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RESUMEN

El proposito de este trabajo fue evaluar una mezcla de harina de krill y soya como
remplazo de la harina de pescado, para ello se formularon cuatro dietas iso
caldricas que contenian, 9% de lipidos y 45% de proteina para juveniles de pargo
flamenco Lutjanus guttatus, una control KS00 a base de harina de pescado (HP) y
tres con remplazo del 21, 45y 71% (KS21, KS45 y KS71, respectivamente). El
material de remplazo se formulé proporcionalmente, 1:2.5 de harina de krill del
Antartico (KH) y harina de soya desgrasada (HS). Las dietas se evaluaron por
triplicado en tanques con 2 m® de volumen til, aireacion constante y un cambio
total del volumen de 6.5 tanques dia™. Un total de 40 organismos con 33.75+1.6g
de peso inicial fueron usados por tanque y alimentados a saciedad aparente tres
veces al dia por 12 semanas. Los valores medios de temperatura, salinidad y
oxigeno disuelto fueron registrados en 30.8+0.5°C, 33.75+0.7%o y 6.46+0.5 mg L™
respectivamente. Los organismos fueron pesados y medidos cada 14 dias. El
peso ganado, tasa de crecimiento y tasa especifica de crecimiento, fueron
significativamente mayores con la dieta KS45 (85.66g, 253.81% y 1.5% dia™,
respectivamente), mientras que la tasa de conversion alimenticia, supervivencia,
tasa de eficiencia proteica y utilizacién aparente de nitrégeno, no fueron afectadas
por el remplazo de HP con HK y HS. El factor de condicién, indice de grasa
intraperitoneal, indice viscerosomatico e indice hepatosomatico, no mostraron
diferencias significativas entre dietas. El analisis histologico muestra una tendencia
inflamatoria ascendente de la lamina propia de las vellosidades del intestino
medio, sin embargo esta tendencia no afecto el crecimiento de los peces al
termino del este experimento. La actividad especifica de tripsina y proteasas
alcalinas, en intestino y ciegos pildricos, y quimica sanguinea no fueron diferentes
entre tratamientos. El remplazo para lograr un mayor crecimiento fue 33.75% vy el
costo unitario de alimentacion de la dieta KS45 fue $14.38 (moneda nacional
mexicana). El presente trabajo demuestra que la mezcla krill:soya en una

proporcion 1:2.5, es una fuente proteinica alternativa viable para sustituir a la HP.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate a mixture of krill meal and soybean meal
as replacement for fish meal. Four iso caloric diets were formulated to contain 9%
lipid and 45% protein, for juvenile spotted rose snapper Lutjanus guttatus, a control
diet KSOO to based fishmeal (HP) and three with replacement of 21, 45 and 71%
(KS21, KS45 and KS71, respectively). Replacement material was composed with a
proportion of 1:2.5 of Antarctic krill (KH) and defatted soybean meal (HS). Diets
were evaluated for triplicated in tanks with a volume of 2 m? with constant aeration
and a total volume change of 6.5 tanks day‘1. A total of 40 organisms with
33.75+1.6g of initial weight were used per tank and fed three times a day to
apparent satiety by 12 weeks. The mean values of temperature, salinity and
dissolved oxygen were recorded at 30.8 £ 0.5 ° C, 33.75 + 0.7 %0 and 6.46 + 0.5
mg L respectively. Organism were weighed and measured every 14 days. Weight
gain, growing rate, specific growth rate (85.66g, 253.81% y 1.5% day",
respectably) were significantly greater with diet KS45, while food conversion
efficiency, survival, protein efficiency rate and nitrogen apparent utilization were not
affected by replacement FM by KH and HS. Condition factor, intraperitoneal fat
index, viscerosomatic index and hepatosomatic index, showed not significant
differences between diets. Histological analysis did show an inflammatory
ascendant tendency in the lamina propia from mid intestine villi, however this trend
did not affect the growth of fish at the end of this experiment. Results in specific
trypsin and alkaline proteases activities from pyloric caeca, intestine and blood
chemistry did not show significant differences between treatments. The greatest
growth was achieved with replacement of 33.75% and unitary cost for KS45 was
$14.38 (Mexican national currency). The present work demonstrate that
krill:soybean mix in a proportion of 1:2.5 is an acceptable alternative for FM

substitution.
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1. INTRODUCCION

La produccion acuicola mundial de pescado ha crecido sustancialmente en la
ultima década, alcanzando 52.5 millones de toneladas en 2008. La region de Asia-
Pacifico sigue dominando esta actividad econdémica, lo que representa el 89.1%
de la producciéon mundial (FAO, 2010). La tasa media de crecimiento global de la
acuacultura es de 8.8%, y en la actualidad México presenta una tasa media de
crecimiento del 4.5 %. Sin embargo, el 75% de las pesquerias han alcanzado su
maximo rendimiento sostenible. La produccién acuicola del 2010 en México
alcanzé6 las 285,000 toneladas, producidas en cerca de 3,000 granjas acuicolas
comerciales y las poco mas de 10,000 unidades de produccién rural (SAGARPA,
2011).

Los requerimientos nutricionales y las fuentes proteinicas en dietas para peces es
uno de los topicos mas investigados dentro de la nutricion de estos organismos,
debido a que los ingredientes proteinicos en las dietas es considerado uno de los
factores econémicos mas importantes de su formulacién, sobre todo si se busca

una buena calidad y constancia en su composicion cuantitativa y cualitativa.

La harina de pescado es usada por poseer un alto contenido en proteina, el cual
oscila entre 65 a 72%, presenta buen perfil de aminoacidos y energia digestible.
Este ingrediente contiene ademas acidos grasos indispensables de la serie n-3,
minerales, vitaminas y es atractivo para peces y camarones (Hertrampf y Piedad-
Pascual, 2000). Sin embargo, debido a un incremento de su costo y un
abastecimiento inestable, se ha pronosticado un panorama incierto para el
desarrollo de la acuicultura, industria que mayormente consume este recurso,
entre el 50 y 60% (Huntington y Hasan, 2009).

En términos practicos de formulaciéon de dietas con harina de pescado, esta ha
sido hasta el momento, la fuente tradicional que suministra una fraccién importante
de la proteina en alimentos balanceados para peces. No obstante, la produccion
de esta materia prima se ha visto disminuida, al mismo tiempo que las harinas de

buena calidad se han encarecido notablemente, por tal motivo el costo de esta
1



fuente proteinica se ha incrementado en mas del doble de su costo original al
inicio de la ultima década (Figura 1). La alta calidad de esta fuente proteinica hace
dificil encontrar un sustituto adecuado, si bien, en la actualidad se estan
empleando sustituciones parciales, mediante mezcla de diversas fuentes de
proteina, que pueden llegar a cubrir hasta la mitad de la proteina total en dietas
comerciales (Tacon y Jackson, 1985). Por otra parte, los niveles de harina de
pescado podrian disminuirse aun mas, mediante el uso de otras materias primas
ricas en proteinas, siempre que cubran los requerimientos de la especie en

aminoacidos indispensables (Ketola, 1982).

N USD/tonne

1800 -
1600 - Fishmeal*
1400 A
1200 1

1000 4

Soymeal**

u T T T T T T T T T
Mar-02 Mar03 Mar-04 Mar-05 Mar-06 Mar07 Mar-08 Mar-09 Mar-10 Mar-11

Figura 1 Variacion del precio de la harina de pescado y harina de soya en la década del
2002 al 2011. Fuente: FAO Globefish Highlights, (2011).

La pesqueria del krill antartico (Euphausia superba) ha estado operando por mas
de 35 afos, y se ha destacado en varias ocasiones como una de las pesquerias
mas sobreexplotadas del mundo. Sin embargo en la ultima década, la captura
anual es 40 veces menor que la captura anual precautoria (CCAMLR, 2010). La

enorme produccion natural del krill del género Euphasia en las aguas antarticas y



del Atlantico norte ha sido considerada como una importante fuente de proteina
alternativa, que puede sustituir a la harina de pescado en la alimentacion de
especies de peces cultivadas. Su contenido proteinico (superior al 50%),
composicion de aminoacidos (Tabla 1), digestibilidad y caracteristicas atractantes,

son hechos que apoyan tal idea (Kader et al., 2010).

La capacidad real de la sustitucion de harina de pescado por harina de krill, se
pone claramente de manifiesto al incorporarla a las dietas de trucha, en un
intervalo del 26-59% de la dieta (35 hasta 80% de la proteina dietaria), lo que
supone la total sustitucion de la harina de pescado, obteniendo resultados de
crecimiento, indices de conversion del alimento y una retencion del nitrégeno
semejantes a los de las dietas a base de harina de pescado o incluso llegandose a
superar (Pfeffer y Becker, 1977).

Para mantener la sustentabilidad y reducir los costos en la produccion de
alimentos balanceados para acuicultura, el uso de diferentes proteinas y aceites
de origen vegetal para la sustituciéon parcial o total de harinas y aceites de
pescado en alimentos acuicolas ha sido investigado en varias especies (Turchini
et al., 2009). La harina de soya es la fuente de proteina vegetal mas estudiada y
empleada en las dietas para los peces; fundamentalmente en razén a su
porcentaje proteinico y que posee una relativamente buena composicién en

aminoacidos indispensables (Tabla 1).

Por otra parte, su digestibilidad, comparable a la de la harina de pescado, asegura
disponibilidad de aminoacidos suficientes para promover tasas de crecimiento
aceptables, a pesar de su bajo contenido de metionina y lisina. Sin embargo, esto
depende de un adecuado tratamiento tecnoldgico que elimine los factores anti
nutricionales presentes en la soya. La harina de soya destaca entre otras fuentes
vegetales ricas en proteinas, como el mas prometedor sustituto vegetal de las
harinas de pescado (Olsen y Hasan, 2012).



Tabla 1. Perfil de aminoacidos de las harinas de pescado, soya y krill. (AAg 100g™

proteina cruda)

Fuente proteinica

Aminoacido

H. de pescado H. de Soya H. de Kiill
Arginina 5.92+0.14 8.42+0.08 9.23+0.28
Histidina 2.25+0.62 2.66+0.84 3.101£0.45
Isoleucina 4.12+1.10 5.45+1.12 7.39+0.98
Leucina 6.95+0.32 8.01+0.57 10.12+0.45
Lisina 7.32+0.17 5.60+0.32 8.76+0.25
Metionina 2.71+0.52 1.29+0.85 3.334£0.75
Fenilalanina 3.74+0.89 5.17+0.98 5.63+0.42
Tirosina 3.01+0.28 5.0410.43 7.3110.82
Treonina 3.88+0.63 3.81+0.75 4.52+0.84
Valina 4.99+0.42 5.17+0.84 6.42+0.65

MediaxzSD. Composicion de aminoacidos determinada por HPLC; (Vazquez-Ortiz et al., 1995)

En general, se admite que las fuentes proteinicas cuyo balance en aminoacidos
indispensables es semejante al que presenta la proteina de los organismos a
alimentar, son las de mejor calidad y promueven un crecimiento mas rapido. La
investigacion de las posibilidades de utilizacion de una fuente proteinica en
concreto, debe ir precedida, desde un punto de vista nutritivo, del conocimiento de
los datos correspondientes a los requerimientos proteinicos de la especie sobre la
que se va a ensayar, asi como de los requerimientos cuantitativos para cada uno
de los aminoacidos indispensables. Sobre esta base, se puede estudiar la
satisfaccion de estas necesidades a partir de diferentes proteinas o mediante una

combinacién adecuada de estas (Espinosa de los Monteros y Labarta, 1987).



2. ANTECEDENTES

2.1.Caracteristicas de la especie
Los pargos (pertenecientes a la familia Lutjanidae), se caracterizan por ser dioicos,
(sexos separados), oviparos de fecundacion externa, pueden presentar o no
dimorfismo sexual en los patrones de estructura y color. Se reconocen por su
distintivo contorno en la zona de la cabeza, sus mandibulas son fuertes y estan
compuestas de robustos dientes caninos. Se distinguen de los robalos por poseer
una mandibula superior que se extiende sobre el lagrimal cuando la boca esta
cerrada, tiene una aleta pectoral puntiaguda, 10 espinas en la primera aleta dorsal
y 2 0 3 en la aleta anal. En la mayoria de las especies la cola es bifurcada, la boca
es larga y los ojos estan localizados en lo alto de la cabeza; la linea lateral es bien

marcada y las escamas son grandes.
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Figura 2 Pargo flamenco, Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869)

El pargo flamenco Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869) (Figura 2), es una
especie demersal, que habita en arrecifes costeros, hasta unos 30m de
profundidad, generalmente solitario o en pequefios grupos, pero ocasionalmente
forman grandes cardumenes y se alimenta generalmente de organismos
demersales como peces y crustaceos (Allen et al., 1995); los juveniles viven en

estuarios y bocas de rio (Allen, 1985). Las capturas comerciales mas importantes
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de las pesquerias riberefias de peces, en el estado de Guerrero, México, se basan
principalmente en las familias Carangidae, Haemulidae, Ariidae y Lutjanidae. De
esta ultima destacan por su volumen de captura y valor comercial las
especies Lutjanus peru (1000 tm al afio aproximadamente) y L. guttatus (650 tm al

afio aproximadamente) (Santamaria-Miranda, 1998).

2.2.Requerimientos nutricionales
El-Sayed y Teshima (1992) evaluaron distintos niveles proteinicos dietarios desde
el 29 hasta el 51% y demostraron que con el 45% lograban el mayor crecimiento
de juveniles de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). Por otra lado, en la cabrilla
arenera (Zacco barbata) fue determinado un mayor crecimiento con nivel
proteinico dietario del 32% y que el crecimiento se reduce considerablemente

cuando la proteina dietaria se reduce a menos del 30% (Shyong et al., 1998).

Watanabe et al. (2001), evaluaron en juveniles (12.2 g) de pargo criollo (Lutjanus
analis), cuatro dietas isoproteinicas (45%) con variaciones en el contenido de
lipidos (6, 9, 12 y 15%) bajo dos temperaturas controladas (25 y 30°C),
respectivamente. El maximo crecimiento en los peces fue observado en las dietas
con 6y 9% de lipidos a 30°C.

Abdo de la Parra et al. (2010), analizaron el efecto de diferentes niveles de
proteinas y lipidos totales en el crecimiento y supervivencia del pargo Lutjanus
gutattus, al administrar dietas con 40, 45 y 50% de proteina y 9, 12 y 15% de
lipidos. Los resultados indicaron que las dietas de 45 y 50% de proteina fueron las
que obtuvieron mayor incremento de peso y tasa especifica de crecimiento y que
la variacion entre ellas no era significativa; ademas, que la variacion de los niveles
de lipidos no tuvieron significancia. Por lo tanto, se recomienda que en las dietas
de estas especies se incluya un contenido proteinico de al menos 45% y 9% de

lipidos.

Garcia-Ortega et al. (2010), evaluaron siete dietas experimentales sustituidas con

0, 10, 20, 30, 40, 50 y 100% de concentrado proteinico de soya y con diferentes
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niveles de metionina en las dietas del pargo flamenco L. guttatus y determinaron
que el nivel 6ptimo de metionina para lograr el mayor crecimiento, es de 1.16% en
el alimento o 2.6% de metionina con respecto al contenido proteinico y el mayor
crecimiento lo determinaron con un 40% de reemplazo usando concentrado

proteinico de soya.

2.3.Uso de la harina de krill como sustituto de harina de pescado
Schuchardt et al. (2003), evaluaron una inclusion de harina de krill del 25% en la
dieta del bocinegro (Pagrus pagrus), y encontraron que no se observaron
diferencias significativas entre la dieta referencia y la suplementada con harina de
kril, tanto en tasa de crecimiento especifico, como en peso ganado y peso final.
Sin embargo, también advierten que el factor de conversion alimenticia se ve
incrementado conforme los peces llegan a su talla maxima, ya que estos utilizan la

energia no solo para el crecimiento, sino también para la actividad gonadal.

Karlsen et al. (2006), analizaron los efectos del uso del krill antartico en la calidad
de crianza de los bacalaos del antartico al sustituir en sus dietas la harina de
pescado por harina de krill en un porcentaje de 22, 63 y 100%. Los analisis
sensoriales y quimicos mostraron una variacién del pH no significativa, una mayor
resistencia a la ruptura y una mejora de la coloracion del musculo de los

organismos alimentados con la inclusién del 63%.

Yoshitomi et al. (2007), sustituyeron parcial y totalmente (7.7%, 15.4%, 30.8%,
46.2% y 100%) la harina de pescado por harina de krill con bajo contenido en
fluor, en la dieta de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Después de 95 dias
de tratamiento, la ganancia en peso de los organismos alimentados con las
diferentes dietas no mostraron diferencias significativas y la supervivencia mostrd
una mejora con la dieta con la inclusion del 30.8%. El analisis de la composicion
quimica del musculo dorsal muestra una humedad de 75.5-76.0%, proteina cruda
de 20.1-20.9%, grasa cruda de 2.5-2.9% y cenizas de 1.4-2.1%, no mostrando

diferencias significativas con respecto a la dieta control.



Hansen et al. (2011), elaboraron una mezcla experimental a base de harina de krill
y concentrado proteinico de guisantes en una relaciéon de 3.5:1. Estos autores
realizaron inclusiones en la dieta del salmon del Atlantico (Salmo salar) de 0, 158,
327, 487 y 750 g Kg™'. El tratamiento se implemento por 100 dias y se observo un
incremento de la digestibilidad (de 93.2% a 97.1%) en comparacion con la dieta
control de harina de pescado, y la ganancia de peso fue mayor en la dieta con una
inclusion de 487 g Kg™.

2.4.Uso de la harina de soya como fuente proteinica
Silva-Carrillo et al. (2012), evaluaron inclusiones de 0, 20, 40 y 60% de harina de
soya, en sustitucion de la harina de pescado en la dieta del pargo (L. guttatus), los
autores obtuvieron los mejores resultados para crecimiento con la dieta incluida
del 20% de harina de soya, la cual resultd similar que la dieta control. En
contraste, las dietas con mayores inclusiones mostraron un menor rendimiento

debido a la palatabilidad de las dietas.

Freitas et al. (2011), evaluaron el uso de concentrado proteinico de soya en dietas
de juveniles de pargo criollo (Lutjanus analis). Concluyen que el uso del
concentrado proteinico de soya afecta de manera negativa el consumo de
alimento y el crecimiento, por lo que la dieta con mejor respuesta fue aquella que

no contenia concentrado proteinico de soya, solo harina de pescado.

Zhou et al. (2005), sustituyeron parcialmente la harina de pescado por harina de
soya en dietas para juveniles de cobia (Rachycentron canadum) al 10, 20, 30, 40,
50 y 60%. Los resultados mostraron que la inclusién 6ptima era de 18.92% de
harina de soya y que cuando la dieta aumentaba su inclusién a mas de 400g kg™,

la tasa de conversion alimenticia era severamente afectada.



3. JUSTIFICACION ACADEMICA

La rentabilidad de la acuicultura esta ligada a la oferta y demanda de alimentos
con un alto nivel proteinico, ya que estos provocan el desarrollo intensivo o semi-
intensivo del pez. Actualmente el ingrediente mas utilizado en la acuicultura es la
harina de pescado por tener un alto contenido proteinico, sin embargo, las
cantidades que se emplean en las formulas, hacen que el costo de las dietas se
incremente. El crecimiento en la demanda de la harina de pescado, ha provocado
un incremento en el costo de produccion y una disminucion de la utilidad neta del
acuicultor. Esto ha llevado a la investigacion de algunos ingredientes, que
pudieran sustituir total o parcialmente a la harina de pescado en las dietas, con la
finalidad de mejorar la rentabilidad de la acuicultura. El pargo, Lutjanus guttatus es
un pez marino de gran importancia econdmica, tanto en México como en varios
paises de Latinoamérica, que se distribuye a lo largo de la costa del Pacifico del

continente americano (Rojas-Herrera et al. (2004).

La harina de krill del Antartico (E. superba), es una fuente proteinica con un perfil
de aminoacidos similar al de la harina de pescado, sin embargo contiene
componentes que mejoran la palatabilidad del alimento e inducen en consumo.
Dicha mejora, es aprovechada para incorporar mayores cantidades de fuentes

proteinicas de origen vegetal y reducir costos, sin afectar el consumo del alimento.



4. HIPOTESIS

La mezcla de harinas de krill y soya en una relacién 1:2.5, tendra una calidad proteinica
similar a la harina de pescado, por lo que el remplazo con esta mezcla en dietas para
juveniles de pargo (L. guttatus) no afectara los parametros productivos, eficiencia del
alimento, quimica sanguinea, actividad enzimatica, tejido del intestino medio y costo

unitario de alimentacion.
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5. OBJETIVOS

5.1.Objetivo General:

Evaluar la eficiencia nutricional y econdmica de la sustitucion parcial de harina de

pescado por una mezcla de harina de krill (Euphausia superba) y soya (Glycine

max) en la alimentacién del pargo flamenco (Lutjanus guttatus).

5.2.Objetivos Especificos:

Determinar el contenido de proteina, lipidos, humedad, cenizas y contenido
de aminodcidos de las dietas con 0, 21, 45y 71% de remplazo de la harina

de pescado con la mezcla krill:soya.

Evaluar el efecto de la mezcla KS en niveles de inclusion de 0, 21, 45 y
71% respectivamente, sobre la ganancia en peso, factor de conversion
alimenticia, supervivencia, tasa de retencién proteinica y utilizacion
aparente de nitrogeno del pargo (L. guttatus), alimentado durante un

periodo de 12 semanas.

Medir la actividad especifica de tripsina y proteasas alcalinas en ciegos
piloricos e intestinos, para determinar si existe inhibicién enzimatica en los

diferentes tratamientos.

Evaluar el estado de salud del pez mediante un andlisis histolégico y el
analisis de los parametros hematolégicos (% hematocrito, hemoglobina,
proteina plasmatica y triglicéridos) cuando son alimentados con las dietas a

base de HP y remplazos con la mezcla KS.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Analisis proximal
Los analisis de caracterizacién de las dietas y de cuerpos al inicio y final del
experimento, se llevaron a cabo en el laboratorio de bromatologia del CIAD-
Unidad Mazatlan y de Nutricion acuicola del Instituto Tecnolégico de Mazatlan.
Siguiendo las técnicas estandarizadas por la (AOAC, 2011).

6.1.1. Analisis de Proteinas
El analisis de proteina se llevo a cabo por el método Micro-Kjeldahl AOAC 12.1.07
(2011) utilizando un equipo de digestién y destilacion LABCONCO 65000
(LABCONCO CORPORATION, USA).

6.1.2. Analisis de lipidos
El contenido de lipidos fue determinado por el método de grasa cruda de Randall
AOAC 4.5.05 (2011), usando éter de petréleo como solvente en un equipo FOSS
Sox-Tec 2050 (Soxhlet Avanti 2050, Suecia).

6.1.3. Analisis de humedad
El contenido de humedad fue determinado por el método gravimétrico denominado
por la AOAC (2011) como “Pérdida en el secado de alimentos” AOAC 4.1.06 a
105°C por un periodo de 12 horas en un horno CRAFT ESP (CRAFT, China).

6.1.4. Analisis de ceniza
El contenido de ceniza fue determinado con el método de calcinacién a 550°C en
una mufla (Fisher Scientific, Reino Unido) durante 12 horas, siguiendo el método
AOAC 32.1.05.
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6.1.5. Analisis proximal corporal
Para el analisis proximal corporal, se tomé una muestra de 10 peces del lote
original de donde se realizé la siembra y 6 organismos por dieta (2 peces por
tanque) al final del experimento, fueron sacrificados por inmersién térmica y
homogénados en un molino para muestras humedas FOSS Knifetec 1095 (FOSS
Scino Co., China). Las muestras fueron analizadas siguiendo las técnicas oficiales
de la AOAC (2011).

6.2. Perfil de aminoacidos
El perfil de aminoacidos se llevd a cabo siguiendo la técnica desarrollada por
(Vazquez-Ortiz et al., 1995) mediante la deteccion y cuantificacion de aminoacidos
por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC por sus siglas en inglés). Dicho
analisis se llevo a cabo en las cuatro dietas experimentales. Para los analisis de
aminoacidos se empleo el sistema de cromatografia liquida Varian (Palo Alto, CA),
modelo 9012 de alta resolucion, adaptado con un detector Varian 9075 de
fluorescencia, un inyector de capacidad de 10ul de volumen y una columna C18
(4.6 x 100 mm) empacada a 3 pm. La identificacidon y cuantificacion de
aminoacidos en las muestras se realizaron en dos pasos, hidrélisis y

derivatizacion.

6.2.1. Hidrolisis
Aproximadamente 3 gr de muestra se sometieron a la eliminacion de humedad y
grasa por los métodos establecidos por la AOAC, 4.1.06 y 4.5.05 respectivamente.
Posteriormente se pesaron 1mg de muestra por dieta y se colocaron dentro de
tubos para hidrolisis (Pierse 29560) y se les adicionaron 3ml de HCI 6M. Se aplico
vacio durante 3min para posteriormente poner los tubos en un bafio seco a 110°C

durante 12 horas.

Para la eliminacion del HCI 6M y la obtencion de la muestra, este fue evaporado

en un roto vapor a 65°C Brinkmann Buchi RE 121 (BUCHI Labortechink AG,
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Suiza) agregando 3 volumenes de agua destilada por volumen de HCI 6M
adicionado. Posteriormente la muestra se colectdé usando un buffer de citrato de
sodio 0.2N, pH 2.2.

6.2.2. Derivatizacién
Se tomd una alicuota de 100 pl del hidrolizado y se le anadié 40 ul de estandar
interno 2.5 umol ml” (acido a-aminobutirico), este se aforé a 1ml con buffer de
citrato de sodio pH 2.2. Se tomaron 250 pl del diluido y 250 pl de solucion OPA en
una jeringa para cromatografia. La mezcla de estas dos soluciones se dejd
reposar por un tiempo justo de 2 min e inmediatamente después se pasé por un
filtro (0.2 um), por Ultimo se tomaron 10 pl del derivado y se eluyé a 1 ml min™ en
un cromatoégrafo liquido con detector de fluorescencia (VARIAN ProStar |
Alemania), equipado con una columna tipo C-18 a 40°C, usando una mezcla
tampdn de acetato de sodio 0.1 M (pH = 7.2):metanol:tetrahidrofurano 900:90:10
(v:v:iv) como disolvente A y se utilizd metanol como disolvente B. El gradiente fue:
100% de A (0-0.5 min), 85% de A (0.5-6.5 min), 55% de A (6.5-18 min), 20% de A
(18-23 min) y 0% de A (23-30 min). La concentracion de aminoacidos fue
determinado usando el detector de fluorescencia a longitudes de onda de
excitaciéon y emision de 340 y 455nm, respectivamente y un estandar de

aminoacidos de concentracién conocida (Agilent Technologies, Alemania).

6.3.Descripcion del area de bioensayos
El area donde se llevo a cabo el experimento, cuenta con 12 tanques cilindricos de
fibra de vidrio, color negro con fondo blanco de 3 m® de capacidad, cada uno con
un dren central de 12 cm (Figura 10). Cada tanque estaba cubierto con malla
sombra de 0.05 cm de luz de malla esto para evitar la salida de los peces y
entrada de agentes externos. Cada tanque cont6 con sistema de aireacién y flujo

1

de agua continuo (9 L min.”" aproximadamente), con regulacién para los casos

necesarios El agua de mar fue bombeada desde playa Las Brujas y pasada a
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través de filtros de arena y de cartuchos de 16 micrémetros de retencion relativa

(Alvarez-Lajonchére et al., 2007).

6.4. Formulacién de dietas experimentales
En la Tabla 2 se muestra la composicidon proximal de los ingredientes mayoritarios
con los que se formularon las dietas. Se disefid una mezcla compuesta con harina
de krill y harina de soya desgrasada en una relacion de 1:2.5, la cual se utilizo
para hacer las inclusiones en las diferentes dietas experimentales. La relacién
1:2.5 fue establecida tomando como referencia el nivel éptimo de inclusion del
trabajo de Silva-Carrillo et al. (2012).

Tabla 2. Analisis proximal de materias primas (valores promedios + SD expresados en

base seca).

Ingredientes  Materia seca Proteinas Lipidos Cenizas ELN
HP? 89.35+0.13 67.83+0.74 8.80+0.04 12.45+0.10 10.92+0.1
HSP 89.30+0.15 48.20+0.08 2.50+0.03 7.041+0.03 42.26+0.8
HK® 93.52+0.04 56.67+0.04 19.99+0.10 9.62+0.14 13.72+0.5
HCP 90.02+0.02 68.50+0.12 2.61+£0.05 11.60+£0.10 17.29+0.7
GT¢ 93.57+0.16 68.42+0.07 3.30+0.02 1.18+0.10 27.1+0.5

ELN (Extracto libre de nitrégeno) incluyendo fibra.

ELN =100 — (% humedad + % proteina cruda + % lipidos crudos + % ceniza)

HP (harina de pescado), HS (harina de soya), HK (harina de krill), HC (harina de calamar), GT
(gluten de trigo).

a Selecta de Guaymas, S.A. de C.V. Guaymas, Sonora, México.

b Proteinas marinas y Agropecuarias, S.A. of C.V., Guadalajara, Jalisco, México.

¢ PROAQUA, S.A. de C.V. Mazatlan, Sinaloa, México.

d Sigma-Aldrich Chemical, S.A. de C.V. Toluca, México State, México.

En la Tabla 3 se muestra la formulacion de cuatro dietas experimentales iso
proteinicas e iso lipidicas a 45% y 9%, respectivamente. Una dieta control (KS00)
a base de harina de pescado y tres dietas experimentales con remplazo de la HP
con la mezcla krill:soya (HKS) al 21, 45y 71% (KS21, KS45 y KS71)
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Tabla 3. Composicion y analisis proximal de las dietas experimentales para juveniles de
pargo flamenco, con inclusiones de 0, 21, 45y 71% de la mezcla krill-soya.

Dietas

INGREDIENTE (%)

KS00 KS21 KS45 KS71
Harina de pescado 58.4 48.90 38.70 27.00
Harina de soya 0 9.00 18.75 30.00
Harina de krill 0 3.60 7.50 12.00
Harina de calamar 6.00 6.00 6.00 6.00
Gluten de trigo 2.00 2.00 2.00 2.00
Aceite de higado de bacalao 3.20 3.27 3.34 3.41
Dextrina 25.25 22.08 18.56 14.44
Pre-mezcla de vitaminas 0.20 0.20 0.20 0.20
Pre-mezcla de minerales 0.08 0.08 0.08 0.08
Vitamina C 0.10 0.10 0.10 0.10
Carotenoides® 0.08 0.08 0.08 0.08
Antioxidante 0.05 0.05 0.05 0.05
Alginato 3.00 3.00 3.00 3.00
Lecitina de soya 1.50 1.50 1.50 1.50
Antifungico 0.15 0.15 0.15 0.15
Composicion (% en base seca)
Proteinas 44 .90+0.39 45.33+0.51 45.23+0.07 45.12+0.36
Lipidos 8.88+0.08 9.21+0.03 9.19+0.08 9.23+0.04
Ceniza 8.60+0.11 8.91+0.12 9.26x0.05 9.75+0.11
ELN 37.5840.13 36.52+0.08 36.28+0.06 35.91+0.03
Energia bruta (KJ g7) 20.48 20.51 20.46 20.38

ELN (Extracto libre de nitrégeno) incluyendo fibra.

ELN =100 — (% humedad + % proteina cruda + % lipidos crudos + % ceniza)
a Pre-mezcla de vitaminas: Vitamina A, 2400 IU o mg g'1; Vitamina D3, 2250 IU; Vitamina E, 160 g;
Vitamina K3, 8.00 g; Vitamina B1, 20.00 g; Vitamina B2, 40.00 g; Acido Pantoténico, 60.00 g; Acido
Nicotinico, 160.00 g; Vitamina B6, 16.00 g; Acido Fdlico, 4.00 g; Vitamina B12, 80 mg; Biotina, 500

mg; Vitamina C, .2 g; Colina (como Cloruro).

b Pre-mezcla mineral: Manganeso, 100 g; Zinc, 160 g; Hierro, 200 g; Cobre, 20 g; Yodo, 5 g;

Selenio, 0.40 mg; Cobalto 0.60 mg.

¢ DSM Nutritional Products Mexico S.A. de C.V., El Salto, Jalisco, Mexico.
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La Tabla 4 muestra la composicion de las dietas en gramos de aminoacidos por
cada 100 g de materia seca, no mostrando diferencias significativas (P(10.05) en

el contenido de metionina vy lisina.

Tabla 4. Composicion de aminoacidos de las dietas experimentales.

Composicion de Dietas

aminoacidos KS00 KS21 KS45 KS71
Aminoacidos (AA g 100g™" dieta seca)

Arginina 4.79+0.44 5.531£0.06 4.66+0.37 4.86+1.76
Histidina 1.31+£0.10 1.59+0.14 1.56+0.15 1.47+0.37
Isoleucina 1.2320.21 1.85+0.06 1.5320.06 1.12+0.15
Leucina 3.32+0.06 4.35+0.41 4.21+0.36 3.8310.42
Lisina 83.68+0.60 3.98+0.27 °24.32+0.23 “4.58+0.19
Metionina #1.56+0.22 ?1.57+0.02 ?21.54+0.06 91.52+0.27
Fenilalanina 2.2240.08 2.46x0.24 2.2240.05 2.26+0.37
Taurina 0.171£0.01 0.17+£0.01 0.18+0.00 0.17+0.24
Treonina 1.57+0.24 2.44%0.25 2.59+0.15 2.04+0.39
Valina 1.3520.20 2.46x0.02 2.48%0.09 3.7610.36

Los valores (la media £ SD, n=3) con superindice distinto muestran existencia de diferencias
significativas entre tratamiento P<0.05 (Prueba de Tukey)
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6.5.Elaboracion de dietas experimentales

FORMULACION DE DIETAS

ALMACENAMIENTO

INGREDIENTES
MAYORITARIOS
(HP, HK, HS)

REDUCCION DE
TAMARNO A 250pm

INGREDIENTES
MINORITARIOS

MEZCLADO DE
INGREDIENTES
MAYORITARIOS

MEZCLADO DE
INGREDIENTES
MINORITARIOS

HUMEDOS

PESADO

MEZCLADO DE
INGREDIENTES
“HUMEDOS"”

MEZCLADO DE
TODOSLOS
INGREDIENTES

MEZCLADO DE
INGREDIENTES
“SECOS”

Figura 3 Protocolo de produccién de dietas experimentales en la planta de alimentos del
CIAD, Unidad Mazatlan. (Hernandez et al., 2010)

REDUCCION DE
TAMANO A 3mm
DE LONGITUD

EXTRUSION
8=1.5mm
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Las dietas fueron elaboradas en la planta de alimentos del CIAD-Unidad Mazatlan,
siguiendo el procedimiento propuesto por Hernandez et al. (2010). Se molieron los
ingredientes mayoritarios (harinas de pescado, soya, krill, calamar y gluten de
trigo) en un molino de martilo CHAMPION (CALIFORNIA PELLET MILL CO.,
EUA) y tamizados a un diametro de particula de 250um. Posteriormente, los
ingredientes fueron pesados en una bascula digital Scout Pro SP2001 (OHAUS,
Suiza) con una precision de 0.001g.

Una vez pesados todos los ingredientes, estos fueron homogenizados en una
mezcladora marca Hobart AT-200 (HOBART, USA) de 5kg de capacidad, en el
siguiente orden: primero se agregaron los ingredientes mayoritarios (excepto
dextrina), y se homogenizaron por 5 minutos, después se agrego la dextrina y de
nuevo se mezclé por 10 minutos, se incorporé agua para humedecer la mezcla y
evitar que la dextrina quedara pegada en las paredes de la mezcladora.
Posteriormente se incorporaron los ingredientes minoritarios (excepto aceite y
lecitina) y se mezclé de nuevo por 10 minutos. Por ultimo, se incorporaron los
ingredientes liquidos, aceite de higado de bacalao y lecitina de soya. Por ultimo,
se incorpor6 agua a 60°C suficiente para lograr una pasta homogénea y se dejo

mezclar por otros 10 min.

Después las dietas fueron extruidas en un molino marca Torrey modelo 22 (TOR-
REY, México) equipado con un dado de 3/32" (3mm). Las dietas extruidas fueron
depositadas en un charolas tipo bastidor y deshidratadas por conveccion forzada
a una temperatura de 37-39°C por un periodo de 12-18 horas.

Las dietas deshidratadas fueron sometidas a una reduccion de tamano manual,
para lograr pellets con la longitud adecuada para su ingesta a 3mm de largo
(Figura 4). Por ultimo las dietas fueron almacenadas en el cuarto frio de la planta

de alimentos del CIAD-Unidad Mazatlan a una temperatura de 3°C.
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Figura 4 Dietas experimentales (A) KS00, (B) KS21, (C) KS45 y (D) KS71

6.6.0rigen de los organismos
Los juveniles de pargo flamenco (L. guttatus) para el experimento, fueron
producidos en la planta piloto de peces marinos del CIAD, siguiendo los protocolos

ya establecidos para el desove y cultivo larvario (Abdo de la Parra et al., 2010).

6.7.Diseno experimental
6.7.1. Area de bioensayo
En la Figura 4 se muestra el area de bioensayo donde se llevd a cabo el
experimento, la cual cuenta con 12 tanques cilindricos de fibra de vidrio, color

negro con fondo blanco de 3 m?® de capacidad y 2 m?® de volumen util, cada uno
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con un dren central de 12 cm (Figura 5). Cada tanque estaba cubierto con malla
sombra de 0.05 cm de luz de malla esto para evitar la salida de los peces y
entrada de agentes externos. Cada tanque cont6 con sistema de aireacién y flujo

de agua continuo (9 L min.”

aproximadamente), con regulacion para los casos
necesarios El agua de mar fue bombeada desde playa Las Brujas y pasada a
través de filtros de arena y de cartuchos de 16 micrdmetros de retencion relativa

(Alvarez-Lajonchere et al., 2007).

Figura 5 Area de bioensayos

6.7.2. Diseiio de implementacion de dietas
En cada tanque se colocaron 40 juveniles de pargo flamenco, con un peso
promedio inicial de 33.75 £ 1.66 g. Fue necesario un periodo de aclimatacién
debido a que los peces fueron criados en cautiverio con una dieta diferente a las
experimentales, aunque no se presentaron condiciones experimentales distintas a

las ya prevalecientes durante la fase larval.

Se consideré como dia 1 del bioensayo, al tercer dia de alimentacion con la dieta
correspondiente a cada tanque; ya que debe asegurarse que los peces en su

totalidad acepten sin problema el alimento. Cada tratamiento se evalué por
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triplicado durante 12 semanas. La distribucion de los tratamientos se realizé al
azar, mediante sorteo sin reemplazo y los tanques se marcaron para su

identificacion.

6.7.3. Alimentacion
El dosificacién del alimento a cada tanque fue de forma manual tres veces al dia
(8:00, 12:00 y 18:00 horas), hasta saciedad aparente de los organismos.
Diariamente se limpié el fondo de los tanques para colectar posibles restos de
alimento y eliminar desechos organicos de los peces. Asi mismo, se registré el
consumo diario de alimento de cada tanque. Durante los dias en que realizaron
biometrias solo se ofrecié la alimentacion de las 18:00 horas, ya que el consumo

se ve reducido por el estrés provocado por la manipulacion.

6.7.4. Parametros ambientales
Se realizd un monitoreo diario de los parametros ambientales (temperatura,
salinidad y oxigeno disuelto), durante las 12 semanas del experimento. Y los
resultados fueron: temperatura 30.82 £ 0.51°C, salinidad 33.75 + 0.78%o. y oxigeno
disuelto 6.46 + 0.55 mg L-".

6.8.Evaluacion biolégica
La evaluacién bioldgica se llevo a cabo cada 14 dias, para conocer el crecimiento
en peso y calcular la supervivencia. En cada biometria los organismos fueron
extraidos de los tanques con red y llevados a un contenedor para ser sedados con
esencia de clavo como anestésico diluido al 50% con alcohol etilico de 96°, en una
dosis de 0.05mlI L™ de agua de mar. Los peces sedados fueron extraidos con red y
secados sobre toallas para eliminar el exceso de humedad, evitando resecar la
cabeza y sobre todo los ojos. Se determind el peso de cada organismo en una

balanza analitica con precision de + 0.1 g y la longitud total con un ictiometro
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convencional. Los indices biolégicos nutricionales calculados al término del
estudio fueron (Kader et al., 2010):

Peso ganado:
PG=Peso promedio final (g)-Peso promedio inicial (g)
Tasa de crecimiento:

Peso ganado (g)

- Peso inicial promedio (g) x100

Tasa especifica de crecimiento:

TEC= In Peso final (g)-In Peso inicial (g) %100
- Numero de dias (dia)

Supervivencia:

Numero de organismos final
= X
Numero de organismos inicial

Tasa de conversion alimenticia:

Alimento consumido (g)
TCA=
Peso ganado (g)

indice de eficiencia proteinica:

_Incremento en peso (g)
" Proteina consumida (g)

PER

Utilizacién aparente del nitrégeno:

Proteina corporal final (g)-Proteina corporal inicial(g)
UAN= - . x100
Proteina consumida (g)
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6.9.indices biolégicos corporales
Al final del experimento se tomd una muestra de 6 organismos por dieta (2 por
tanque). Los cuales fueron sacrificados por inmersion térmica. Se midio la longitud
total, fueron pesados y eviscerados para obtener el peso del paquete visceral,
higado y grasa visceral. Los indices biolégicos se obtuvieron siguiendo las

siguientes ecuaciones:

Factor de condicion, el cual es una relacion entre el peso y la longitud de los
organismos, ofreciendo informacion indirecta sobre el crecimiento.
Peso total del cuerpo (g)

CF= 100
[Longitud total del cuerpo (cm)]3 )

El indice viscerosomatico, relaciona el peso del paquete visceral con el peso del

organismo.

Peso de visceras (g)

VSI= Peso total del cuerpo (g)

x100

El indice hepatosomatico es una relacion entre el peso del higado y el peso del
organismo, ofreciendo informacion sobre el sub o sobre desarrollo del higado,

indicativo de una posible patologia.

_ Peso de higado (g)
" Peso total del cuerpo (g)

HSI

La relacion de grasa intraperitoneal, relaciona la cantidad de grasa que el
organismo tiene en la cavidad ventral, con el peso total del organismo, estimando

el grado de acumulacion grasa.

_Peso humedo de grasa (g)

IPF= Peso total del cuerpo (g) 100
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6.10. Indicadores hematolégicos
Se tom6 una muestra de 10 organismos del lote de donde se efectud la siembra y
6 organismos por dieta al final del tratamiento para la extraccion sanguinea. Para
ello los organismos no fueron alimentados durante 24 horas previas y las
extracciones se llevaron a cabo usando jeringas para insulina de 1 ml con una
puncién directa en la vena caudal (Figura 6), cuando los peces estaban
anestesiados con extracto de clavo como anestésico diluido al 50% con alcohol

etilico de 96°, en una dosis de 0.05ml L' de agua de mar.

Figura 6 Extraccion sanguinea de la vena caudal del pez

Posteriormente la sangre se distribuyé inequitativamente en tubos eppendorf de
1ml (2/3 del volumen extraido) y en tubos microtainer con heparina como

anticoagulante (1/3 del volumen extraido).

Los tubos eppendeorf fueron centrifugados a 7000 rpm por 10 min y el
sobrenadante (suero) fue colocado en un segundo tubo eppendorf y congelado a -

20°C para los analisis de triglicéridos y proteina.
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6.10.1. Hematocrito
Se cuantificd empleando la técnica descrita por Del Rio-Zaragoza et al. (2008). En
un tubo capilar heparinizado se tom6 una muestra hasta llenar 2/3 de la longitud
total del tubo, uno de los extremo fue sellado con una mezcla de pegamento y
bicarbonato de sodio, se colocaron en una centrifuga para micro-hematocrito P600
(SOL-BAT, México) con el extremo cerrado hacia la parte externa del circulo de
centrifugacion. Fueron centrifugados por 10 min y se determiné el porcentaje del
paquete celular con respecto al volumen total de sangre usando un lector para

micro-hematocrito (Mytutoyo, México).

6.10.2. Proteina plasmatica
La proteina plasmatica se midié en suero utilizando el kit de Biuret (Biosystems,
Espana). Para ello se colocd 20 ul de suero con 1 ml de reactivo en una celda de
plastico, se dejo reposar por 10 min a temperatura ambiente y se midi6 a una
longitud de onda de 545 nm, utilizando agua destilada como blanco y una solucién

de concentracion conocida como patron de referencia.

Calculos:
AMP:T:? x CPatrc')n = CMuestra
Donde;
Amuestra = Absorbancia de muestra Cpratron = Concentracion del patrén
Apatron = Absorbancia del patron Cwmuestra = Concentracion de muestra
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6.10.3. Triglicéridos
Los triglicéridos son hidrolizados por una lipasa especifica liberando acidos grasos
y glicerol. El procedimiento se llevd a cabo siguiendo las indicaciones del kit
(Grupo Mexlab, México). El cual consistié en hacer reaccionar 1 ml de reactivo con
0.01 ml de suero y se dejé reposar a temperatura ambiente por 10 min,
posteriormente se leyo por espectrofotometria a una longitud de onda de 545 nm,
usando reactivo como blanco. Se prepard un estandar para la cuantificacién de

triglicéridos con una solucién de concentracién conocida.

Absorbancia de la muestra y
Absorbancia del estandar

Triglicéridos (mg dI”') =

6.10.4. Hemoglobina
La hemoglobina se determiné mediante un kit colorimétrico (Randox Laboratories
LTD, Reino Unido), para ello se tomaron 10 pl de sangre heparinizada de los tubos
microtainer almacenados a -20°C y se hicieron reaccionar con 2.5 ml de reactivo,
se dejo reposar por un periodo de 3 min a temperatura ambiente y se midio la

absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. Se midi6 contra agua destilada.
Célculos;

Concentracion de hemoglobina=Absyestra*36.77(g/dl)

6.11. Actividad enzimatica
El analisis de actividad enzimatica, se llevo a cabo en el laboratorio central de la
unidad multidisciplinaria de docencia e investigacion (UMDI), de la Facultad de
Ciencias Campus Sisal, de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM),

en Sisal, Yucatan, México.
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6.11.1. Extractos enzimaticos
Se tomaron 6 organismos por tratamiento los cuales se dejaron de alimentar 24
horas previas a la extraccion. Fueron sacrificados por inmersion en agua-hielo.
Los 24 organismos fueron disecados y se obtuvo de ellos los ciegos piloricos y el
intestino completo, los cuales fueron pesados y congelados en hielo seco, para su
posterior secado por liofilizacion (LABCONCO FreeZone1, EUA).

Posteriormente fueron pulverizados con nitrégeno liquido y homogenizados con un
Ultra-turrax T18 Basic (IKA Works.EUA), usando un buffer 50 mM de Tris-HCIl y 20
mM de CaClI2 a pH 7.5, en una relacién de 1:10 v w-" con respecto al peso del
organo. El homogénado fue centrifugado a 12000 rpm por 30 min a una
temperatura de 4°C en una microcentrifuga IEC Centra-MP4R. El sobrenadante
fue colectado en alicuotas de 1 ml y congelado con nitrégeno liquido,

posteriormente fue almacenado a -40°C hasta su analisis.

6.11.2. Determinacion de proteina soluble
La determinacion de la proteina soluble se llevd a cabo siguiendo la técnica de
analisis de Bradford (Bradford, 1976). A 5 ul de solucién problema se adicion6 1 ml
de reactivo de Bradford y se agité con ayuda de un Vortex Genie 2 (Scientific
Industries, Inc., USA). Se midi6 la densidad Ooptica a 595 nm en un
espectrofotometro uv/visible entre los 15 y 60 minutos del comienzo de la reaccion
colorimétrica. Se elabord una recta patron con una solucién estandar de albumina
bovina (1 mg ml™"). Los extractos tuvieron que ser diluidos a 500x con la finalidad
de que las lecturas de absorbancia fueran similares a las de la curva patron y con

ello lograr la determinacion de concentracion de proteina.

7.12.2 Calculo de actividades especificas

Las actividades especificas de tripsina y proteasas alcalinas, fueron determinadas

usando las siguientes ecuaciones:
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Aabs x Vol finalgeaccion(MI)
CEM x tiempo(min) x Vol extracto(ml)

Unidades/ml=

Unidades/ml
mg proteina soluble/ml

Unidades/mg proteina soluble =

Donde;

Aabs = Abs problema — Abs blanco CEM = Coeficiente de extincion molar

6.11.3. Proteasa alcalina

Se determind por el método de (Kunitz, 1946), modificado por (Walter, 1984)
usando caseina al 0.5% como sustrato en una solucién tampoén 50 mM Tris-HCI,
10 mM CaCl; a un pH 9. Se afadi6 20 ul de extracto enzimatico a 1 ml de sustrato
de caseina al 0.5%, se incubé a 37°C y la reaccion se detuvo con acido
tricloroacético (TCA al 20%). Se dejo reposar la reaccién por un periodo de 15 min
a 4°C y posteriormente se centrifugo a 12000 rpm durante 5 min. En el
sobrenadante se midié la cantidad de tirosina liberada por espectrofotometria a
una absorbancia de 280 nm en celdas de cuarzo. Una unidad de actividad se
defini6 como la cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 pg de tirosina
por minuto. El CEM de la tirosina fue de 5000 cm™ M.

6.11.4. Tripsina

Se utilizé el método de (Erlanger et al., 1961). Se prepard una solucion 100 mM de
BAPNA (Na-Benzoil-DL-Arginina-P-NitroAnilida) en 1 ml de dimetilsulféxido
(DMSO) y se llevo a 100 ml usando tampon 50 mM de Tris-HCl y 10 mM CaCl;, a
pH 8.2. Para iniciar la reaccién se mezcl6é 1.25 ml de sustrato (a 37 °C) con 20 pl
del extracto enzimatico. Después de 30 min de incubacion, la reaccion se detuvo
adicionando 250 pul de acido acético al 30%. A continuacién, se midi6é la
absorbancia a 410 nm utilizando un blanco como control. La unidad de actividad
se definié de acuerdo con (Dimes et al., 1994). Una unidad de actividad es 1 umol
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de p-nitroanilida liberada por minuto usando como coeficiente de extincion molar
8800 cm ' M.

6.12. Analisis histolégico
El analisis histoldgico se llevd a cabo en el laboratorio de histopatologia del Centro
de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, Unidad Mazatlan (CIAD, A.C.), en

Mazatlan, Sinaloa, México.

Se tomd una muestra de 6 organismos al azar de cada tratamiento al finalizar el
experimento. Se realizé una diseccion completa de cada organismo para extraer y
fijar los intestinos de manera individual con formol al 10% (Kamonporn et al.,
1999). Después de haber sido fijados, los intestinos fueron colocados en moldes
Tissue-Tek unicassette #4170. Posteriormente fueron sumergidos en soluciones
alcohdlicas a diferentes concentraciones (70, 80 y 96%) con la finalidad de
deshidratar los 6rganos, después fueron aclarados en xilol, el cual funciona como

un medio de difusidon que permite la entrada de parafina al 6rgano.

Posteriormente los 6rganos fueron embebidos en parafina (Histoembebedor Leica-
Jung, EUA). Los bloques que pertenecian a los tejidos duros fueron
descalcificados. Se realizaron cortes transversales a 5 ym de profundidad en un
microtomo rotatorio (Jung Histocut Leica #820), los cortes obtenidos se tifieron con
la técnica de hematoxilina y eosina y se montaron con balsamo de Canada para
su estudio histopatologico(Drury y Wallington, 1980, Luna, 1968). Por ultimo, se
midié la anchura de la lamina propia de 25 vellosidades de intestino medio por
organismo, para determinar la existencia o ausencia de enteritis en estas. Las
imagenes de intestino fueron obtenidas usando un microscopio OLYMPUS (CH-30
RF100, Japdn) equipado con una camara MicroPublisher 3.3 (Olmaging, Canada)
y el software QCapture Pro v6.0.0.605 (Media Cybernetics Inc. and QImaging
Inc.). Las mediciones se realizaron usando el software Image Tool v3.00
(UTHSCSA, USA).
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6.13. Analisis estadisticos
Los valores presentados en porcentajes fueron transformados al arco-seno de la
raiz cuadrada de la proporcion correspondiente, para cumplir con el supuesto de
normalidad, debido a que este tipo de valores tienden una distribucién no normal.
Para cada parametro se realizaron pruebas de normalidad y homocedasticidad
con la prueba de Levene. Los datos de evaluaciéon biolégica (PG, TC, TCE, S,
TCA, PER y UAN), indicadores biolégicos corporales (CF, HSI, VSI y IPF), bio
indicadores hematoldgicos (hematocrito, proteina, hemoglobina y triglicéridos),
analisis enzimatico (actividad especifica de tripsina y proteasas alcalinas),
presentaron una distribucion normal y fueron homocedasticos. Se aplicé un
analisis de varianza de una via (ANOVA), con el paquete estadistico Statistica 7
(StatSoft, Inc. USA), usando el numero de dietas como variables independientes.
La prueba a posteriori de Tukey se realiz6 para determinar los efectos entre las
dietas con intervalo de confianza del 95%. Los datos de espesor de lamina propia
del analisis histolégico, no fueron homocedasticos y se aplicé la prueba no

paramétrica Kruskal-Wallis con un intervalo de confianza del 95% (Zar, 1996).

Los datos de crecimiento y nivel de reemplazo fueron comparados en una funcién
polinomial de segundo orden o cuadratica para un disefio experimental
“dosis:respuesta” (Quinn y Keough, 2002), con la cual se analizo la relacion entre
la tasa de crecimiento del pargo (L. guttatus), como respuesta al nivel de
reemplazo de la harina de pescado por la mezcla krill-soya. El coeficiente de
correlacién se determiné por un sistema matricial de eliminacién Gaussiana, hasta
lograr una matriz diagonal y el valor de x se determiné calculando el Ymax de una

parabola negativa.

6.14. Analisis econdmico
La evaluacion econdmica de los resultados de este estudio sera realizada
mediante el uso del modelo propuesto por (Clifford, 1992), el cual consiste en

calcular el costo unitario de alimentacién (CUA) o costo de alimento necesario
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para producir una unidad de peso. El costo de las dietas se determinara
considerando solo el costo de la inclusion de cada ingrediente experimental y la
harina de pescado en cada formulacion, ya que el resto de los ingredientes se

adicionan en la misma cantidad.

CUA=(Precio del kg de alimento)x(FCA)
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7. RESULTADOS

7.1. Analisis proximal corporal
Los resultados del analisis corporal al inicio del experimento en base humeda
fueron: 66.54% de humedad, 18.16% de proteina, 7.59% de lipidos, 5.33% de
ceniza y 2.39% de extracto libre de nitrogeno. Los valores son el promedio de 3
replicaszSD. Los resultados porcentuales en base humeda del proximal corporal al
terminar el experimento, también son el promedio de 3 replicastSD y son
presentados en la tabla 5.

Tabla 5. Composicidon proximal corporal en base humeda (valores promedios + SD
expresados en base humeda).

Composicion Dietas

proximal (%) KS00 KS21 KS45 KS71
Humedad 64.23+0.35° 62.74+0.36° 61.50+0.20° 64.85+0.23°
Lipidos 12.8310.08° 14.63+0.09° 14.64+0.29° 12.64+0.05°
Cenizas 4.83+0.08° 4.55+0.13° 4.74+0.11° 4.79+0.17°
Proteina 17.10+0.09° 16.80+0.17° 18.11+0.22°  16.88+0.21°
ELN 1.00+0.35° 1.16+0.11° 1.02+0.25° 0.65+0.16°

ELN (Extracto libre de nitrégeno) incluyendo fibra.
ELN =100 — (% humedad + % proteina cruda + % lipidos crudos + % ceniza)
Superindice distinto denota diferencia significativa entre dietas P(10.05 (Prueba de Tukey).

7.2.Evaluacion biolégica

En la Tabla 6 se muestran los parametros de crecimiento, asi como la eficiencia

alimentaria después de 12 semanas de experimentacion.
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Tabla 6. Parametros de crecimiento y eficiencia del alimento de pargo flamenco en 12

semanas de experimentacion.

) Dietas
Parametros KS00 KS21 KS45 KS71
Pl (9) 33.75°+0.85 33.75%+0.12 33.75°+1.13  33.75%#0.72
PF (9) 109.83%°+0.65 116.37*°+2.23  119.41°t0.37  105.92°+7.02
PG (9) 76.08%°+7.72  82.62%°+2.23 85.66°+0.37  72.17°%7.02
CAl (g pez") 110.24%°+7.72  123.41°45.74 117.14*°+530  99.77°+3.22
TC (%) 22541%°+1.93  244.80™+6.62  253.81°¢1.10 213.84°+2.81
TCA 1.45%£0.09 1.40°£0.02 1.37°£0.06 1.44°£0.04
TEC (% dia™) 1.40%£0.01 1.47°°+0.02 1.50°+0.00 1.36°+0.08
Supervivencia 1002£0.00 1002£0.00 100°£0.00  98.33%+2.89
PER 1.70°£0.11 1.72°£0.02 1.77°+0.07 1.69%+£0.04
UAN 28.26°+0.76 27.97°+0.42 31.18°£0.64  27.94°+0.25

Los valores (la media £ SD, n=3) con superindice distinto muestran existencia de diferencias
significativas entre tratamiento P<0.05 (Prueba de Tukey). Pl= Peso inicial promedio; PF = Peso
final promedio; PG = Peso ganado (incremento en peso); CAl = Consumo de Alimento Individual;
TC = Tasa de Crecimiento; TCA = Tasa de Conversién Alimenticia; TEC = Tasa Especifica de
Crecimiento; S = Supervivencia; PER = indice de eficiencia proteinica; UAN = Utilizacién aparente
del nitrégeno.

7.2.1. Peso final
El peso promedio individual de los organismos al final del experimento,
alimentados con la dieta KS45, fue significativamente mayor que el mostrado por
los peces correspondientes a las dietas KS00 y KS71. Sin embargo el peso
promedio final de los peces alimentados con esta dieta, no fue diferente de los

organismos alimentados con la dieta KS21.

7.2.2. Peso ganado
En la Figura 7 se observa el comportamiento del crecimiento durante las 12
semanas de experimentacion. El crecimiento a las 8 semanas (56 dias), de los
peces alimentados con la dieta KS45 es diferente de los que fueron alimentados
34



con las dietas KS00 y KS71. Sin embargo no fue diferente del crecimiento de los
organismos alimentados con la dieta KS21, esta tendencia de crecimiento se

mantuvo hasta el final del experimento.
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Figura 7 Incremento en peso del pargo flamenco, alimentados con las dietas
experimentales por 12 semanas. Los datos son la media de una n=120+SD.

La dieta KS45 mostr6 una mayor ganancia en peso al término del experimento
(85.669), sin embargo esta no fue diferentes con la dieta control KS00 (76.08g) y
la dieta KS21 (82.62g). Por otra parte, si resultd significativamente superior a la

dieta KS71 (Figura 7).

7.2.3. Tasa de crecimiento
En la Figura 8 se muestra que el valor mas alto de crecimiento expresado en
porcentaje, se presentd con la dieta KS45, el cual fue diferente de la dieta KS71;

las dietas control KS00 y KS21 no resultaron diferentes de las dietas anteriores.
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Figura 8 Tasa de crecimiento del pargo flamenco, alimentados con las dietas
experimentales por 12 semanas. Los datos son la media de una n=3+SD.
Superindice distinto denota diferencia significativa entre dietas (P(10.05).

7.2.4. Tasa especifica de crecimiento
Al igual que la tasa de crecimiento, la tasa especifica de crecimiento se presento
en los organismos alimentados con la dieta KS45, resultado no diferente al
presentado por los organismos que fueron alimentados con las dietas control
KS00 y KS21. Sin embargo, fue superior al crecimiento diario de los peces
alimentados con la dieta KS71.

7.2.5. Nivel 6ptimo de inclusion
La Figura 9 muestra la funcién polinomial de segundo orden que relaciona el nivel
de remplazo con la tasa de crecimiento. El 96.19% de variabilidad es explicada por
el modelo (Y = -.0261x* + 1.757x + 223.76). El analisis cuadratico revela que el
nivel de remplazo que logra el mayor crecimiento, es de 33.65%.
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Figura 9 Analisis de regresion polinomial de segundo orden, relacionando el nivel de
inclusién de la mezcla krill-soya con el peso ganado.

7.2.6. Consumo de alimento individual
El tratamiento que mostré un mayor consumo de alimento individual, fue el
correspondiente a la dieta KS21, el cual no fue significativamente diferente al
mostrado por los organismos alimentados con las dietas control KS00 y KS45. Sin
embargo, si fue diferente de la dieta KS71, la cual tiene el nivel mas alto de
inclusion de la mezcla krill:soya. Por otro lado, la dieta KS71, no mostré
diferencias con respecto de las dietas KS00 y KS45 (Figura 10).
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Figura 10 Consumo de alimento individual del pargo flamenco, alimentados con las dietas
experimentales por 12 semanas. Los datos son la media de una n=3+SD.
Superindice distinto denota diferencia significativa entre dietas (P10.05).

7.2.7. Tasa de conversion alimenticia
La tasa de conversion alimenticia resulté ser muy similar en las cuatro dietas y no
mostraron diferencias significativas entre ellas. La mayor conversion de alimento
se determind en los organismos alimentados con la dieta KS45, mientras que
aquellos que mostraron una menor conversidon y mas alta TCA, fueron los

organismos alimentados con la dieta control KS00.

7.2.8. Supervivencia
La supervivencia no fue afectada por las dietas, ya que mostraron una
supervivencia superior al 98.33%. No se determin6 efecto un efecto negativo, ya

que no se presentaron diferencias.
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7.2.9. indice de eficiencia proteinica

El indice de eficiencia proteinica no resultd estadisticamente diferente en las

cuatro dietas. La relacion entre la masa corporal de los organismos y la proteina

dietaria suministrada fue mas baja en la dieta KS71, mientras que la dieta KS45

fue la que mostrd una mayor eficiencia proteica.

7.2.10.

Utilizaciéon aparente de nitrégeno

En la Figura 11 se observa que los organismos que mostraron una mayor

utilizacidén aparente de nitrégeno, fueron aquellos alimentados con la dieta KS45 y

fue diferente de los organismos alimentados con las dietas control KS00, KS21 y

KS71, los cuales no fueron diferentes entre tratamientos.
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Figura 11 Utilizacion aparente de nitrdgeno en pargos alimentados con las dietas
experimentales por 12 semanas. Los datos son la media de una n=3+SD.

Superindice distinto denota diferencia significativa entre dietas (P10.05).
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7.3.indices biolégicos corporales
En la Tabla 7 se muestran los resultados de los indices bioldgicos, factor de
condicion, indice hepatosomatico, indice viscerosomatico y relacion de grasa
intraperitoneal, de las dietas experimentales KS21, KS45 y KS71 no mostraron

diferencias significativas, al compararlas con la dieta control KS0O0.

Tabla 7. indices biolégicos del pargo flamenco alimentado con las dietas experimentales
por 12 semanas.

indice Dietas
bioldgico KS00 KS21 KS45 KS71
CF 1.72+0.13% 1.54+0.08% 1.77+0.23° 1.60+0.13?
HSI 1.55£0.55° 1.51%0.29°  1.95+0.51° 1.55+0.47°
VSI 11.34+2.76% 8.18+1.47% 10.72+1.38° 8.14+0.86°
IPF 6.47+1.36° 5.74+1.45° 6.91+1.34* 4.72+0.99

CF (factor de condicion), HSI (indice hepatosomatico), VSI (indice viscerosomatico), IPF (relacion

de grasa intraperitoneal).
MediatzSD. N=6. Superindice igual, no presenta diferencia significativa entre dietas (P(10.05).

7.3.1. Factor de condicién
El factor de condicién que mide la relacion de peso contra longitud del organismo,
resulto mas bajo para la dieta KS21, y el mas alto se registrd para la dieta KS45.
Sin embargo, estos resultados no fueron significativamente diferentes, de la dieta

control KS0O0 y la dieta KS71.
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7.3.2. indice hepatosomatico
La relacion del peso del higado contra el peso del cuerpo, no resultd
estadisticamente diferente entre las cuatro dietas, sin embargo la dieta en la que
el higado presenté un mayor proporcion, es la dieta KS45. Las dietas KS00, KS21

y KS71, presentaron valores muy cercanos entre ellas.

7.3.3. indice viscerosomatico
El paquete visceral con respecto al peso total del cuerpo, fue mayor en la dieta
control KS00, mientras que esta relacion fue menor en la dieta KS71. Sin
embargo, el indice viscerosomatico no fue diferente entre los organismos

alimentados con las cuatro dietas.

7.3.4. Relacion de grasa intraperitoneal
Los organismos que mostraron una menor proporcion entre grasa visceral y peso
corporal, fueron los organismos alimentados con la dieta KS71, sin embargo esta
relacion no fue diferente de la que mostraron los organismos alimentados con la
dieta control KS00, KS21 y la dieta KS45.

7.4.Bioindicadores hematolégicos
La quimica sanguinea inicial arrojé6 un porcentaje de hematocrito del 57.3314.2%,
concentraciones de proteina 51.56+11.2g I de hemoglobina 16.26+1.9g dl”’ y de
triglicéridos 311.54+56.2mg dI"". Sin embargo, estos indicadores sanguineos no
fueron diferentes entre los tratamientos al final del experimento (Tabla 8).
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Tabla 8. Bioindicadores hematolégicos del pargo flamenco al inicio del experimento
(Inicio) y después de 12 semanas alimentados con las dietas experimentales.

Parametro Dietas
hematoldgico KS00 KS21 KS45 KS71
Hematocrito (%) 53.00£2.58°  59.83+8.45°  60.50+5.97°  52.33+7.31°
Proteina (g I'") 60.68+1.69° 58.74+10.06° 56.66+6.95  62.27+3.25°

Hemoglobina (g dI")  14.22+2.63°  12.40£1.49°  13.21+1.57%  12.39%1.15°
Triglicéridos (mg dI')  407.23+46.94° 359.06+108.0° 354.81+125.4° 383.74+39.65°

Los datos son la media de una n=6+SD. Superindice igual, no presenta diferencia significativa
entre dietas (PJ0.05).

7.4.1. Hematocrito
Los resultados de hematocrito no presentaron diferencias significativas entre las
diferentes dietas experimentales, siendo el porcentaje de hematocrito mas alto el
correspondiente a la dieta KS45, el porcentaje de hematocrito lo presentaron los

organismos alimentados con la dieta KS71.

7.4.2. Proteina plasmatica
La concentracion de proteinas plasmaticas de los organismos alimentados con las
dietas experimentales, no fueron significativamente diferentes. La concentracion
mas baja de proteina plasmatica fue la los organismos alimentados con la dieta
KS45, mientras que las concentraciones mas altas se presentaron en las dietas
KS00 y KS71.

7.4.3. Hemoglobina
Los niveles de hemoglobina no fueron significativamente diferentes entre las
dietas. Siendo el valor mas alto el correspondiente a la dieta control KS00 y el mas
bajo el de la dieta KS71.
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7.4.4. Triglicéridos
La concentracion de triglicéridos en sangre no fue significativamente diferente
entre las dietas. Mostrando una concentracion mayor en los peces alimentados
con dieta control KS00. Por otro lado, la menor concentracion de triglicéridos se

presento en los peces alimentados con la dieta KS45.

7.5. Actividad enzimatica
7.5.1. Actividad especifica de tripsina

Los valores de actividad especifica de tripsina (U mg' proteina soluble) no
mostraron diferencias significativas en intestino y ciegos piléricos para las
diferentes dietas. Los mayores valores de actividad se presentaron en las dietas
KS00 y KS45. La menor actividad especifica de tripsina se presentd en los
organismos alimentados con la dieta KS71 (Tabla 9).

Tabla 9. Actividad especifica de tripsina y proteasas alcalinas de intestino y ciegos

piléricos del pargo flamenco, alimentado con las dietas experimentales por 12
semanas.

Tripsina (U mg proteina™)  Proteasas alcalinas (U mg™' proteina)

Dieta

Intestino  ciego piléricos Intestino ciego pildricos
KS00 53.89+42.05° 53.05+£23.20° 34.39+22.14° 52.11+23.41°
KS21 43.77+28.27° 43.44+27.30° 23.73+5.06° 32.89+10.04°
KS45 53.73+£36.71° 55.61+27.17° 23.68+5.04° 35.23+9.93°
KS71 38.05+21.31° 37.30+10.35° 27.21+£10.20° 40.83+16.92°

Los datos son la media de una n=6+SD. Superindice igual, no presenta diferencia significativa
entre dietas (PJ0.05).

7.5.2. Actividad especifica de proteasas alcalinas
La actividad especifica de proteasas alcalinas mayor, se presento en el intestino y

ciegos piloricos de los organismos alimentados con la dieta control KS00. Las
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actividades especificas de proteasas alcalinas menores, fueron determinadas en

los organismos alimentados con la dieta KS21 (Tabla 9).

7.6. Analisis histolégico

En la Figura 12 se muestra el corte de transversal del intestino medio de
organismos alimentados con las dietas control KS00, KS21, KS45 y KS71. Se
muestra una clara tendencia inflamatoria con un ensanchamiento de la lamina
propia

Figura 12 Corte transversal del intestino medio, de juveniles de pargo flamenco L. guttatus
alimentados con las dietas control KS00 (A), KS21 (B), KS45 (C) y KS71 (D).
Aparente ampliacion de la lamina propia (LP), ADBCICIID. H&E. 4x.

En la Figura 13, se muestra un corte sagital de las vellosidades del intestino medio
de los organismos alimentados con las dietas experimentales. Aquellos
alimentados con la dieta control KSO0 (A) muestran un arreglo normal de los
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enterocitos (células de absorcidon de nutrientes), asi como una lamina propia de
tejido conectivo con presencia normal de algunos linfocitos (células del sistema
inmunitario). En las vellosidades de los organismos alimentados con la dieta KS21
(B), se puede observar un aumento del tejido conectivo en la lamina propia y la
presencia de algunos macrofagos (células del sistema inmunitario), asi como un
arreglo anormal de los enterocitos. En las vellosidades correspondientes a los
organismos alimentados con la dieta KS45 (C) se observé un arreglo irregular de
los enterocitos en la parte inferior izquierda comparada con los enterocitos de la
parte superior (A). Ademas, se observo un incremento del tejido conectivo de la
lamina propia asi como la presencia de algunas células granulares eosinofilicas.
Por ultimos, en las vellosidades de los organismos alimentados con la dieta KS71
(D) se observé la lamina propia ensanchada, asi como un aumento considerable

de macréfagos vy linfocitos.

Figura 13 Corte sagital de vellosidades de intestino medio (para identificacién, ver leyenda
de Figura 11). (A) Normal presencia y acomodo de macrofagos (Et), lamina
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propia (LP) normal con algunos linfocitos. (B) Incremento de tejido conectivo de
LP, presencia de macréfagos y arreglo anormal de enterocitos. (C) LP
ensanchada, presencia de células granulares eosinofilicas (cge). (D) LP
ensanchada, presencia de macrofagos y linfocitos. H&E. 40x

La lamina propia de las vellosidades mas inflamadas fue las de los organismos
alimentados con la dieta KS71, alcanzando un espesor de 51.80£17.01um, el cual
no fue estadisticamente diferente del alcanzado por la dieta KS45 con
48.21+17.07uym. Sin embargo, ambos resultados fueron diferentes de los
obtenidos con las dietas KS00 de 41.80£14.18um y KS21 de 43.30+13.77um, las

cuales resultaron similares entre ellas (Figura 14).
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Figura 14 Espesor de lamina propia en intestino medio del pargo flamenco, alimentados
12 semanas con las dietas experimentales. Los datos son la media de una
n=150+SD. Superindice distinto denota diferencia significativa entre dietas
(P10.05).
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7.7.Andlisis econémico
El costo de la dieta se incrementé en $1.05 pesos, esto debido principalmente al
valor agregado del krill. La dieta que tiene un menor costo es el control KS00,

mientras que la dieta KS71 tiene el costo mayor.

Tabla 10. Costo de los ingredientes variables de las dietas experimentales y CUA

COSTO (Pesos, MN)

Ingrediente KS00 KS21 KS45 KS71
HP 987 8.26 554 2156
HK 0.00 1.30 2.70 4.32
HS 0.00 0.61 128 2.04
Total 9.87 10.17 10.52 10.92
TCA 145 140 137 142
CUA 14.30 14.29 14.38 15.77

HP (harina de pescado), HK (harina de krill),KS (harina de soya), TCA (tasa
de conversion alimenticia) y CUA (costo unitario de alimentacion)

El costo unitario de alimentaciéon (TCA x Costo por kg de alimento), esta
influenciado directamente por la tasa de conversién alimenticia, de tal modo que el
costo de alimento para producir un kilogramo de biomasa mas bajo, fue el de la
dieta KS21 y el mayores el de la dieta KS71, sin embargo la diferencia de costos
en las dietas KS00, KS21 y KS45 es de $0.09 pesos (Figura 15)
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Figura 15 Costo unitario de alimentacion del pargo L. guttatus alimentado con las dietas
KS00, KS21, KS45 y KS71. Se considera solo el costo de los ingredientes que
se variaron en las dietas (HP, HK y HS). Los valores estan expresados en
pesos mexicanos.
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8. DISCUSION

El remplazo de harina de pescado con harina de soya en alimento para
organismos acuaticos carnivoros, es una practica que en algunas especies como
el pargo australiano, la cobia y el pargo flamenco (Quartararo et al., 1998, Zhou et
al., 2005, Silva-Carrillo et al., 2012,) se ha implementado satisfactoriamente,
aunque en remplazos mayores al 40% se ha observado una reduccién en el

crecimiento y en la eficiencia del alimento.

Una forma de incrementar el remplazo con harina de soya sin afectar el
crecimiento, es enriqueciendo sus aminoacidos limitantes metionina y lisina, sin
embargo, las caracteristicas de palatabilidad inferiores de este ingrediente hacen
necesario el uso de ingredientes que estimulen el consumo de alimento. En este
trabajo quedé demostrado que la mezcla krill:soya, puede lograr un mayor
crecimiento que la harina de pescado como unica fuente proteinica. Hansen et al.
(2011) obtuvieron un mayor crecimiento con otra especie (salmén del Atlantico)
usando una combinacién de harina de krill y concentrado proteico de guisantes en

una relaciéon 3.5:1.

Entonces, se ha demostrado que el uso de fuentes proteinicas vegetales en dietas
para peces carnivoros, se vuelve mas eficiente cuando estas son enriquecidas con
alguna fuente proteinica animal como la harina de krill (Kader et al., 2010). Asi, la
mezcla krill:soya logré una mayor inclusién de harina de soya que la establecida
en trabajos previos para la cobia (Rachycentron canadum) y para esta especie
(Zhou et al. 2005; Silva-Carrillo et al. 2012). Esto, asociado al incremento en
consumo de las dietas que contenian krill:soya, sin embargo, a pesar de que el
remplazo fue proporcional en las dietas, la reduccion del contenido de harina de
pescado influencié de manera importante en la palatabilidad y consumo de la dieta
con mayor contenido krill:soya. Esta reduccion del consumo ya habia sido
reportada en dietas con harina de soya para el pargo flamenco (Silva-Carrillo et
al., 2012) y para el besugo, Pagrus major (Kader et al., 2012).

49



Considerando que la TCA fue similar entre las cuatro dietas, los indicadores de
crecimiento (PG, TC y TEC) fueron directamente influenciados por el consumo de
alimento, a una razén de mayor consumo mayor crecimiento. Por otra parte, la
TCA en las cuatro dietas fue menor que la reportada en otra investigacién, donde
se utiliza harina de soya como fuente de sustitucién proteinica para dietas de la
lobina rayada hibrida (Gallagher, 1994).

Los indices corporales factor de condicion, indice hepatosomatico vy
viscerosomatico y relacion de grasa intraperitoneal no fueron afectados en este
estudio. Estos indices son muy variados entre especies, ya que depende en gran
medida de la fisiologia de cada una. Especies como el besugo, la lubina y el sargo
picudo (Tibaldi et al., 2006, Hernandez et al., 2007, Kader et al., 2012)
alimentados con dietas que incluian harina de soya, no demostraron diferencias en
dichos indices. Sin embargo, en los trabajos con estas especies, asi como en
esté, se demostré que del paquete visceral mas del 50% del peso fresco fue
grasa. Dicho fendmeno se present6 indistintamente entre tratamientos, por lo que
no se atribuye esta condicién a la alimentacién con una fuente proteinica vegetal,
sino a las condiciones de cautiverio y la frecuencia alimentaria. Este porcentaje de
grasa sugiere que en el presente estudio, las raciones proporcionaban energia por
encima del nivel requerido por los organismos para llevar a cabo sus funciones
metabdlicas, por lo que una administracion del alimento en funcion de la biomasa,

reflejaria una mayor eficiencia de la proteina suministrada en la dieta.

El indice de eficiencia proteica y la utilizacion aparente de nitrogeno, son
indicadores biologicos que reflejan el grado de fijacion de la proteina dietaria en
los organismos, y especificamente, el UAN esta orientado a la formacion de
proteina corporal. Si bien, los requerimientos de aminoacidos indispensables para
esta especie no estan aun referenciados, una mayor utilizacién del nitrégeno es
demostrada en los organismos alimentados con la dieta KS45, influenciando
directamente en la fraccion proteinica corporal de estos. Por lo que se asume que
la combinacion de aminoacidos de dicha dieta, es la que mas se acerca al
concepto de “proteina ideal” para esta especie (Mitchell, 1962), ya que con
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respecto a las demas dietas, la dieta KS45 demostr6 una mayor retencién

proteinica y por lo tanto una menor excrecidn de nitrogeno.

Indicadores de retencién proteinica similares, han sido reportados para especies
como la lobina rayada hibrida, el sargo picudo y el besugo, alimentadas con harina
de soya (Gallagher, 1994, Hernandez et al., 2007, Kader et al. 2012). Por otro
lado, en un trabajo previo con L. guttatus realizado por Silva-Carrillo et al. (2012),
la UAN fue mayor a la mostrada en este estudio, este hecho es atribuido a que tal
experimento se llevo a cabo en organismos de menor talla (peso inicial de 17g) y a
que en las primeras etapas de gran parte de la energia dietaria se destina mas al

crecimiento que al almacenaje.

La composicién sanguinea es un indicador del estado fisiolégico y condiciones
generales de los organismos (De Pedro et al.,, 2005), un decremento en el
contenido de proteina ha sido atribuida a enfermedades, dafio hepatico, absorcion
de nutrientes deficiente, deficiencias nutricionales, inanicion y enfermedades
infecciosas (Wedemeyer and McLeay, 1981). Los parametros hematoldgicos entre
los tratamientos de este estudio, no fueron afectados por el remplazo de harina de
pescado con la mezcla krill:soya, ademas que dichos parametros entraron en los
rangos establecido por Del Rio-Zaragoza et al. (2011) para organismos con un

cuadro clinico saludable.

Por su parte, los triglicéridos son la forma lipidica en que las grasas son
almacenadas en los adipocitos para almacenamiento energético y estan presentes
en la sangre hasta fijarse como tejido de reserva; es asi que para nuestro estudio
no se observd una afectacion significativa de la concentracion de triglicéridos, sin
embargo demuestran una relacién entre la concentracion de triglicéridos en sangre
y la fraccién lipidica corporal, ya que los tratamientos con mayor depdsito de
lipidos fueron los mismos que presentaron una menor concentracion de
triglicéridos en sangre, valores similares han sido reportados previamente para
esta especie (Silva-Carrillo et al., 2012) y para la dorada negra (Peng et al., 2008).
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Los dos principales grupos inhibidores de proteasas identificados en la harina de
soya son los tipo “Kunitz”, que reaccionan solo con tripsina y son termolabiles y los
tipo “Bowman-Birk”, que reaccionan con tripsina y quimotripsina, son termo
resistentes pero menos abundantes (Norton, 1991). Comunmente, Ila
concentracion de inhibidores de tripsina en los productos de soya oscilan entre 2-

6mg g (Snyder y Kwon, 1987) y esta dependera del tratamiento térmico aplicado.

La respuesta fisioldégica ante una mayor concentracién de inhibidores de tripsina
en la dieta, es un incremento de las secreciones pancreaticas y por lo tanto una
mayor actividad de enzimas que contrarreste los efectos de inhibicién digestiva.
Aunque las actividades especificas de tripsina y proteasas alcalinas no estén
determinadas para el L. guttatus, la harina de soya utilizada en este experimento
contenia bajas concentraciones de inhibidores de proteasas, ya que la actividad

especifica de estas enzimas no fue diferente entre tratamientos (P10.05).

Ademas de los inhibidores de proteasas, la harina de soya presenta de manera
natural otros factores anti nutricionales, entre ellas una variedad de proteinas
alergénicas y saponinas (Liener, 1994), y aunque los mecanismos de acciéon no
han sido determinados, se atribuye que las saponinas de la soya son las
responsables de inducir enteritis en el intestino medio de especies como el salmén

del Atlantico y la carpa comun (Knudsen et al., 2007, Uran et al., 2008)

En el presente trabajo, se observé una tendencia en la inflamacién de la lamina
propia del intestino medio, que puede ser atribuida al incremento del contenido de
harina de soya en las dietas, aunque por otro lado, dichos cambios morfologicos
aparentemente no afectaron de manera importante la capacidad abortiva de
nutrientes, por lo que el crecimiento y otros factores biolégicos no se vieron
afectados. Junto con el ensanchamiento de la lamina propia, se observé un
aparente incremento de la densidad de las células inflamatorias como linfocitos y
macrofagos. Esta condicion inducida por la harina de soya ha sido clasificada por
otros autores como una enteritis subaguda no infecciosa y como una respuesta del
sistema inmunitario ante la presencia de un agente al cual no esta adaptado. En

experimentos con el salmén del Atlantico, ha quedado demostrado que un
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perdiodo de alimentacion de tres semanas con una dieta libre de harina de soya,
promueve la desinflamacién del intestino y regresando por completo a un cuadro

clinico saludable (Beaverfjord y Krogdahl, 1996).

Finalmente, analizando el costo de las formulas alimentarias, éste esta ligado al
contenido y calidad de nutrientes. En las dietas de este estudio, la harina de krill
fue determinante para la variacion del costo del alimento, debido a que es una
fuente proteinica de alto costo en el mercado, inducido por el desinterés de la
captura de este crustaceo. Por lo anterior, se ha encontrado una tendencia
creciente en el costo de la dieta al incrementar el contenido de harina de krill.

Sin embargo el costo unitario de alimentacion (CUA), ajusta el costo de la dieta
con la eficiencia de la misma, usando como indicador la tasa de conversion
alimenticia. Asi, el CUA muestra que el valor real de la dieta no es diferente
(P10.05) entre las dietas control y las que contenian la mezcla krill:soya, logrando
con ello la estabilidad de precio de dieta y sobre todo aminorar la dependencia a la

disponibilidad de la harina de pescado.
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9. CONCLUSIONES

Los organismos que mostraron un mayor crecimiento (PG, TC, y TEC),
fueron aquellos alimentados con la dieta que contenia 45% de remplazo de

la harina de pescado por la mezcla krill:soya.

El consumo de alimento individual se redujo para la dieta con un remplazo
de harina de pescado del 71%, KS71.

El nivel éptimo de inclusion con la mezcla krill:soya, para lograr un mayor

crecimiento de los organismos fue 33.65%.

La supervivencia, tasa de conversion alimenticia y el indice de eficiencia
proteica no fueron afectados por el remplazo de la harina de pescado con la

mezcla krill:soya.

La utilizaciéon aparente de nitrogeno fue mayor en la dieta con un remplazo
de harina de pescado del 45%, KS45.

Los indicadores del estado de salud y estado nutricio de los organismos a
través de los indices biologicos corporales (CF, HSI, VSI y IPF) y
bioindicadores hematoldgicos (hematocrito, proteina, hemoglobina y
triglicéridos), tampoco fueron afectados por el remplazo con la mezcla

krill:soya.

Los analisis de actividad enzimatica (actividad especifica de tripsina y
proteasas alcalinas), demostraron que la harina de soya utilizada no afecté

los valores de actividad especifica (a través de inhibicién de proteasas).
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10.

La inflamacion y el aumento de la lamina propia de las vellosidades del
intestino medio, mostré una tendencia ascendente alcanzando una mayor
inflamacion en la dieta con mayor contenido de la mezcla krill:soya. Sin
embargo en el tiempo experimental estas alteraciones patoldgicas no

afectaron el crecimiento.

El CUA no demuestra diferencias entre las dietas control, KS21 y KS45.

La mezcla krill:soya es una alternativa de remplazo proteinico, que reduce

la dependencia a la disponibilidad de la harina de pescado
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