la etapa de digestion. (b) Filtracion de las muestras. (c) Pesaje del filtro después del
secado. (d) Pesaje del filtro después de la calcinacion.

Finalizada la digestién alcalina, se volvieron a filtrar las muestras en un papel
Whatman #1. Durante el filtrado, se agregaron 5 mL de acido sulfarico, en seguida
tres porciones de 30 mL de agua destilada caliente y por ultimo 8 mL de alcohol
etilico. El filtro se colocd en un crisol y se tap6 con papel aluminio para ponerlo a
secar a 130 °C por dos horas. Finalizado el tiempo de secado, se peso el filtro (Fig.
11c) y se metid a calcinar a 550 °C, después se sacaron de la mufla, se dejaron
enfriar y se pesaron (Fig. 11d) para calcular la fibra con la siguiente formula:
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%Fibra cruda en muestra seca y desengrasada = C

(peso del filtro con residuo seco — peso despues de la calcinacion)x 100

Peso de la muestra
%FC = %Fibra cruda en muestra original

C (100 — % humedad — % grasa cruda)

0 =
FC 100

4.8 Anédlisis estadisticos

Previo a los andlisis estadisticos, los datos en porcentaje fueron transformados
en arcoseno de la raiz cuadrada. Pero solo los valores no transformados son
presentados en este trabajo. Para analizar los datos fue utilizado el software Sigma
Stat 4.0®, en el cual se realizaron las pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y
homocedasticidad (Levene), como requisito para realizar el analisis de varianza de
una via (ANOVA) para identificar diferencias estadisticas entre los grupos
experimentales; cuando se observaron diferencias se realiz6 la prueba posthoc de
Tukey. La significancia se fij6 a P<0.05.
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5. Resultados

5.1. Digestibilidad aparente

En el Cuadro 3 se muestran los porcentajes de digestibilidad aparente de la
biomasa residual y de las dietas experimentales donde se utiliz6 en sustitucion de
harina de pescado. La digestibilidad de la proteina de BR fue mayor (P<0.05) en la
dieta BRM en comparacion con la dieta BRB; mientras que el tratamiento BRA no
mostro diferencias en comparacion con los demas tratamientos. En la digestibilidad
de la proteina de la dieta, BRM fue mayor (P<0.05) en comparacion a las dietas
control y BRB, mientras que la dieta BRA no mostré diferencias con las demas
dietas. Al comparar las digestibilidades de la materia seca de las dietas
experimentales, la dieta BRM presentd los mayores (P<0.05) valores en
comparacion con los otros grupos experimentales, incluso con el grupo control que

no incluyé BR como uno de sus ingredientes.

Cuadro 3. Digestibilidad (% + SD) aparente in vivo de la materia seca (MS) y la
proteina de la biomasa residual (BR) de la sintesis de treonina y de dietas
experimentales para juveniles de Litopenaeus vannamei utilizando BR en

sustitucion de harina de pescado

Digestibilidad (%) de dietas experimentales? Valor

Control BRB BRM BRA de P

Proteina de BR - 88.4+3.6° 96.4+0.8% 92.2+0.62° 0.013
MS de dietas 86.4+15° 86.9+14° 91.7+05%2 88.4+0.6° 0.002

Proteina de dietas 89.5+1.2° 889+1.7° 929+0.42 90.8+0.23> 0.012

ab | jterales diferentes en la misma hilera indican diferencia significativa (P < 0.05).
1 Control, 0; BRB, 35.9; BRM, 71.8 y BRA, 107.7 g de BR / kg de dieta.
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5.2 Desempefio de crecimiento e indice hepatosomaético
Los resultados para desempefio de crecimiento e indice hepatosémico se

presentan en el Cuadro 4. No hubo diferencias (P>0.05) para estas variables.

Cuadro 4. Variables de desempefio de crecimiento (media £ SD) e indice
hepatosomatico (IHS) de juveniles de Litopenaeus vannamei alimentados con
dietas formuladas con biomasa residual (BR) de la sintesis de treonina en

sustitucion de haria de pescado.

Dietas experimentales? Valor
Variable Control BRB BRM BRA de P
Desempefio de crecimiento
Peso final (g) 8.9+0.5 8.9+0.2 8.6 +0.8 8.5+0.2 0.718
Sobrevivencia (%) 100.0+0.0 93.3+11.5 73.3+£30.5 93.3+115 0.330
SGR (%/dia)? 14+0.1 14+005 1.3+02 13+0.06 0.709
CS (g/semana)? 0.66 +0.08 0.66+0.03 0.61+0.14 0.60+0.03 0.718
TCA* 1.30+£0.15 1.38+0.19 1.83+0.65 1.30+£0.32 0.541
IHSS 3.83+0.06 3.85+0.17 3.89+0.58 3.69+0.69 0.720

1 Control, 0; BRB, 35.9; BRM, 71.8 y BRA, 107.7 g de BR / kg de dieta.

2SGR, tasa de crecimiento especifico (de sus siglas en inglés).

8 CS, crecimiento semanal.

4TCA, tasa de conversion alimenticia (g de alimento ofertado/g de biomasa de camarén producida).
5IHS, indice hepatosomatico.
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5.3 Composicion proximal del musculo
La composicion proximal del musculo se muestra en el Cuadro 5. No hubo

diferencias (P>0.05) entre los grupos experimentales.

Cuadro 5. Composicion proximal (g/kg de materia seca + SD) del musculo de
juveniles de Litopenaeus vannamei alimentados con dietas formuladas con biomasa

residual (BR) de la sintesis de treonina en sustitucion de harina de pescado.

Dietas experimentales? Valor
Control BRB BRM BRA de P
Humedad 728.60 £5.03 727.07£3.86 729.41+ 1254 735.38+12.33 0.721

PC?(N x6.25) 891.88+17.39 892.23+45.78 894.30+32.31 875.19+18.77 0.860
Lipidos 38.35+10.59 40.80 +10.24 35.28 £9.31 42.37+10.86 0.721
Cenizas 65.15+2.4 70.28 £5.1 72.90 £ 3.94 66.98 £+6.06 0.246

1 Control, 0; BRB, 35.9; BRM, 71.8 y BRA, 107.7; g/kg de dieta.
2 Proteina cruda.
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6. DISCUSION

La sustitucion de harina de pescado por biomasa residual de la biosintesis de
treonina (BR) no afecté negativamente el desempefio de crecimiento, el indice
hepatosomatico ni la composicion proximal del musculo de los juveniles de L.
vannamei. Sin embargo, las proporciones evaluadas de la BR y harina de pescado
si afectaron la digestibilidad aparente in vivo, siendo el ingrediente y la dieta mas
digestibles cuando la relaciéon HP:BR fue de 40:71.8 g/kg de dieta. Independiente
de lo anterior, en este estudio la digestibilidad fue mayor al 90% tanto de las dietas
como del ingrediente, lo que apoya la posibilidad de que incluir la BR como un

ingrediente en dietas para camarones.

La biomasa residual de la sintesis de treonina ya se encuentra disponible en el
mercado como un producto comercial; sin embargo, los resultados de digestibilidad
generados en el presente estudio son por el momento, los primeros para el uso de
BR en las dietas de camarones. Estos resultados contribuyen a la busqueda de
nuevas fuentes proteinicas para dietas acuicolas, ya que, para utilizar un nuevo
ingrediente en la formulacion de dietas destinada a la acuacultura, en remplazo a
otras fuentes convencionales y eficientes como la harina de pescado, es
indispensable analizar su composicién quimica y su digestibilidad (Glencross et al.,
2007).

Conocer la digestibilidad de un ingrediente o de una dieta es esencial para lograr
formulaciones que cubran los requerimientos nutricionales, que a la vez permitan,
una sustitucion por costo de ingredientes; y ademas favorezcan la reduccion del
impacto ambiental al disminuir la eliminacion y desperdicio de nutrientes (Velasco
et al., 1999; Lin et al., 2004; Fox y Lawrence, 2008). Las pruebas de digestibilidad
son herramientas valiosas para encontrar una formulacion que permita el maximo
aprovechamiento de los nutrientes de la dieta. Por lo anterior y teniendo en cuenta

la recomendacién hecha por Turchini et al. (2019), se buscé probar la BR de una
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manera integradora, holistica y multifactorial al mezclarla con fuentes de proteina
tanto de origen animal como vegetal cuyo uso es factible en escala industrial en el

mundo y en México.

Teniendo en cuenta que desde hace mucho se sabe que la mezcla de
ingredientes de diversos origenes afecta la digestibilidad (Akiyama, 1989), los
resultados reportados en este trabajo son exitosos al indicar la 6ptima mezcla (en
términos de digestibilidad) de la BR con otras fuentes proteinicas de origen vegetal
y animal con el objetivo de sustituir la harina de pescado. De acuerdo con estos
resultados, se observd que los camarones aprovecharon mejor el contenido total
(materia seca) y de proteinas del ingrediente y de la propia dieta cuando se utilizé
una cantidad de 40 g/kg de dieta de harina de pescado y una inclusion de 71.8 g/kg
de dieta de la BR, en comparacion con la dieta control formulada sin BR y con harina

de pescado.

Sin embargo, para una adecuada interpretacion y uso de los datos de
digestibilidad se deben de considerar los factores intrinsecos y extrinsecos a la dieta
gue pueden afectar su digestibilidad. Los principales factores intrinsecos son: la
técnica de extrusion (Davis y Arnold, 1995); la fuente y porcentaje de inclusién de la
proteina, lo que influye directamente en la actividad enzimatica (Chuang, 1985,
citado en Fox y Lawrence, 2008; Cordova et al., 2002); y la formulacion, pues segun
Akiyama (1989) dietas nutricionalmente incompletas suelen resultar en una baja
digestibilidad. Entre los factores extrinsecos que afectan la digestibilidad de la dieta
estan:

(1) Talla de los animales — de acuerdo con lo reportado por Gamboa et al. (2003),
la actividad de la amilasa se duplica en camarones que excedieron los 2 g de peso.
A los 6 g, la actividad de la tripsina repunta, mientras la actividad total de las
proteasas disminuye cuando el peso de los camarones es de 6 g 0 mas. Basado en
el anterior, los autores sugieren la existencia de una adaptaciéon de la actividad
enzimatica a dietas con menor contenido de proteina conforme aumenta el peso

corporal.
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(2) Estresores — tal como el estrés alimenticio causado por el cambio de
porcentaje de inclusion proteinico a otro menor, o el que resulta de la manipulacion
fisica, encontrandose una disminucién de la actividad de la tripsina y quimiotripsina

en las heces y el hepatopancreas (Cordova et al., 2004).

(3) Calidad de agua — las tasas de digestibilidad de la materia seca pueden ser
reducidas a temperatura de 28 °C y salinidad de 35 ppm (Cabanillas et al., 2001).

(4) Especie — se han descrito diferencias en patrones de la accion de la proteasa
entre adultos de Farfantepenaeus californiensis, Farfantepenaeus paulensis,
Litopenaeus schmitti y Litopenaeus vannamei, lo que sugiere que la digestion de

proteina podria ser especifica de especie (Lemos et al., 2000).

En el presente estudio, se utilizaron camarones L. vannamei con un peso inicial
de 4.9 g (= 0.34 g) alimentados con dietas isoproteinicas y formuladas de acuerdo
con los requerimientos nutricionales para juveniles, siendo el manejo de colecta
diaria de heces igualmente realizado para todos los grupos experimentales. Asi
mismo, las condiciones de la calidad de agua se mantuvieron en los rangos
considerados ideales para el cultivo de la especie, teniendo las premisas de minimo
estrés y mayor crecimiento (Wyban et al., 1995; Van Wyk y Scarpa, 1999). Por lo
tanto, se puede sugerir que las diferencias de digestibilidad encontrados entre los
grupos experimentales en el presente trabajo fueron minimamente afectados por

factores extrinsecos o intrinsecos.

Aungque hubo diferencias estadisticas en los resultados de digestibilidad, el
desempefo de crecimiento no fue afectado negativamente por el remplazo de la
harina de pescado por la biomasa residual, siendo posible la sustitucion total sin
afectacion al crecimiento. Es interesante observar que la mayor digestibilidad
encontrada en la dieta experimental BRM no se reflejo en el crecimiento. Sin

embargo, es importante mencionar que este bioensayo se realizé durante un
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periodo de 6 semanas, tiempo suficiente para colectar la cantidad de heces
requerida para los analisis de digestibilidad. Por lo que, el efecto a largo plazo de la
digestibilidad en el desempefio productivo no pudo evaluarse, cabe también sefialar
que, estas evaluaciones en una engorda semi-intensiva comercial duran
aproximadamente 16 semanas (INAPESCA, 2018).

La falta de un efecto de la sustitucién de la harina de pescado por la biomasa
residual en el desempefio de crecimiento observada en este trabajo constituye una
diferencia interesante en comparacion con el estudio realizado con la BR por Qiu y
Davis (2017); en uno de sus bioensayos realizados con juveniles de L. vannamei
(peso inicial de 0.59 g) que fueron alimentados por 6 semanas con cuatro dietas
donde la harina de pescado fue sustituida gradualmente por la BR; como principales
resultados, reportaron que el crecimiento y la tasa de conversion alimenticia fueron
comprometidos en la mayor inclusion de la BR (100 g/kg), siendo atribuidos a una
posible baja palatabilidad o desequilibrios nutricionales en la dieta con menor
inclusién de harina de pescado. Pero, a diferencia del presente estudio, Qiu y Davis
(2017) usaron unicamente fuentes adicionales de proteina de origen vegetal. Por
ello, se puede suponer que la combinacién de fuentes proteinicas vegetales y
animales usadas en el presente estudio, resulté en una mejor palatabilidad y/o un
mejor equilibrio nutricional de las dietas, tal como el perfil de aminoacidos,
permitiendo el reemplazo total de la harina de pescado sin reducir al desempefio de

crecimiento, lo que requiere mayor investigacion.

Por otra parte, en el estudio de Qiu y Davis (2017) no se probaron dietas 100%
libres de pescado, como en este trabajo; por lo tanto, este es uno de los primeros
reportes donde se sustituyo totalmente la harina de pescado por la biomasa residual
de la sintesis de treonina (BR) sin perjuicio al crecimiento. Lo anterior sélo se ha
observado en el caso del Pampano de Florida (T. carolinus) donde se sustituyo
totalmente la harina de pescado por la BR sin comprometer el desempefio del

crecimiento (Rhodes et al., 2015).
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Con el fin de evaluar el estado nutricional de los camarones, al final del
bioensayo se midio el indice hepatosomatico, ya que el hepatopancreas tiene la
funcion de asimilar el alimento. Este 6rgano representa del 2 al 6% del peso total
del camardn, es el sitio donde ocurren una serie de procesos integrados que
incluyen la secrecién de enzimas digestivas, digestion y absorcién de nutrimentos,
almacenamiento de carbohidratos, lipidos y minerales, y la distribucion de las
reservas durante su fase de intermuda (Dall et al., 1990; Guevara, 2003). El hecho
de que no hubo diferencias estadisticas en los valores del indice hepatosomatico
entre las dietas experimentales podria sugerir que no hubo un cambio en el depdsito
de nutrientes y, por lo tanto, en el estado nutricional de los juveniles al aumentar la

inclusién de la BR; sin embargo, se requiere mayor investigacion a este respecto.

En tanto, la composicion proximal del musculo proporciona una informacion
relevante a su composicion nutrimental. La aceptacion de los productos acuicolas
depende de que sean inocuos, tengan buena calidad nutricional, ademas de
caracteristicas organolépticas (sabor, olor, color y firmeza) deseables por el
consumidor. La dieta es uno de los factores que pueden afectar la calidad de los
productos acuicolas (Ezquerra et al., 2004). Se sabe que en el cultivo, crecimiento
y desarrollo de los camarones peneidos, estos pueden ser afectados por el
contenido y calidad de la proteina dietaria, entre otros factores (New, 1980). Se
menciona que hay una relacién entre la textura y el contenido de grasa en el
musculo de camardn, asi que aquellos camarones cuyo contenido de grasa en el
musculo es mas elevado, presentan textura menos firme y son menos aceptados

(Rivas et al., 2001; Ezquerra et al., 2004) por el consumidor.

En el presente estudio, los resultados de los analisis de la composicion muscular
de los camarones de los cuatro tratamientos experimentales no presentaron
diferencias significativas en los resultados de humedad, proteina, lipidos o cenizas.
Sin embargo, en el estudio realizado por Qiu y Davis (2017), se encontraron
diferencias significativas en el analisis de lipidos de camardn entero, donde el grupo

experimental alimentado con una dieta con una inclusion 120 g/kg tuvo un nivel de
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lipidos significativamente mas bajo que los otros grupos experimentales. Ellos
explicaron que la diferencia se debio a la forma de secado de la BR utilizada. Por el
contrario, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el uso de la BR no

afect6 la calidad del musculo.
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7. CONCLUSIONES

Se evaluaron los efectos de la sustitucion gradual de la harina de pescado con una
inclusion creciente de la biomasa residual de la biosintesis de treonina en la
digestibilidad aparente in vivo (materia seca y proteina) y se encontré que las
mayores tasas de digestibilidad de la dieta se obtienen cuando se usa en una
proporcién de 40 y 71.8 g/kg de dieta, de harina de pescado y biomasa residual,

respectivamente.

De igual manera se evaluaron parametros de desempefio de crecimiento (tasa de
crecimiento especifico, crecimiento semanal, tasa de conversion alimenticia) de
juveniles de camardn alimentados con dietas formuladas con diferentes porcentajes
de inclusion de la biomasa residual de la biosintesis de treonina en combinacion con
fuentes proteicas de origen animal y vegetal para sustituir la harina de pescado, y
los resultados de este estudio demuestran que se puede sustituir la harina de
pescado parcial o totalmente por la biomasa residual de la biosintesis de treonina
en conjunto con otras fuentes de proteina de origen animal (harina de ave) y vegetal
(gluten de maiz y soya) en dietas formuladas para juveniles de L. vannamei con un
peso promedio inicial de 4.9 g (£ 0.34 g) sin comprometer el crecimiento o la calidad

nutricional del musculo.

De acuerdo con lo anterior se deben realizar mas investigaciones respecto a la
interaccion y el efecto asociativo positivo de ingredientes proteicos de origen animal
y vegetal.; ademas de ser necesario realizar mas estudios a largo plazo, sobre los
efectos de la alimentacion con biomasa residual de la fermentacion en los
pardmetros de crecimiento y composicion quimica de los camarones haciendo

enfasis en la composicion mineral y perfil de aminoacidos.
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