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Resumen

El langostino prieto Macrobrachium acanthurus es un organismo importante desde
el punto de vista econOmico para comunidades riberefias en los estados de
Veracruz y Tabasco. Su cultivo se ha propuesto para evitar su continua
desaparicion de los sistemas acuaticos naturales debido a la sobrepesca y
contaminacion. Para contribuir al desarrollo de alimentos balanceados para esta
especie, el presente trabajo tiene como objetivo determinar el efecto de la
sustitucion parcial de la harina de pescado con harina de krill y de Spirulina en
alimentos de postlarvas de M. acanthurus. Se realiz6 una prueba en la que grupos
por duplicado de 5 postlarvas con peso inicial de 3,683 + 391 mg se alimentaron
con las dietas control (100% harina de pescado), krill (inclusién con harina de krill
de 78%) y Spirulina (inclusién con polvo de Spirulina de 75%) durante 60 dias. Al
finalizar, se determind el crecimiento y se obtuvo el contenido de proteina y lipidos
en musculo. No se observaron diferencias significativas en el crecimiento de los
tratamientos las dietas en cuanto al crecimiento de los organismos y aunque no se
encontraron diferencias entre los tratamientos respecto al contenido de proteina y
lipidos en el masculo, se observé un aumento en los lipidos de los organismos
alimentados con la Spirulina. Los datos obtenidos muestran que tanto la harina de
krill, como el polvo de Spirulina pueden usarse en sustitucion de la harina de

pescado en al menos del 70% en el alimento para postlarvas de M. acanthua



1. Introduccion
A nivel internacional México se posiciona en el lugar 24 de productores acuicolas,

registrando un volumen de produccién anual promedio de 16 + 0.21 MdT, tomando
en cuenta actividades acuicolas y pesqueras de mas de 600 especies en los
litorales y aguas continentales las cuales han contribuido en promedio un 9.3% del
volumen de produccién total (peso vivo) entre 2005 y 2018, considerando que de
2015 a 2018 la acuacultura crecié a una tasa de 6% (CONAPESCA 2018a;
Vazquez et al., 2022) Existen distintas especies nativas con valor comercial las
cuales tienen la posibilidad de ser cultivadas lo que representa una oportunidad
laboral en México (FAO, 2022) como el caso de la especie Macrobrachium

acanthurus.

El género Macrobrachium es de gran interés biologico debido al niamero de
especies que lo conforman, su distribucion geografica, diversificacion y ademas
por su gran importancia econémica en muchos paises (Vega-Villasante et al.,
2014). Este género esta conformado por al menos 238 especies que se

distribuyen en la franja tropical y subtropical de todo el mundo (Bauer, 2011).

Las especies pertenecientes al género Macrobrachium son de importancia
econdémica pues suelen alcanzar tamafos relativamente grandes, haciéndolas
proclives a mayores tasas de consumo en el forrajeo (Garcia Guerrero et al.,
2013) La especie M. acanthurus es de importancia econémica en comunidades de

los Estados de Veracruz y Tabasco, y durante los meses de mayo a agosto suele
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ser objeto de pesca (Villafuerte et al., 2016). En México, a pesar de la abundancia
de este género en zonas continentales del Golfo de México (Cruz-Sanchez et al.,
2018), las caracteristicas morfoldgicas, reproductivas y de comportamiento de las
especies de Macrobrachium se han estudiado sélo superficialmente (Alvarez et al.,
2001).

La produccién acuicola requiere de grandes cantidades de harina y aceite de
pescado que son fuente de ingredientes como proteinas y acidos grasos vitales
para muchas especies de peces y crustaceos cultivados pero esto puede traer
desequilibrio a las redes tréficas marinas (Troell et al., 2013), Otra problematica
creciente se encuentra en la produccién de harina de pescado pues su produccién
llego a su maximo en 1994 con 30 millones de toneladas (en peso vivo), desde
entonces siguen una tendencia que fluctia pero es descendente de forma general.
Actualmente hay una demanda en aumento de harina y aceite de pescado
particularmente para la industria de la acuicultura junto con un aumento de precios
(FAO, 2022).

La variable produccién de harina y aceite de pescado y su consiguiente fluctuacion
de precios, ha causado la busqueda de fuentes alternativas de nutrientes (FAO,
2018.). Lo que resulta en el uso de ingredientes mas asequibles sin importar su
origen (animal vegetal o unicelular) como las harinas de procesamiento residuales
obtenidas tanto de la pesca como de la acuicultura (atun, tilapia, sardinas, salmén,
pangasio, etc.) y harinas concentradas de la agricultura (soja, canola, maiz, arroz,
chicharo, etc.) Los cuales pueden funcionar eficazmente siempre y cuando su

contenido por techo sea lo suficientemente elevado para sustituir la harina de



pescado y llevando a cabo la suplementacion de vitaminas y minerales. (Leonardi
et al., 2021; Rincon et al., 2013).

Al querer incluir nuevas fuentes de alimento se ha planteado utilizar Spirulina (S.
maxima), dado que tiene buenos valores nutricionales y una produccién facil, por
lo cual podria convertirse en una buena herramienta apta para mejorar la
produccion de forma sostenible y rentable. Esta microalga verde-azul pertenece al
grupo de la cianobacterias, fue descubierta en aguas calidas originarias de lagos
volcanicos (Diaz y Ledn, 2014) La Spirulina es una fuente rica en proteina con un
perfil alto de aminoacidos bastante aceptable, es contenedora de vitaminas
importantes: Al, B1, B2, B6, B12, y tienen una buena cantidad de vitamina C y E,
de ese modo se encuentra catalogada por la FAO (Ahsan, 2008) como un
alimento del futuro por sus funciones purificadoras, restablecedora y fortalecedora
(Strohmeyer, 2011).

Una fuente alternativa de nutrientes que se ha propuesto para la produccion
acuicola, son poblaciones de zooplancton como el krill perteneciente a la familia
Euphausiidae (FAO, 2018). La harina de krill es un ingrediente crudo Unico y
sostenible, con un alto contenido de proteinas, favorables, al igual que un buen
contenido lipidico. También es contenedora de compuestos solubles de bajo peso
molecular que son nucleétidos y aminoacidos y niveles altos de N-Oxido de
trietilamina, los que causan un efecto atrayente eficaz. Esta tiene un contenido

promedio de 60% de proteina (en base seca) (AquaFeed, 2015).



1.1 Ubicacién taxonémica
Esta especie pertenece a un grupo de crustaceos de los mas diversos dentro del

orden Decapoda, los cuales se encuentran distribuidos en todo el planeta (Vega-
Villasante et al., 2014) Podemos observar en donde se ubica de forma taxonémica

segun Holthuis y Ng (2010)

Tabla 1 Ubicacion taxonomica de Macrobrachium acanthurus.

Ubicacion Taxonémica

Filo Arthopoda
Clase Malacostraca
Orden Decépoda
Infra orden Caridea
Superfamilia Pealeamonidae
Familia Pealeamonidae
Género Macrobrachium

Especie acanturus

1.2 Distribucién y ecologia

Los organismos pertenecientes a este género se ubican en la franja tropical y
subtropical de todo el mundo, encontrandose desde el nivel del mar hasta alturas

de 800 a 1500 m.s.n.m. En cuanto a la especie M. acanthurus se distribuye desde



Carolina del Norte en los Estados Unidos de América, hasta el Rio Grande del sur
de Brasil. (Garcia-Guerrero et al., 2013). En México se localizan en sistemas
lenticos de agua dulce, en los estados de Campeche, Tabasco, Veracruz y

Tamaulipas (Loran, 2013: Garcia-Guerrero et al., 2013).

Los organismos del género Macrobrachium tienen una alta capacidad adaptativa a
diferentes ambientes, tienen la capacidad de habitar en rios, arroyos, estuarios,
pantanos, asi como en lagunas costeras (Valencia y Campos, 2007). Con
temperaturas minimas anuales de 16°C y como maximas 32°C (Vega-Villasante et
al., 2014). Son de habitos bentonicos a excepcién de sus etapas larvarias cuando
se ubican en la zona plancténica, pasando esa etapa suelen habitar en fondos

arenoso, limosos, bajo rocas y raices sumergidas. (Vega-Villasante et al., 2014).



1.3 Morfologia

La morfologia de M. acanthurus es descrita por distintos autores, basados en
trabajos de Holthuis 1952), Granados Berber (1983), Hernandez-Valencia (2010),

y Loran (2013) lo que se expondra en el siguiente péarrafo y en la figura 1.

Tienen cabeza con rostrum bien desarrollado, térax los que se unen que se unen
formado un cefalotorax que contiene el rostrum, mandibulas, que poseen de 8 a
12 dientes de los cuales, de 1 a 3 se encuentran tras las orbitas oculares. El
margen terminal del telson termina en un punto agudo flanqueado por dos pares
de espinulas, y un par interno que sobrepasa el punto medio y un par extremo. El
segundo par de pereiopodos (rasgo caracteristico) es mas largo y robusto en los
machos proporcionando un dimorfismo sexual, junto con la diferencia de

longitudes que va en las hembras de 138 mm y en los machos 108mm.



Figura 1 Esquema lateral de M. acanthurus. (A)Vista lateral de rostrum. (B) Vista Dorsal del Telson (C) llustracién de

cuerpo completo vista lateral. Modificado de Granados Berber (1983), Valencia y Campos (2007)

1.4 Morfofisiologia digestiva en crustaceos
Al formular dietas para produccion en cualquier organismos se requiere

comprender la naturaleza de los procesos y las limitaciones digestivas, para de
esta manera, poder satisfacer los requerimientos nutricionales, esto nos lleva a
observar las caracteristicas tanto anatdmicas como fisioldgicas del sistema
digestivo de los crustaceos decapodos (NRC, 2011). Estos organismos poseen
anténulas como apéndices quimiorreceptores con un papel fundamental en la
busqueda de alimento, en cuanto a la captura de alimento los maxilépedos son

vitales.



e Boca
Posee apéndices posicionados alrededor de la boca y distintos apéndices
masticadores: mandibula maxilulas y maxilas, de este mismo modo se presenta el
palpo o labrum que tienen la funcion de valvula (Guillame et al., 2003). Que
empujan el alimento al interior de la cavidad bucal.

e Esofago
Es recto, con capacidad contractil y enlaza la boca con el estbmago. En algunas
especies se presentan pliegues de quitina, los cuales se cree que tienen la funcién
de impedir la regurgitaciéon de alimento (Felgenhauer, 1992).

e [Estomago
Se divide en dos cavidades conocidas como camara cardiaca y pilérica que se
encuentran separadas por un encogimiento en el mismo. La cavidad cardiaca es
contenedora de osiculos calcareos que son de utilidad en la masticacién del
alimento, hay particulas demasiado pequefas para esta cavidad por lo cual llegan
a la cavidad pildrica la cual se contrae de forma constante y coordinada lo que
hace posible las filtracion y permite el paso del alimento al intestino en donde
seran excretados (Ceccaldi, 1997; Bayer et al., 1979).

e Intestino medio.
Es una zona que inicia en el piloro hasta el recto y en donde se realiza la
absorcion y degradacion quimica gracias al labor de enzimas digestivas como son
las proteasas, lipasas amilasa y carbohidasas (Espinosa-Chaurand, 2013).

e Hepatopancreas



El hepatopancreas también conocido como glandula digestiva es parte de distintos
procesos metabolicos como sintesis de enzimas digestivas, absorcion de
nutrientes, metabolismo de lipidos y carbohidratos, también es parte importante
del almacén de reservas minerales, de este mismo modo participa en la
traslocacion de nutrientes y energia en los procesos de ecdisis y reproduccién en
el caso de las hembras (Vogt, 1993). Es una gandula bilobulada los cuales se
extienden en ramas de dos tipos primarias y secundaria, esta glandula representa
entre el 2 y 6% del peso corporal las células epiteliales de los tubulos son
especializados en la absorcion de nutrientes, endocitosis y digestion intracelular,
almacén de lipidos, calcio y glucégeno, asi también excrecién de metabolitos de
nitrégeno (Részer, 2014) es el equivalente al higado y pancreas en vertebrados.
e Intestinoy ano

Esta ubicado en la parte baja del abdomen de forma dorsoventral desde el
estbmago terminando en el ano, con la finalidad de expulsar heces (Guillaume et
al., 2003) Tienen un lumen el cual tiene células que secretan moco en las heces
para facilitar su paso por el intestino y una membrana celular que separa el
material ingerido del epitelio intestinal, el ano tiene un esfinter muscular (Martin et

al., 2006)

1.5 Biologia y ciclo de vida.
Los organismos adultos pertenecientes a la especie M. acanthurus se encuentran

en agua dulce durante la mayor parte de su vida, pero necesitan de aguas
salobres para completar su ciclo dulce debido a que en estadios larvarios son

anfidromos (Freire et al., 2017). Constan de un desarrollo indirecto, lo que significa



gue las hembras producen numerosos embriones que nacen en etapa larvaria
temprana las cuales requieren condiciones estuarinas para su desarrollo (Bauer y
Delahoussaye, 2008) El desarrollo larvario estd compuesto por 10 estadios que se
distinguen por la edad en dias, tamafio, numero de mudas asi como en distintos
cambios morfologicos (Choudhury, 1971; Quadros et al., 2004); los adultos habitan
en los fondos de los cuerpos de agua en zonas arenosas O limosas cerca de
manglares, cuevas, bajo piedras y raices para refugiarse y alimentarse (Freire et

al., 2017).

Una problematica creciente en las comunidades consumidoras de M. acanthurus
durante ultimos afios, es el decaimiento de sus poblaciones debido a distintos
factores como la sobrepesca, la contaminacion del agua y la destruccién de sus
ecosistemas naturales (Kutty, 2010). Una alternativa para esta problemética ha
sido el cultivo de M. acanthurus (Yamasaki-Granados et al., 2012). Pese a ser una
especie de interés la informacién sobre las condiciones de cultivo es escasa

(Garcia-Guerrero et al., 2013).

En general, para el cultivo exitoso de langostino, se debe considerar la
alimentacion ya que el costo de produccion de alimento representa entre un 40%-
60% del costo total (Espinosa et al.,, 2012). Durante mucho tiempo la harina de
pescado ha sido el ingrediente mas utilizado para la alimentacién de organismos
acuaticos, pero desde los afos setenta la industria acuicola ha aumentado su
produccion de forma constante y considerable a medida que se han enfocado en

el uso de ingredientes de origen vegetal para dietas. Sin embargo, para poder
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agregar un ingrediente a una dieta se debe cumplir con distintas caracteristicas
nutricionales para su consumo (Gatlin et al., 2007). Actualmente, se conoce
bastante sobre los requerimientos nutricionales de los crustaceos, especialmente
en los camarones de la familia Peneadiae (Teshima et al., 2001) del mismo modo
se han reportado requerimientos nutricionales en especies pertenecientes al
género Macrobrachium (Teshima et al., 2006; Benitez-Mandujano, 2014) En
cuanto a M. acanthurus Villafuerte et al en 2016 reportaron que el aceite y harina

de krill son positivos para la maduracién de hembras.

Es importante conocer los requerimientos nutricionales de las primeras etapas de
desarrollo y algunas veces en la pre-engorda, etapas en las cuales se utiliza
zooplancton como alimento natural (Martinez-Porchas et al., 2010) pues son bien
recibidos por los organismos. El estbmago de estos organismos es de apenas el
3% de su tamafio total de su cuerpo, por lo cual el proceso de ingesta es una

actividad constante (Cuzon et al., 2000.)

Luna et al. (2007) nos indica que un cultivo exitoso es el que tiene una buena
calidad en la produccion en postlarvas. Estudios realizados en estas fases de
crecimiento sefialan que las proteinas tienen una gran influencia en el crecimiento
(Teshima et al., 2006). Durante el desarrollo las postlarvas sufren cambios
drésticos en la morfologia del intestino anterior y piezas bucales, pues necesitan
adaptarse a la diversidad de alimentos disponibles en su nuevo habitat bentdnico

(Garcia-Guerrero et al., 2013).
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1.6 Nutricién
La nutriciobn abarca distintos procesos quimicos y fisioldgicos en los que un

organismo asimila los alimentos y liquidos que utilizan para su desarrollo y
funciones vitales. La nutricion implica la ingestion, digestion absorcion, transporte
de nutrientes y eliminacion de desecho (Rivero et al.,, 2007) Las proteinas
carbohidratos, lipidos minerales y vitaminas deber estar presente en cualquier
dieta con la finalidad de que exista energia para sintetizar tejidos (Méndez
Martinez, 2017)

Es muy importante recalcar que la cantidad y calidad de los nutrientes ingeridos
generan un efecto directo sobre el crecimiento. Si el alimento tiene alta cantidad
de energia y poca proteina el organismo podra satisfacer sus necesidades
energeéticas, pero no tendra la capacidad de formar tejido y estructuras. Por otra
parte, si existe una gran cantidad de proteina y poca energia el organismo no
contara con suficiente energia para llevar a cabo sus funciones basicas y
necesarias, por lo que lo obtendra a partir de los aminoacidos lo cual es algo poco
redituable en términos costo beneficio ya que se necesita mayor cantidad de
energia (ATP) para obtener energia de dichos compuestos (Martinez-Porchas,

2009).

1.7 Proteinas
Las proteinas son el componente mas importante para el crecimiento del tejido

muscular y el aporte energético y la formacion de hormonas, enzimas y
reparacion, por medio de los aminoacidos esenciales y estructurales. (Méndez

Martinez, 2017) Estudios realizados en el género Macrobrachium (Teshima et al.,
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2006; Tabinda et al., 2016), nos indican que los requerimientos de proteinas van

del 35 al 40%. Por lo que se debe conocer el contenido de los ingredientes para

lograr un desarrollo Optimo en los organismos. Villafuerte et al. (2016)

determinaron que 37.8% es el requerimiento minimo para M. acanthurus.

Tabla 2 Requerimientos de proteina en porcentaje de algunas especies del género Macrobrachium.

Especie Requerimiento proteico (%). | Autor

M. rosenbergii 3614 Teshima et al., (2006).

M. tenellum. 355 Espinosa-Chaurand et al.,
(2012).

M. malcolmsonii 35 Tabinda et al., (2016)

M. acanthurus 37.8 Villafuerte et al., (2016)

1.8 Lipidos.

Los lipidos juegan un rol importante en la nutricion de ciertos crustaceos, no sélo

por ser una fuente importante de energia, sino también fuente de &cidos grasos

esenciales, esteroles y fosfolipidos (Galano, 1998). Se sabe que los organismos

pertenecientes a la familia Penaeidae, al estar en periodos de ayuno utilizan los

lipidos almacenados para obtener energia (Pascual et al., 2006). Los lipidos estan

altamente relacionados con la maduracion sexual y produccion de huevos, asi

como para el desarrollo de tejidos gonadicos (Hernandez-Vergara et al., 2018), lo

cual es beneficioso para el desarrollo de embriones.

13



1.9 Carbohidratos.
La capacidad de utilizar carbohidratos en organismos acuéticos puede variar por la

fuente de origen y la especie en la que se use (Tao Ren et al.,, 2021)., Los
estudios realizados por Luna et al. (2007) nos sugieren que en postlarvas de M.
rosenbergii los niveles proteicos mejoran al agregar carbohidratos lo que permite
suplir estos requerimientos de una forma mas econdmica. Se ha reportado que los
polisacaridos dietéticos, incluidos el almidén o la dextrina, eran mejores para el
crecimiento que los mono o disacaridos en el langostino de rio oriental (M.
nipponense) (Kong et al.,, 2019). Esto tiene sentido ya que los carbohidratos
derivados de las dietas con ingredientes como harinas vegetales son utiles cuando
sus componentes son utilizados como fuente de energia, en la sintesis de quitina

(Clifford y Brick, 1978).
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2. Antecedentes.

Estudios realizados por Albertoni et al., (2003) sefialan que M. acanthurus es una
especie con caracteristicas omnivoras, lo que puede facilitar su cultivo; las
especies omnivoras son de interés para el cultivo ya que tienen facilidad para
aceptar distintos alimentos (D'Alessandro et al., 2020). Esto indica que dietas con
proteinas alternativas presentan buenos resultados para el cultivo de esta especie.
Un estudio realizado por Bautista et al. (2017) en Litopenaeus vannamei sefal6
gue es posible remplazar de forma eficiente un 85% de la harina de pescado por
materias primas de origen vegetal, (en ese caso harina de soya) lo que brindo
requerimientos nutricionales garantizando un buen desarrollo durante el cultivo. En
la especie Litopenaeus schmitti se realiz6 un estudio alimentado organismos en
fase de protozoeas sustituyendo el alimento fitoplanténico por polvo de Spirulina
sin afectar la supervivencia (Ceballos et al., 2006) Alvarez et al., (2004) reportaron
gue es posible sustituir hasta un 75% de harina de pescado por harina de soya en
juveniles de L. schmitti sin afectar su crecimiento. Estos trabajos nos demuestran
que las dietas con ingredientes alternativos pueden ser igual de eficientes que

dietas convencionales.

2.1 Spirulina.
La Spirulina se ha estudiado anteriormente para lograr el cultivo en peces. La

Spirulina representa una alternativa nutricional para la produccién proteica en peces

con costos bajos para los sectores mas desfavorecidos de la sociedad incidiendo
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positivamente en el progreso de la seguridad y soberania alimentaria (Rincén et al.,

2013).

Se ha utilizado Spirulina como atrayente en alimento de la especie Litopenaeus
schmitti, donde solo se agregd un 5% de harina de Spirulina, el cual tuvo un 68% de
efectividad. Esto presento una ventaja en cuanto a la deteccién del alimento lo que

permite una menor perdida de alimento (Ceballos et al., 2006).

La inclusion de Spirulina se ha probado en dietas para alevinos de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mikyss) estudios en los que se observéd que con un 15% de Spirulina
como suplemento alimenticio tuvieron crecimientos superiores en cuanto a dietas

convencionales (Bastardo et al., 2017).

Moncayo Vera en 2020 reporto que en cultivos con Litopenaeus vannamei con
distintas concentraciones de Spirulina existié un mayor crecimiento en el tratamiento
con mayor cantidad de Spirulina, (6%) en comparacion a su tratamiento control, lo
gue nos indica que en organismos decapodos existe una buena aceptacion ante la

Spirulina.

2.2 Krill
La harina de krill ha sido utilizada en la acuicultura con el salmén del Atlantico

Salmon salar y se obtuvieron organismos saludables y robustos. (AquaFeed, 2015).

Se ha reportado que la harina de krill presenta un buen rendimiento en la
alimentacion de Litopenaeus setiferus. Se realizo un estudio en el cual se agregaron
pequefas cantidades de harina de krill 1, 3, y 5% de esta en el cual se reportd que
las dietas con un contenido de 3 y 5% de harina de krill tenian mayor ingesta de

alimento (GSA, 2017). Villafuerte et al., registraron en 2016 que la inclusién de
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ingredientes provenientes de krill en dietas para organismos reproductores tiene la
capacidad de dar un efecto positivo en la calidad de los huevos pues estos

ingredientes aumentan la cantidad de lipidos y proteinas conformadores del vitelio.
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3. Justificacion
Al ser Macrobrachium acanthurus una especie de importancia econdémica para

distintas localidades de Tabasco y Veracruz. Es alarmante que sus poblaciones
decaigan por causa de las distintas actividades humanas. Del mismo modo existe
una problematica actual que es la alta demanda y costos de harina de pescado para
alimentar distintas especies de uso comercial haciéndolo dificil de sustentar. Por lo
cual el cultivo de esta M acanthurus es una alternativa no solo para su conservacion
y también para generar ingresos a los habitantes de dichas localidades. Debido a lo
anterior no solo se busca conocer sus distintos requerimientos nutricionales, también
se busca reducir costos de produccién utilizando dietas alternativas disminuyendo el
uso de harinas de pescado. Debido a lo anterior se requiere conocer si esta especie
presenta un buen aprovechamiento de dietas con harinas de Spirulina y krill en el

estadio de postlarvas.
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4. Hipotesis.

La implementacion de los ingredientes alternativos: harina de krill y Spirulina
sustituyendo la harina de pescado 50 y 44% respectivamente, tendran efecto positivo

en el crecimiento de las postlarvas de M acanthurus.

5. Objetivos.

5.1 Objetivo general:
Determinar el crecimiento en masa gr, de ejemplares postlarvas de langostinos M.

acanthurus, a partir de dietas a base de ingredientes alternativos (krill y Spirulina)

durante un periodo de sesenta dias.

5.2 Objetivos particulares
1. Determinar el efecto de la sustitucion parcial de la harina de pescado con

harina de krill y de Spirulina en el crecimiento de postlarvas de M. acanthurus.
2. Determinar el efecto de la sustitucion parcial de la harina de pescado con
harina de krill y de Spirulina en el contenido de lipidos y proteinas de musculo

de postlarvas de M. acanthurus
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6. Materiales y métodos

6.1 Formulacion de dietas
Se usaron dietas formuladas con un contenido minimo de 38% de proteina y de 400

Kcal/100 g. Considerando exclusivamente la porcién de la proteina, se utilizaron
como fuentes de proteina harina de krill y harina de Spirulina, en un 75% y para el
25% restante se usO harina de pescado. Los alimentos fueron mezclados en una
medida de 1:1 de aceite de pescado de pescado y de krill, ademas de colesterol
como fuente de lipidos. Se utilizé dextrina como fuente de carbohidratos. Las
vitaminas y minerales se adicionaron de acuerdo con Teshima et al., (2006) y se

agrego gluten de trigo como aglutinante.

Estas dietas se prepararon de acuerdo con Hernandez-Vergara et al (2003),

pesando

los ingredientes y posteriormente se homogenizaron con los aceites y agua
purificada hasta formar una masa. La masa pas6 por un molino de Carne Tor Rey
(modelo M-12-F5) con un cedazo de 0.5 mm de diametro para obtener pellets lo
cuales se secaron en un horno a 60°C durante 24 horas. Al secar se guardaron en
bolsas herméticas de plastico y se almacenaron en un congelador a -24°C hasta su

uso.

6.2 Analisis quimicos proximales.
Se utilizd un equipo Kjeltec 2100 en el andlisis de proteina cruda utilizando el método

de Kjeldahl, para la determinacién de lipidos se utilizé el método de Floch se obtuvo

contenido de humedad y cenizas en las dietas y musculo de los organismos de
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acuerdo con el manual “Nutricion en Acuacultura analisis quimico proximal” (Carrillo

et al., 2018).

Tabla 3 Formulacion y contenido de las dietas utilizadas para alimentar a los organismos postlarvas de Macrobrachium

acanthurus Los resultados de anadlisis quimico proximal se obtuvieron en materia seca.

Ingredientes Krill Spirulina Control

(9/10009)

Harina de pescado. | 14.6 14.6 56.9

Harina de krill. 50 0 0

Harina de Spirulina. | O 44 0

Colesterol 1 1 1

Aceites con mezcla | 10 10 10

krill pescado (1:1).

Dextrina. 10 10 10

Vitaminas. 2 2 2

Minerales. 5 5 5

Na Citrato. 0.8 0.8 0.8

Na Succinato 0.3 0.3 0.3

DTH 0.3 0.3 0.3

Gluten 5 5 5

Celulosa 1 7 8.7

Total. 100 100 100
Analisis quimico proximal.

Proteina cruda (%) | 43.1+0.39 37.8+1.22 37+£1.88
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Lipidos totales (%) [9.9+2 14.6 £ 1.54 7.8+ 0.59
Humedad (%) 35+1.34 3.1+£0.25 7.2 £0.02
Cenizas (%) 8.6+0.9 8.7+ 0.98 8.8+0.49
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6.3 Obtencién de organismos
Las postlarvas (peso inicial aproximado de 10 mg) se obtuvieron en mercado de

Morelos ubicado en Jardineros #2013, colonia Morelos, delegacion Venustiano

Carranza.

6.4 Pruebas de alimentacion
Se alimentaron con las distintas dietas a los distintos grupos por duplicado con diez

organismos por grupo teniendo un total de veinte organismos. Las postlarvas se
colocaron en tanques de 20 It por cada repeticion con un promedio de biomasa total
de 3683.83+391.77mg y se colocaron escondites con el fin de prevenir el
canibalismo. Se alimento a los organismos con el 15% de la biomasa total por grupo
dos veces al dia a las 9:00 y 16:00 hrs. durante un periodo de aproximadamente 60
dias y se determind el crecimiento, se obtuvieron muestras de hepatopancreas y

musculo para determinar el contenido quimico-proximal.

6.5 Mantenimiento
Se sifoneo el 20% del agua a diario y remplazaba con agua limpia. En cuanto al

estado a los valores fisicoquimicos se monitoreo la temperatura (°C) a diario. A lo
largo de la prueba de alimentacion se registraron las variables fisicas y quimicas:
temperatura y cada 10 dias se midio el nitrégeno amoniacal (N-NH3) utilizando las
técnicas de Nessler (método 8083, reactivos Hach, Hach CO., Colorado USA),

utilizando un espectrofotdmetro (modelo DR 2800, Hach CO., Colorado USA.)

6.6 Biometrias
Durante la prueba de alimentacion se realizaron las biometrias de los organismos

cada quince dias iniciando el dia cero del experimento y terminado el dia sesenta
con postlarvas utilizando una balanza analitica (marca Denver Instrument, modelo

TP-6201), para obtener el peso fresco y ajustar la cantidad de alimento.



Figura 2 Organismos durante la prueba de alimentacion

6.7 Parametros de crecimiento:

Ganancia en peso: Es el incremento en masa de un organismo durante un periodo

de tiempo medido en mg.

GP(%) = <Peso final — Peso inicial)
07 = Peso inicial

Tasa de peso especifico: Incremento de masa de un organismo expresado en

porcentaje por dia.

i In Peso final — In Peso inicial
TCE (%/dia) = ( — ) 1

6.8 Analisis estadistico
Los datos obtenidos se analizaron con las pruebas W de Shapiros y Wilk y de
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Barlett, para homocedasticidad y normalidad, respectivamente. Al mostrar ser
normales y homocedasticos se utilizé una ANOVA de una via para analizarlos y
las diferencias entre los tratamientos se evaluaron con una prueba de Fisher LSD

(Zar, 1999).
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7. Resultados

7.1 parametros fisicos y quimicos
Durante los 60 dias de la prueba de alimentacién se midieron algunos parametros

fisicos y quimicos (temperatura y N-NH3) de los cuales se obtuvo su promedio.

Tabla 4 Valores promedio + desviacion estdndar de las caracteristicas fisicoquimicas del agua por cada tratamiento
durante la prueba de alimentacion

Control Krill Spirulina
Temperatura 28.5+0.37 28.3+.0.17 28.7 £ .11
°C)
N-NHs 0.21 +0.12 0.23+0.12 0.12+0.1
(mg/L)

7.2Parametros de crecimiento
El peso (mg) de los organismos tuvo variaciones entre 1400 y 2200 mg. Con los

datos recabados durante la prueba de alimentacion se analizaron sin encontrar
diferencias significativas en ninguna de las pruebas realizadas en el crecimiento
de los distintos tratamientos en cuanto a su aumento en masa. La grafica TCE se
observa que existieron variaciones minimas de entre el 0.46 a 0.65% en la tasa de
crecimiento especifico sin mostrar diferencias significativas. En cuanto a la grafica
Ganancia en peso existieron variaciones de entre el 40 al 55% sin mostrar

diferencias significativas (ANOVA de un factor p> 0.05).
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Figura 3. Graficas del efecto de los distintos tratamientos en peso final, porcentaje de ganancia en peso (GP) y
porcentaje de peso especifico (TCE) en las postlarvas de Macrhobrachium acanthurus.

7.3 Composicion quimica corporal
Al finalizar los 60 dias de experimento se sacrificaron a los organismos con el

objetivo de conocer el contenido de lipidos y proteinas en el musculo de los
organismos en los tres tratamientos diferentes. En la figura 4 podemos observar
las graficas pertenecientes a contenido proteico y lipidico en musculo de
postlarvas. En la primera se puede observar que no existid ninguna diferencia

significativa (p> 0.05) en el porcentaje de proteina entre organismos de los
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distintos tratamientos. En la grafica “contenido lipidos” se observa, que el
contenido lipidico en musculo tiene mayor concentracion en el tratamiento

Spirulina, reflejando diferencias significativas ante los otros dos tratamientos.

(p<0.05).
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Figura 4. Graficas del efecto de los distintos tratamientos en contenido proteico y lipidico en musculo de postlarvas de
Macrobrachium acanthurus. .
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8. Discusioén

Es de gran importancia evaluar los ingredientes incluidos en las dietas para la
investigacion nutricional y el mejoramiento de alimentos balanceados en las
especies acuicolas (Glencross, 2007). La alimentacion para crustaceos debe tener
muy presente el contenido de proteina, pues esto tiene repercusiones importantes
en el crecimiento de dichos organismos (Suarez Lopez et al.,, 2006) y de este

modo utilizar ingredientes beneficios para los organismos y su desarrollo.

En estudios anteriores se ha utilizado la Spirulina como suplemento en dietas
balanceadas con inclusién de esta, en Litopenaeus schmitti (Ceballos, 2006)
donde observaron que al agregar pequefios porcentajes (2.5 y 5%) de Spirulina
existe una mejor alimentacién de los organismos, por lo que se observa que al
agregar cantidades mayores los organismos, en el caso de los organismos M.
acanthurus es bien recibido al momento de alimentarse. Los resultados de Macias-
Sancho et al.,, en 2017 nos mostraron que el uso de Spirulina (Arthrospira
platensis) como suplemento alimentico en Litopenaeus vanamei mejora el
desempefio de forma zootécnica relacionados a los que no recibieron el
suplemento en sus tratamientos, reportaron que la inclusion de Spirulina es ideal
en crustaceos ya que tienen la capacidad de tienen la capacidad de filtrar, ingerir y
digerir microalgas suspendidas en la columna de agua. Datos que reflejan como el
consumo de estas dietas es beneficio para las postlarvas, como se observa al
competir en cuanto a crecimiento (mg) con la dieta control. Pakravan, et al
realizaron un estudio en 2017 sustituyendo la harina de pescado con harina de
Spirulina en un 0, 25, 50, 75 y 100% de harina en L. vanamei, en el cual no
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encontrar diferencias significativas en cuanto al crecimiento (cm y g) de los
organismos, datos muy similares respecto a este estudio. En organismos
pertenecientes a M. rosenbergii, se ha reportado que la Spirulina es util para

mejorar la calidad de la carne en la especie (Montoya-Martinez et al., 2016).

Anteriormente se report0 que los crustdceos presentan un aumento en su
crecimiento utilizando distintas especies de microalgas dentro de la produccién
acuicola (Pefia-Rodriguez et al., 2010; Cruz-Suarez et al., 2010). También Bhavan
et al (2010) determinaron que el crecimiento de postlarvas de M. rosenbergii
enriquecido con Spirulina producen un mayor crecimiento que con otras harinas

como la levadura.

Se infiere que a diferencia de los resultados de Ceballos 2006 y Macias-Sancho et
al.,, 2017 en los tratamientos de este experimento no existieron diferencias
significativas debido a que la Spirulina no fue utilizada como suplemento ni se
filtro, sino que fue utilizada como harina base de la dieta sustituyendo un 75% de
la harina de pescado, pero se puede mostrar que el uso de Spirulina es bien
recibido por decdpodos carideos. Los resultados presentes son mas similares a
los de Pakravan et al., (2017) mostrando que la harina de Spirulina puede

desempenfarse bien como harina base en dietas para postlarvas M. acanthurus.

El tratamiento con harina de Spirulina mostro tener crecimiento ligeramente mayor
en cuanto al crecimiento general ante las otras dietas, pero sin presentar ninguna,
respecto a TCE y ganancia en peso fue mayor al de la dieta control y con valores
muy similares a la dieta de krill, en lo que se puede observar que no hay
diferencias significativas (p> 0.05) ante las otras dos dietas
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Existen trabajos realizados en especies en el infraorden caridea como el estudio
realizado por Murai et al (1983) en el que reemplazaron el uso de harina de
pescado por harina de krill en dietas para Penaeus monodon sin encontrar
diferencias significativas en cuanto al crecimiento, resultados que coinciden con
los del presente trabajo. Del mismo modo que con la harina de Spirulina la harina
de krill ha sido utilizada como suplemento alimenticio para distintas especies de
decépodos, siendo el caso de Ambasankar et al., en 2022 estudio en el cual hubo
inclusion de harina de 2, 4, 6, 12% de harina de krill en el cual encontraron que los
organismos pertenecientes a L. vanamei tuvieron un aumento de peso en los
grupos de 4 y 6% lo que podemos adjudicar que agregar estas cantidades junto
con la harina de pescado sirva como atrayente suficiente en conjunto. Leonardi et
al., en 2021 reportaron que la inclusion de harina de krill como suplemento
alimenticio en la especie L. vanamei en concentraciones de 2 y 3% tiene buenos
resultados en cuanto a crecimiento (g) fueron mejores ante la dieta con 1% de
concentracion harina de krill y el control, con resultados similares a los de
Ambasankar et al., en 2022 con los que podemos comprender que la harina de
krill es bien recibida por estos organismos y lo observamos al ver los resultados de
peso en el presente trabajo, en el cual la sustitucion de harina de pescado por krill

fue de un 77%.

Se encuentran otros estudios realizados con Litopenaeus stlirrostris en
organismos juveniles con sustitucion de harina de krill de 33, 34, 37,40, 44, 48%
en el cual tuvieron mejores resultados en niveles de 33%, (Baillet et al., 1997). A

diferencia del estudio actual, en M acanthurus. Se puede suponer que al superar
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mas del 50% de harina de krill esta funge con igual eficacia que la harina de
pescado, igualmente que esta es mejor recibida por este género en comparacion

con los anteriores.

En el grupo experimental de dietas de harina de kril existi6 una tendencia muy
similar en la ganancia en peso al del grupo control, pero sin diferencias
significativas ante el grupo experimental de Spirulina. Hablando de TCE vy
ganancia en peso mostro de forma estadistica un porcentaje mayor ante los otros

dos grupos, pero sin tener presente diferencias significativas (p> 0.5).

En la figura 4 se sefialan las distintas concentraciones de proteina en musculo
dentro de los tres grupos experimentales no muestran diferencias significativa, lo
gue nos indica que la produccion proteica en el musculo es muy parecida en los
tres grupos, sugiriendo que la capacidad de asimilar la proteina de la harina de krill
y Spirulina es casi igual a la de harina de pescado; el grupo con harina de krill
mostro ligeramente una menor asimilacion de la proteinas a pesar de tener mas
proteina en la dieta que las otras dos (alrededor de un 6%). Teniendo un 2%
menos que la dieta control y Spirulina las cuales tuvieron un contenido de entre 18
y 19% de proteina en musculo. Hernandez-Abad et al.,, 2018 registraron la
concentracion proteica en musculo de hebras alimentadas con distintas
concentraciones de lipidos estudio en el cual se observé que con una inclusién de
10 y 12.5% de lipidos es mejor ante la inclusién de 15% de lipidos, lo que se
puede observar ligeramente que al tener una cantidad mayor de lipidos en la dieta

de Spirulina estos aumentaron ligeramente la concentracion de proteina en el
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musculo de las postlarvas. Sin embargo, no existe ningun impedimento en utilizar

alguna de los ingredientes alternativos como fuente de proteina.

Hablando del contenido lipidico en el masculo de los organismos, este tuvo una
mayor concentracion dentro del grupo de Spirulina presentando diferencias
significativas ante los grupos control y krill los cuales no tuvieron diferencias
significativas entre ellos, debido a que las microalgas como la Spirulina contienen
cuatro grupos de compuestos funcionales existentes en ellos, uno de los cuales
son los lipidos (Canavate, 2013) lo que es proporcional a la concentracion lipidica
dentro de la dieta pues esta tuvo entre un 5y 7% mas que las otras dietas (control
y krill). Herndndez-Abad et al.,, 2018 realizaron un estudio en hembras de
Macrobrachium acanhturus en el cual aplicaron distintas concentraciones de
lipidos (10, 12.5 15, 17.5 y 20%) en el cual se observo que el porcentaje de lipidos
en la dieta afecta directamente a la concentracion de lipidos en musculo teniendo
como resultados que al tener mas de 12% este aumenta significativamente en el
musculo coincidiendo con los datos del presente trabajo. Por lo que podemos
inferir que la dieta tuvo un mayor aprovechamiento por parte de los organismos o
gue los lipidos al tener mas concentracion en la Spirulina se depositan en mayor
cantidad en el musculo que la proteina al menos en este estadio (postlarva) a
diferencia del estadio de adulto cuando los lipidos son utilizados para la
maduracion sexual, teniendo este conocimiento (Hernandez-Vergara et al., 2018)
podemos inferir que los lipidos se depositan en el musculo guardados como

reservas de energia.
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9. Conclusiones

Ambos grupos experimentales presentaron una ganancia muy similar en peso a
comparacion con la ganancia del grupo control en la tasa de crecimiento especifico.
Esto resultados se pueden relacionar que a pesar de ser un cambio de harina base
los niveles sobrepasaron al de la dieta control (2% en krill y 4% en Spirulina) y en
cuanto al grupo experimental de Spirulina esté tuvo mayor concentracion de lipidos
totales con diferencias significativas a los dos anteriores, 1o que es relacionado con

gue los lipidos son nutrientes esenciales para los langostinos M. acanthurus.

Ninguna de las dietas mostré diferencias significativas, entre ellas, por lo que
podemos tomar la harina krill o Spirulina para mantener el crecimiento de los

organismos.

Los resultados del presente trabajo nos sefalan que, bajo las condiciones
mencionadas, la harina de krill y de Spirulina son bien recibidas por postlarvas de M.

acanthurus para su crecimiento como dietas alternativas.
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10. Recomendaciones para la investigacion futura.

Tomando como punto de partida los resultados presentes se proponen distintos
puntos con el objetivo de conocer mas sobre la nutricion con uso de estas harinas

para implementar o mejorar el su cultivo:

e Estudiar el contenido lipidico de postlarvas de langostinos M. acanthurus
después de pruebas como esta, con el fin de observar si los lipidos
proporcionados por ambas dietas pueden tener algun impacto en este.

e Utilizar organismos de M. acanthurus criados desde larvas bajo condiciones
de laboratorio lo que permitiria resultados con mayor fiabilidad.

e Realizar estudios con distintas concentraciones de dichas harinas desde un
50% hasta una sustitucion total de harina de pescado, para determinar si
alguna concentracion sea de harina de krill o Spirulina sea la éptima para el

cultivo de postlarvas de M. acanthurus.
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Anexos

Anexo 1 Contenido de Humedad

Fundamento

El contenido de humedad determina la cantidad de agua contenida en un
ingrediente o alimento. Estd técnica se basa en la pérdida de peso de una
muestra, al someterla a altas temperaturas (100°C) para promover la pérdida de
agua por evaporacion. Para ellos es necesario pesar la muestra tanto al inicio de
la prueba (peso humedo) como posterior al proceso de secado (peso seco), con el
fin de obtener la diferencia entre ambas determinaciones, lo cual representara la
humedad de la muestra. La técnica puede aplicarse a muestras de ingredientes y
alimentos, asi como en algunos tejidos como musculo o en aquellos en los que la

muestra no pierda integridad.

Equipo

e Horno de conveccion
e Balanza semi-analitica

e Desecador

Materiales
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e Crisoles de aluminio
e Pinzas para crisol
e Guantes de latex

e Espatula

Consideraciones:

Se debe utilizar pinzas para evitar quemaduras a la hora del manejo de los
crisoles, y guantes de latex o nitrilo para no contaminar ni afectar el peso de los

crisoles frios con la grasa de los dedos.

Procedimiento

Antes de iniciar se deben lavar los crisoles utilizando jab6n libre de fosfato,
enjuagar con agua corriente del grifo y después enjuagar con agua destilada, una

vez secos Y rotulados para la identificacion y diferenciacidén entre muestras

Para obtener mediciones adecuadas, los crisoles se deben liberar de humedad,
obteniendo su peso real, para asegurar esto ultimo se debe secar y llevar a peso
constante sin que exista variacion de no mas de 0.001 g entre los registros de

peso, de la siguiente manera:

1. Colocar crisoles de aluminio en un horno de conveccion precalentado a

100°C por un periodo de 2 hrs.
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Colocar en un desecador y después de un periodo de 10 min de
enfriamiento y para evitar ganancia de humedad, pesar en balanza semi-
analitica.

Regresar crisoles al horno por un periodo de 2 hrs y volver a pesar.
Continuar asi hasta obtener el peso constante, llegando a este, los crisoles

se colocan en un desecador hasta su uso.

Posteriormente se debe hacer lo mismo con la muestra con las siguientes

variaciones:
1. Pesar muestra en una balanza semi-analitica y registrar el peso exacto.
2. Colocar la muestra en el crisol previamente pesado.
3. Meter el crisol con la muestra al horno de conveccion a 100°C durante 4
hrs.
4. Utilizando pinzas, sacar los crisoles del horno y colocarlos en el desecador
para evitar ganancia de humedad. Después de un periodo de entre 10 min
a 15 min de enfriamiento, se pesan y registran los pesos.
5. En caso de que las mediciones no presenten un peso constante, regresar
crisoles al horno por un periodo de 2 hrs y volver a pesar luego de los 10 a
15 min de enfriacion en el desecador.
6. Continuar asi hasta obtener el peso constante, llegando a este, los crisoles
se colocan en un desecador hasta su uso.
Célculos
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(P1-P2)100

Humedad (%) = o

Donde: P1 = peso (g) de la muestra antes de secar

P2 = peso (g) de la muestra después de secar.

Anexo 2 Contenido de cenizas

Fundamento

Las cenizas son los residuos inorganicos que quedan despueés de la calcinacion
de una matriz organica y representan el contenido total de los minerales de una
muestra. La técnica se basa en la incineracion de la muestra a 600 °C y la
determinacion del peso de las cenizas resultantes. Cabe sefalar que las muestras
de alimento, ingredientes en polvo y tejidos, como musculo, deben de utilizarse en
base seca. No es recomendable el uso de esta técnica en tejidos con alto

contenido de agua.

Equipo

e Mufla
e Desecador

e Balanza semi-analitica
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Materiales

e Crisoles de porcelana
e Pinzas para crisol
e Guantes de latex/nitrilo

e Guantes de carnaza

Consideraciones:

1. Debido a la temperatura en la que se mantienen los crisoles, pueden causar
guemaduras severas. Es indispensable del manejo con pinzas y guantes de
carnaza.

2. Al usar la mufla, no abrirla con tumor que una temperatura mayor a los 200
°C.

3. Cuando los crisoles estén frios, se deben utilizar las pinzas.

4. Enumerar los crisoles en la base con lapiz para siguiente ubicacion durante

la prueba.

Procedimiento

Peso del crisol de porcelana
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Colocar crisoles de porcelana en la mufla, cerrarla y ajustar la temperatura
a 550°C; mantener el crisol por un periodo de 1 hr.

Dejar que la temperatura disminuya hasta 150 °C, durante 1:30 hrs
aproximadamente.

Colocar en un desecador y después dejarlo enfriar y pesar en la balanza

semi-analitica.

Muestra

1.

4.

Colocar el crisol en la balanza semi-analitica, agregar la muestra y registrar
el peso exacto.

Introducir el crisol de porcelana con la muestra dentro de una mufla e iniciar
el aumento de temperatura hasta los 550 °C; mantenerlo ahi por un periodo
de 6 hrs. La muestra calcinada se observa como un polvo blanco.
Transcurrido el periodo de calcinacién, permitir que se enfrie a menos de
150 °C, durante un periodo aproximado de 1:30 hrs. Sacar el crisol con la
muestra utilizando pinzas, cuidando la no volatilidad a la que las cenizas
son susceptibles, colocar en un desecador. Dejar enfriar, pesar y registrar el

peso.

Célculos

PR-PI x 100

Cenizas (%) = o

Dénde: Pl= peso inicial crisol
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PF= peso final crisol

PM= peso muestra.

Anexo 3 Proteina cruda.

Fundamento

El método de Kjeldahl se basa en la digestién acida de la muestra, en presencia
de un catalizador y alta temperatura. Como resultado de esta reaccion, el
nitrégeno orgénico se reduce a amoniaco, mismo qué es retenido y puede ser
determinado por destilacion alcalina y una titulacién posterior. Para esta prueba se
utilizé un equipo de la marca Foss®, qué incluye un dije store para 8 tubos, un
equipo para extraccidbn de vapores SR210 y un destilador Kjeltec 2100. El
conjunto, permite tener un proceso de digestion reproducible. Ademas, es mas

seguro para el usuario.

Digestion:

(1) n-C-NH2 + H2SO4 » CO2 + (NHa4)2 SO4 + SO2

Destilacion:

(2) (NH4)2 SO4 + 2NaOH » 2NH3 + Naz SO4 + 2H20

(3) NH3 + H3BO3 » NH4 + H2BOs -
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Titulacion:

(4) H2BOs3 - + H+ » H3BO3

Equipo:

e Campanas de extraccion

e Rack para tubos

e Equipo de extraccion de vapores SR210
e Digestor (Tecator digestor)

e Destilador (Kjeltec TM 2100)

Materiales:

e Tubos de digestor 200 mL
e Matraces

e Vaso de precipitados

e Guantes de carnaza

e Guantes de latex/vinil/nitrilo

e Franelas
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Reactivos:

e Acido sulfarico concentrado

e Tabletas Kjeltabs o0 mezcla reactiva
e Solucion de hidréxido de sodio 40%
e Solucion indicadora de acido borico

e Agua destilada

Consideraciones:

1. Se debe utilizar guantes, ya que los reactivos utilizados pueden provocar
guemaduras severas.

2. Al terminar el ciclo de digestion, se deben tomar los tubos con guantes de
carnaza, ya que pueden provocar quemaduras severas.

3. Utilizar mascarilla al manejar los tubos durante el proceso de digestion

Procedimiento

Muestra

Se recomienda utilizar las muestras en base seca (ingredientes solidos, alimentos

y musculo). Anotar el peso exacto de la muestra.
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Digestion

1. Colocar en un tubo la muestra y agregar dos tabletas (keljtabs). En caso de
no contar con las tabletas, también es posible utilizar 2 g de una mezcla 9:1
de sulfato de potasio y sulfato de cobre.

2. Agregar 15 minutos de &cido sulfdrico concentrado al tubo. En caso de que
la muestra contenga mas de 15% de lipidos, es necesario agregar peréxido
de hidrégeno concentrado a la muestra. En este caso, se deben utilizar 10
mL de &cido sulfurico y 10 mL de peroxido de hidrégeno.

3. Colocar el tubo en el digestor e iniciar un ciclo de digestién a 450° C
durante una hora. IMPORTANTE: durante este paso, es necesario tener
cuidado con los gases del acido sulfurico que se generan por la digestion.
Por ello, es necesario utilizar el sistema de extraccion de gases (exhaust),
gué se coloca sobre los tubos de digestion y estos, a su vez, deben estar
conectados a un Scrubber, que ademas de la extracciébn de los gases,
neutraliza el acido sulfarico. Cémo proteccion adicional se debe usar la
campana de extraccion durante todo el proceso de digestion y durante el
enfriamiento de los tubos.

4. Al terminar el ciclo, dejar enfriar los tubos para aproximadamente una hora,

para evitar que se estrellen por choque térmico.
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5. Colocar 25 ML de la solucion indicadora de &acido bérico en matraz

Erlenmeyer de 250 mL.

Destilacion:

1. Antes de iniciar la destilacion de las muestras, es necesario hacer una
purga del sistema de destilacion Kjeltec TM2100, colocando 100 mL de
agua destilada en un tubo de digestién limpio, corriendo un ciclo destilacion
y colectando en un matraz limpio.

2. Una vez que los tubos se han enfriado, se agregan 70 mL de agua
destilada a la muestra. El tubo se coloca en el destilador Kjeltec TM1200, y
para recolectar el destilado, se utiliza un matraz Erlenmeyer, con una
solucién indicadora de &cido bérico. Se agregan de 60 ml a 70 mL de NaOH
(segun lo requiera la muestra) con el dispensador del destilador y se inicia
el ciclo de destilaciébn por 5 minutos se extrae el matraz. IMPORTANTE:
para sacar el tubo se requiere utilizar guantes, pues el tubo estara caliente.

3. Antes de iniciar con una nueva muestra, es necesario hacer un lavado del
sistema, por lo que es necesario utilizar un tubo con 200 mL de agua
destilada y correr un ciclo de destilado.

4. La solucion del destilado en el matraz se titula y con la solucion de acido
sulftrico 0.1 N y el viraje se da un color verde claro y brillante a un verde
mas oscuro, casi café. Registrar la cantidad de mililitros utilizados para la

titulacion.
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Célculos

Como primer paso se debe calcular el porcentaje de nitrégeno con la férmula

siguiente:

14 x (Vm—-Vb) x N (H2504) x 1.004
PMx10

N (%) =

Dénde: 14 = peso molecular del nitrogeno

Vm = mL usados para titular muestra

Vb = ML y usados para titular blanco, usualmente 0

1.004 = factor constante de la formula

PM = peso muestra (g)

El siguiente paso es calcular el porcentaje de proteina, usando un factor de 6.25.
este factor se ha calculado por el contenido de nitrdgeno proteico en la mayoria de
las muestras.

Proteina cruda (%) = N (%) x 6.25

Preparacién de reactivos

Digestion
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1. Mezcla reactiva. Mezclar sulfato de potasio K2SO4 y sulfato de cobre cu

Cu2S04 en una proporcion 9:1, respectivamente.

2. Solucién de NaOH 10% para el Scrubber. Disolver 100 g de NaOH por litro de
agua destilada, con ayuda de un sonicador. Est& solucion se utiliza para el equipo
de Scrubber y permite neutralizar los humos acidos que resultan de la digestion de

la muestra con el acido sulfurico.

Destilacion

1. Solucién de hidréxido de sodio 40%. Disolver 400 g de hidroxido de sodio
(NaOH) en un litro de agua destilada, con ayuda de un sonicador. Esta solucién se

usa en el sistema de destilacion.

2. Solucién indicadora de acido borico. Disolver 40 g de acido borico (H3BO3) en
700 mL de agua destilada. Agregar 200 mL de etanol y 17 mL de la solucién RM-

VB, fuera un litro con agua destilada.

3. Solucién RM-VB. Disolver 0.44 g de rojo de metilo en 200 mL de etanol 93%.
Aparte, disolver 0.22 g de verde de bromocresol en 100 mL de etanol 93%. Una
vez preparadas ambas soluciones se mezclan y se almacenan en un frasco

ambar.
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Solucién para titulacion

Solucién de acido sulfarico 0.1 N. Disolver 2.7 mL de acido sulfurico concentrado

(H2S04) en un litro de agua destilada.
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Anexo 4 Lipidos totales

Fundamento

El procedimiento para extraccién de lipidos e Blight y Dyer (1959) es una
modificacion del método de the Floch; utiliza una combinacion de cloroformo y
metanol para extraer lipidos de una matriz organica y emplea una proporcion
1:1:0.8 de cloroformo, metanol y agua, con el objetivo de mejorar la extraccion de

lipidos, alin en muestras pequefas y con bajo contenido de grasas.

Los lipidos de la matriz se disuelven en una mezcla de cloroformo: metanol y
cuando se agrega agua, se forman dos fases: una de cloroformo con los lipidos
disueltos y otra de metanol y una de agua. Después de la separacion, el
cloroformo se elimina por evaporacién, quedando exclusivamente lipidos. Para la
separacion de la mezcla de cloroformo: metanol de la matriz sélida: se utilizé un

método de centrifugacion.

Equipo

e Homogeneizador
e Balanza analitica
e Sonicador

e Horno de conveccion
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e Centrifuga

Materiales
e Hielo
e Gradilla

e Vaso de precipitados

e Tubos de ensaye de 5 mL

e Frasco vial ambar de 2 mL

e Pipetas

e Embudo de separacion

e Mortero

e Filtros de membrana (925 mm, apertura de poro 0.45 um)

e Guantes de latex/nitrilo

Reactivos

e Cloroformo concentrado
e Metanol concentrado

e Agua destilada

e Alcohol 70%
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Consideraciones

1. Utilizar todo el tiempo guantes de latex o nitrilo para el manejo de los viales,
debido a que la grasa de los dedos puede agregar peso y provocar
variaciones en la prueba.

2. Enumerar los viales usando un marcador indeleble para su identificacion
durante la prueba.

3. Para evitar contaminacion, enjuagar el homogeneizador entre muestra y
muestra con una mezcla de metanol y cloroformo (1:1).

4. Es importante que los tubos con las muestras se mantengan en un
recipiente con hielo durante el proceso de homogeneizado, debido a que

las muestras se pueden oxidar con el aumento de la temperatura.

Procedimiento

Lavado
1. Lavar los fieles con una solucion de jabon libre de fosfatos.

2. Y poderlos Vélez con agua, después con agua destilada introducir al horno de
conveccion para eliminar la humedad durante 2 h. Pagar una Ultima vez con

alcohol al 70% y dejar que se evapore a temperatura ambiente.
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Peso de los viales

Pesar en una balanza semi-analitica los viales y registrar el peso.

Muestra

1. Las muestras fueron utilizadas en base humeda o seca, pero se
recomienda que muestras, alimento y masculos se utilizan en base seca.
Tejido con alto contenido de agua (higado o intestino) deben utilizarse en
base humeda. Si la muestra a determinar (pellet/muestras de tejido) es
dificil de homogeneizar, se puede pulverizar previamente, para facilitar la
extraccion.

2. Enun tubo de ensaye, colocar entre 0.1 gy 1 g de muestra.

3. Agrega el tubo 1.5 mL de cloroformo en 3 mL de metanol; homogeneizar
por dos minutos. Agregar 1.5 mL de cloroformo y homogeneizar por 2
minutos mas.

4. Posteriormente y dependiendo de la disponibilidad del equipo de material
se puede emplear el método de centrifugacion para la separacion de la
matriz solida de la mezcla de metanol y cloroformo.

5. Centrifugar los tubos con las muestras a 5,000 rpm durante 5 min. Tomar
cuidadosamente el sobrenadante con la pipeta (evitar al maximo tomar el
material residual de la matriz sélida, ya que eso aumentara el peso) y

colocarlo en el embudo de separacion cerrado.
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6. Ver 0.8 mL de agua destilada para mantener una proporcion 1:1:0.8 de
cloroformo, metanol y agua.

7. Agitar vigorosamente y dejar reposar unos segundos para que se forman
dos fases. En caso de que estas no se formen, agregar agua destilada por
gotas. Cuando las cosas no son cristalinas, es posible que requiera
metanol, el cual debe agregarse gota a gota.

8. Verter en el fresco vial la fase mas densa, qué corresponde a la fase inferior
del embudo.

9. El cloroformo se evapora usando preferentemente una corriente continua
de nitrégeno. En caso de no contar con nitrégeno se puede acceder al aire.
Cuando se aprecia una capa amarillenta en el fondo del vial, la muestra
estard lista. En caso de que se aprecie en la muestra (puede suceder por
dejar pasar la fase de agua y metanol en el embudo de separacion) basta
con agregar un poco de etanol, agitar el vial y colocarlo de nuevo en la
corriente de nitr6geno o aire.

10. Pesar el vial en una balanza semi-analitica y registrar.

Célculos

PL
Lipidos totales= — X100
PM

Donde PL= peso lipidos (peso vial final- peso vial inicial)

PM= peso muestra.
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