UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS DEL MAR Y LIMNOLOGIA

TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
EFECTO DE LA FITASA EXOGENA EN LA FISIOLOGIA DIGESTIVA Y LA
UTILIZACION DEL FOSFORO DIETETICO EN LOS JUVENILES DEL CAMARON
BLANCO PENAEUS VANNAMEI ALIMENTADOS CON FUENTES DE PROTEINA
VEGETAL.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA:
M. en C. JORGE LUIS GAMBOA ALVAREZ

TUTORA PRINCIPAL:
DRA. MARTHA GABRIELA GAXIOLA CORTES (UNIDAD MULTIDISCIPLINARIA DE
DOCENCIA E INVESTIGACION DE SISAL, FAC. DE CIENCIAS, UNAM).

) ~ COMITE TUTOR: ,
DR. LUIS HECTOR HERNANDEZ HERNANDEZ (LABORATORIO DE PRODUCCION
ACUICOLA, UNAM-FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA).

DR. CARLOS ALFONSO ALVAREZ GONZALEZ (LABORATORIO DE FISIOLOGIA DE
RECURSOS ACUATICOS, UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO).

DRA. CRISANTEMA HERNANDEZ GONZALEZ (CENTRO DE INVESTIGACIQN EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO - COORDINACION REGIONAL MAZATLAN).

DRA. MARIA LETICIA ARENA ORTIZ (LABORATORIO DE ESTUDIOS
ECOGENOMICOS, FACULTAD DE CIENCIAS UNAM).

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX., SEPTIEMBRE 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



4 5

POSGR ADOY

Ciencias dél Mary
lenologla

UN /M:

}

TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
EFECTO DE LA FITASA EXOGENA EN LA FISIOLOGIA DIGESTIVA Y LA
UTILIZACION DEL FOSFORO DIETETICO EN LOS JUVENILES DEL CAMARON
BLANCO PENAEUS VANNAMEI| ALIMENTADOS CON FUENTES DE PROTEINA
VEGETAL.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA:
M. en C. JORGE LUIS GAMBOA ALVARE

TUTORA PRINCIPAL:
DRA. MARTHA GABRIELA GAXIOLA CORTES (UNIDAD MULTIDISCIPLINARIA DE
DOCENCIA E INVESTIGACION DE SISAL, FAC. DE CIENCIAS, UNAM

, , COMITE TUTOR: ,
DR. LUIS HECTOR HERNANDEZ HERNANDEZ (LABORATORIO DE PRODUCCION
ACUICOLA, UNAM-FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA).

DR. CARLOS ALFONSO ALVAREZ GONZALEZ (LABORATORIO DE FISIOLOGIA DE
RECURSOS ACUATICOS, UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO).

DRA. CRISANTEMA HERNANDEZ GONZALEZ (CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO - COORDINACION REGIONAL MAZATLAN).

DRA. MARIA LETICIA ARENA ORTIZ (LABORATORIO DE ESTUDIOS
ECOGENOMICOS, FACULTAD DE CIENCIAS UNAM).

MEXICO, CD. MX., SEPTIEMBRE, 2023.



DEDICATORIA

Dedico este documento, el cual es un resumen del conocimiento,
esfuerzo, aprendizaje y experiencias compartidas con mis
tutores académicos, a mi pequefia Daniela Gamboa Hernéndez.

Gracias por alentarme con tu sonrisa y emocionarte a mi lado
con lo maravilloso de la vida y la biologia.



AGRADECIMIENTOS

A mi directora de tesis, Dra. Gabriela Gaxiola Cortés por su direccion, mentoria,
amistad y confianza durante mi desarrollo académico, por su energia y acompafiamiento
constante para alcanzar este logro, sin duda no hubiese sido posible sin su apoyo. Muchas

gracias.

Al Dr. Carlos Alfonso Alvarez Gonzélez, por todas las facilidades otorgadas en el
laboratorio a su cargo, laboratorio de fisiologia de recursos acuaticos de la Universidad
Juarez Autonoma de Tabasco. Gracias por compartir su conocimiento y apoyo en técnicas y
procesos analiticos, asi como en su disposicion y cercania para culminar este proyecto de

tesis.

A mis asesores, la Dra. Crisantema Hernandez Gonzalez del Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo (CIAD — Mazatlan), la Dra. Maria Leticia Arena Ortiz, de la
Unidad Académica de Ciencias y Tecnologia de la UNAM en Yucatan y al Dr. Luis Héctor
Hernandez Hern&ndez, de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (UNAM), por haber
sido las guias académicas necesarias para la realizacién de este documento, por sus aportes

y facilidades para alcanzar este logro. Muchas gracias.

Al Dr. Carlos Maldonado Flores, por su amistad y compafierismo desde hace varios
afios, y por haber compartido sus experiencias para nutrir la tesis. Asi mismo, por todas las

facilidades brindadas para poder finalizar este proceso de titulacion.

A ltzel Alejandra Sanchez Tapia, gracias infinitas por alentarme y acompafiarme

siempre en mi crecimiento profesional, gracias por estar, por apoyarme y motivarme.



A la Universidad Nacional Autonoma de México UNAM — Sisal, por el un espacio de
oportunidad académica en su programa de doctorado en Ciencias del Mar y Limnologia, y al
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca de posgrado otorgada (277635).



Posgrado En Ciencias Del Mar y Limnologia.

RESUMEN

En el presente estudio se evaluo el efecto de la inclusion de la fitasa en dietas ricas en proteina
vegetal (pasta de soya y pasta de canola) sobre la zootecnia, actividad de las enzimas
endoproteinasas (tripsina y quimotripisna), la digestibilidad aparente del fésforo y la proteina
de la dieta, el balance bioenergético, asi como en los indicadores inmunoldgicos: conteo total
de hemocitos (CTH) y presion osmotica (mOsm); y en la calidad del masculo (textura) de
juveniles de camaron blanco Penaeus vannamei. Para ello, la enzima se incluyo en la dieta
en dos maneras diferentes: 2500 FTU de Ronozyme/Kg de alimento, y 1600 FTU
experimental (FTEII) previo a la elaboracion del alimento, hidrolizando el &cido fitico de la
pasta de soya y de canola en las dietas. Se realizaron 3 experimentos: En el primer
experimento se evalud el efecto de la fitasa en dietas vegetales enriquecidas con fdsforo
inorganico proveniente de la premezcla de minerales (premix), considerando como variables
de respuesta el crecimiento, la supervivencia, la actividad enzimatica y la bioenergética de
270 juveniles (7.2 £ 0.6g) en un disefio experimental completamente aleatorizado, con tres
tratamientos (dieta vegetal control “T1”, dieta vegetal fitasa Ronozyme “T2” y dieta vegetal
fitasa experimental “T3”, con 6 repeticiones cada una. En el segundo experimento se evaluo
si la hidrolisis del fosforo fitico podia sustituir la incorporacion del foésforo inorganico,
considerando para ello, la digestibilidad aparente de fosforo (DAF), la digestibilidad aparente
de la materia seca (DAM) y la digestibilidad aparente de la proteina (DAP) en 585 juveniles
de P. vannamei con peso promedio de 1.7 £+ 0.2g distribuidos en 9 tanques (3 réplicas por
tratamiento). Por ultimo, en el tercer experimento se compararon 5 niveles de sustitucion de
harina de pescado por fuentes vegetales (soya y canola) y la incorporacion de fitasa, CaHPO4
y betaina, las cuales fueron comparadas con una dieta comercial en juveniles de camardn
blanco con peso promedio de 2.56 + 0.31g distribuidos a una densidad de 20 camarones por
tanque (6 réplicas por tratamiento), donde las variables de respuesta fueron aspectos
zootécnicos, la digestibilidad aparente, la actividad enzimatica, las variables inmunologicas

CTH y mOsm, la calidad del musculo y la bioenergética. Los resultados obtenidos sugieren
3
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que la fitasa en dietas a base de soya y canola favorece el crecimiento en los camarones
juveniles de P. vannamei, al presentar diferencias significativas entre los pesos finales de los
tratamientos (P <0,05), obteniendo los mejores valores en los organismos de los tratamientos
T3(9.8+1.0¢g)y T2(9.6+1.2¢g), que superaron al tratamiento sin fitasa (8.9 +1.0 g). La
actividad enzimatica de quimotripsina y la concentracion de la proteina soluble del
hepatopancreas de juveniles camaron P. vannamei no fue afectada por la inclusion de fitasa
(ya sea la Ronozyme o el pretratamiento de las fuentes vegetales con la FTEII). Sin embargo,
los resultados de la digestibilidad aparente de la proteina y del fésforo no mejoraron
significativamente en las dietas que presentaron la fitasa (p>0.05) y que carecian de fosforo
del Premix. No obstante, cuando las dietas eran enriquecidas con fosforo inorganico (Premix
y CaHPO4), tratadas con fitasa Ronozyme P5000 CT e incorporacion de betaina como
atractante, estas no presentaron diferencias significativas (p>0.05) en las variables de
crecimiento, indicadores inmunoldgicos (CTH y mOsm), incremento de calor aparente (HIiE)
del balance bioenergético y la calidad del musculo de los organismos alimentados con
diferentes niveles de harina de pescado (T1-Ts) y el alimento comercial (Te). En cuanto a la
actividad de la superdxido dismutasa SOD se presentaron diferencias entre los tratamientos,
donde el valor més bajo se obtuvo en el T». Dado que los mayores valores de biomasa (P
<0,05) se presentaron en el T4 y el Ts, con 119.748.4 y 126.6 £17.5 g respectivamente, y
sumado al mejoramiento en los indices de supervivencia (92.5%) se concluyé que la dieta
formulada con pasta de soya y de canola del T4 es la mas adecuada para los juveniles de P.

vannamei.

Palabras claves: Litopenaeus vannameli, fitasa exogena, fuentes vegetales.
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CTH Conteo total de hemocitos

mOsm Presion osmotica

SOD Superoxido dismutasa

SGR Specific growth rate (Tasa especifica del crecimiento).
02 Oxigeno
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.EFECTO DE LA FITASA EXOGENA EN LA FISIOLOGIA DIGESTIVAY LA
UTILIZACION DEL FOSFORO DIETETICO EN LOS JUVENILES DEL
CAMARON BLANCO Penaeus vannamei ALIMENTADOS CON FUENTES DE
PROTEINA VEGETAL.
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l.- INTRODUCCION.

La industria acuicola ha tenido un incremento considerable en los dltimos 50 afios, sin
embargo, esta actividad sigue siendo dependiente de la pesca de captura marina para el
aprovisionamiento de insumos claves en la dieta de los organismos cultivados (Tacén, 2008;
Luthada-Raswiswi et al., 2021). Sin embargo, de acuerdo a la informacion publicada en el
Estado Mundial de la Pesca y Acuicultura en el afio 2022, el porcentaje de la poblacion de
peces que se encuentran en niveles biolégicamente sostenibles, descendi6 del 90% en 1974
al 64% en 2019 (FAO, 2022). En consecuencia, el precio de los insumos mas importantes en
la elaboracidn de los alimentos de especies acuicolas (el aceite y la harina de pescado) ha ido
en aumento, razén por la cual, es prioritaria la busqueda de insumos alternos para la obtencién
de proteina, como lo son de forma reciente, los insumos vegetales (Tacon y Foster, 2000;
Hardy, 2008; Katheline et al., 2019). La proteina proveniente de insumos como la canola, el
trigo, el lupino y la harina de soya (Glycine maxima), entre otras; han sido estudiadas como
insumos potenciales para la elaboracion de dietas de especies acuicolas (Hardy, 1999;
Kissinger et al., 2016), sin embargo, se ha observado que cuando el alimento es elaborado
con proteina de origen vegetal, disminuye la ingestion en los juveniles de camaron, debido a
la falta de atrayentes y por la presencia de fitatos, que disminuyen la biodisponibilidad de
ciertos minerales de importancia nutricional (Lee y Meyer, 1996; Mendoza et al., 2000;
Mendoza, 2003). Actualmente se han comenzado a probar fitasas de origen exégeno como
una estrategia para la utilizacion de fésforo fitico, mediante la hidrolisis del acido fitico (AF)
durante la digestion o durante el procesamiento del alimento. Ello ha mejorado la absorcion
y retencion del P, Ca, Mg, Zn, Cu, Fe y aminoécidos (Rebollar y Mateos, 1999; Gémez-
Villalva, 2005, Gamboa, 2011).

Hay que considerar que el alimento puede representar del 50 al 60% del costo total de
produccion, por lo que cualquier mejoria en su uso, formulacion o proceso, puede generar
una importante disminucion en el costo total de la actividad del cultivo de camardn
(Devresse, 2000).
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Il.- ANTECEDENTES.

Los camarones peneidos son los principales crustaceos cultivados en el mundo, motivo por
el cual han recibido la mayor atencion en cuanto a experiencias de cultivo e investigacion
cientifica. Debido al desarrollo alcanzado, actualmente mas de 25 especies de camarones del
género Penaeus son cultivadas en granjas especializadas con una produccién mundial, que
ha incrementado su tasa media anual en 12% en los ultimos afios (Ramos y Molina 2001), y
en el 2012 representaron el 15 % del valor total de los productos pesqueros comercializados
a nivel internacional (FAO, 2014).

En nuestro pais se cuenta con seis especies que tienen potencial de cultivo (Diario Oficial,
2006), cuatro de ellas pertenecientes al género Farfantepenaeus (F. californiensis, F. aztecus,
F. duorarum y F. brasiliensis), una del género Litopenaeus (L. stylirostris) y una del género
Penaeus (P. vannamei). No obstante, en México la acuicultura formal tiene una corta historia,
teniendo un inicio en los afios setenta en el litoral del Pacifico, donde principalmente se
cultiva el camaron blanco Penaeus vannamei, que es el crustdceo de mayor importancia

nacional e internacional (Lopez-Téllez et al., 2000).

El mayor interés en la utilizacion de P. vannamei para la acuicultura ha partido de estudios
en los que se ha encontrado que ésta especie tiene mejores tasas de crecimiento que otros
peneidos como L. setiferus y L. stylirostris (Jiménez, 2004). Asi mismo, se ha demostrado
gue P. vannamei presenta una mayor aceptacion a fuentes nutricionales alternas a diferencia
de otras especies. Esta tolerancia se debe en parte, a su alta capacidad para utilizar un amplio
rango de proporciones proteina/energia para su crecimiento, lo que representa una ventaja
técnica en cuanto a la elaboracion de alimentos artificiales sobre otras especies (Gamboa,
2001; Gaxiola et al., 2006; Bautista et al., 2016).
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2.1.- Clasificacion taxondmica de Penaeus vannamei.

Phylum: Arthropoda
Clase: Malacostraca
Orden: Decépoda
Suborden: Dendobranchiata
Superfamilia: Penaeoidea
Familia: Penaeidae
Género: Penaeus
Especie: P. vannamei
(Pérez-Farfante, 1997).

2.2-. Camaron blanco (Penaeus vannamei).

De manera natural, el camardn blanco es nativo de la costa oriental del Océano Pacifico,
desde Sonora, México al Norte, hacia Centro y Sudamérica hasta Tumbes en Perd, en aguas
a temperaturas normalmente superiores a 20 °C durante todo el afio (Tizol et al., 2004). No
obstante, debido a la actividad productiva, en la actualidad se encuentra presente en diferentes
regiones del mundo (FAO., 2014), siendo los principales paises productores: China,
Tailandia, Indonesia, Brasil, Ecuador, México, Venezuela, Honduras, Guatemala, Nicaragua,
Belice, Vietnam, Malasia, P.C. de Taiwan, Islas del Pacifico, Pert, Colombia, Costa Rica,
Panam4, El Salvador, Estados Unidos de América, India, Filipinas, Camboya, Surinam,
Jamaica, Cuba, Republica Dominicana y Bahamas (FAO, 2008; GOAL, 2019).
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2.3-. Ciclo de vida.

El ciclo de vida de los peneidos (figura 1), se caracteriza por ser de tipo anfibidtico, con una
fase marina y otra estuarina (Morales., 1990; Villareal & Hewitt., 1991; Marin., 2008).
Durante la primera, se lleva a cabo la reproduccidn, la cual se realiza en aguas alejadas de la
costa. En esta fase, el macho deposita en la hembra un paquete de esperma (espermat6foro)
que fertilizara a los huevos (6vulos) a medida que estos sean liberados en la columna de agua
(CPC, 1989; Usatorres et al., 1991). Posteriormente, los huevos (0.039 cm de didmetro)
maduran en aproximadamente14-16 horas y pasaran a través de una serie de estadios larvales
denominados: Nauplio (N), Zoea (Z) y Mysis (M), los cuales se caracterizan por ser

plancténicos y con fototropismo positivo (Dall et al., 1990; Martinez et al., 1998).

Posterior a esta serie de metamorfosis, las larvas son arrastradas por las corrientes y mareas
hacia la costa, hacia zonas someras, dando asi paso la fase estuarina, donde llegan como
postlarvas y presentan el cuerpo horizontal caracteristico del grupo (Garcia & Le-Restre.,
1986). En esta fase, estos organismos encontraran una mayor disponibilidad de alimento
(zooplancton, detritos y materia organica en descomposicién), una baja salinidad, mayores

temperaturas y una mayor proteccién contra depredadores (Chaves., 2001).

Durante la fase estuarina, las postlarvas presentan una vida bent6nica (organismos del fondo),
atravesando una acelerada fase de crecimiento y sucesivas mudas, dando paso asi a la etapa
juvenil (3-4 meses) (Alcantara., 2005, Garcia & Le-Restre., 1986). Conforme el camaron
incrementa su talla (de sub adulto / inmaduro), este regresa gradualmente a mar adentro hacia
zonas de apareamiento (12-80 m de profundidad) en respuesta a factores endogenos y
exogenos, llegando asi a la etapa adulta, cuando son sexualmente maduros (Gulland &
Rothschild., 1984; Hendrick., 1995; Lee., 1999; Wouters et al., 2001).

Una vez que llegan en las zonas de apareamiento, el desove tiene lugar en la temporada

calida, donde el nimero de huevos por cada hembra madura fluctda entre 200,000-500,000
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(Cifuentes et al., 1997). El ciclo de vida normal del camarén tiene una duracion de 12 meses

aproximadamente, pero algunos llegan a vivir hasta 2 afios (FAO., 1987).
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ZE

ZM

Figura 1. Ciclo de vida de camarones Fast & Lester., 1992). Zona marina (ZM), zona estuarina (ZE), huevos (1) larvas (1),
postlarvas (I11), juveniles (1V), sub-adultos (V) y adultos (V1).
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2.4.- Habitos alimentarios.

Los camarones son considerados organismos filtradores, predadores y carrofieros; ademas,
el tipo de alimento que consumen es diferente durante su ciclo de vida (planctonico o
bentonico) (Cruz., 1991). Una correlacion entre el cambio ontogenético en la actividad
enzimdtica y la variacion en el patron alimenticio en camarones peneidos ha sido

ampliamente aceptada (Rothschild & Brunnenmeister, 1984; Ribeiro & Jones., 2000).

La alimentacion de postlarvas, juveniles y adultos esta constituida por una gran cantidad de
alimento de origen vegetal, animal y detritos organicos (Morales., 1990; Perera et al., 2005).
Y su inclinacién hacia la carnivoria o la herbivoria es afectada de acuerdo al ambiente en el
que se encuentran (marino o estuarino) y al tipo de alimento disponible (Forrellat et al.,
2004).

Los nutrientes presentes en el alimento son un factor determinante para el desarrollo 6ptimo
del camaron. Gracias a estos nutrientes, estos animales pueden obtener la energia necesaria
para transformarla en biomasa (Tacon., 1989; Rosas et al., 2002). Dentro de los nutrientes
presentes en el alimento natural, el contenido de proteina, carbohidratos, lipidos
(particularmente acidos grasos HUFA’s), vitaminas y minerales, son vitales para el desarrollo
del camarén (Cruz et al., 2000; Gatlin., 2002). De forma general, estos nutrientes han sido
asociados con diferentes niveles de crecimiento y con la composicion bioquimica de los

organismos (Tacon., 1989).

Martinez et al., (2009) reportan que la calidad de estos nutrientes también juega un papel
importante (especificamente los lipidos y los carbohidratos), ya que, al no estar en su nivel
Optimo, las células usaran la energia de los aminoacidos destinados al crecimiento, retrasando
asi su ciclo de desarrollo. Por otra parte, si la proteina no tiene el perfil de aminoacidos (aa)
requerido, parte de estos seran utilizados como energia y no como sustrato para el

crecimiento.
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2.5.- Acuicultura de Penaeus vannamei.

La acuicultura es una industria que se ha convertido en una de las alternativas con mayor
viabilidad econémica para la produccion de alimento, apoyandose en técnicas y procesos
sobre los cuales se cultivan organismos acuaticos en condiciones controladas (Guerrero-
Olazaran et al., 2004 en Godinez et al., 2011). En Meéxico, la pesca de camarén en mar
abierto en los ultimos 9 afios ha disminuido, pasando de 42,950 ton (peso vivo) en 2011 a
29,734 ton (pv) en 2020, lo que represent6 una disminucion del 31% (CONAPESCA, 2020).
Ante este panorama y como respuesta a la demanda del recurso, se ha recurrido al cultivo
(Martinez-Cérdova et al., 2009; Gonzélez et al., 2011), actividad que, por el contrario, pasé
de 109,815 ton a 214,544 ton en el mismo periodo de tiempo, lo que representd un aumento
en la produccidn acuicola mexicana del 195% (CONAPESCA, 2020).

Este crecimiento ha posicionado a la camaronicultura mexicana en el segundo lugar como
productor en Ameérica Latina después de Ecuador, que es el cuarto productor mundial de este
crustaceo (Arredondo et al., 2002; WWF, 2016; Gonzabay-Crespin et al., 2021). Si bien la
actividad acuicola se ha desarrollado en los Gltimos afios, la produccion esta sujeta a grandes
variaciones tanto por amenazas en la produccion por la incidencia de enfermedades masivas,
como en la comercializacién por una competencia con el camarén de origen asiatico

(Norzagaray et al., 2012).

El camardn blanco del pacifico (Penaeus vannamei) es la especie mas cultivada en el mundo,
desde que China cambi6 su produccion de camardn basada en las especies nativas de Asia
(Gaxiola et al., 2006). Esto responde, a que es una especie que tolera bajas temperaturas, alta
salinidad, se adapta bien al cultivo, madura y desova facilmente en cautiverio y tiene buen
mercado internacional (Arredondo et al., 2002). Asi mismo, en México el cultivo de camaron
se encuentra sostenido por la especie P. vannamei (camaron blanco). Esta actividad se realiza
mediante diversos sistemas de produccién los cuales se clasifican en extensivo, semi-

intensivo e intensivo (FAOQ., 2008). La diferencia principal en estas técnicas es el nimero de
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organismos (densidad) por metro cuadrado y a la calidad y cantidad de alimento suministrado
(Arzola et al., 2008).

2.6.- Sustitucion de la harina de pescado.

El alimento representa hasta el 50 % de los costos de produccion en la acuicultura (Mohamed
et al.,, 2014), y las caracteristicas del alimento (atractabilidad, palatabilidad, textura e
hidroestabilidad) son factores criticos para obtener tasas maximas de ingestion que permitan
cubrir los niveles de nutrientes requeridos y lograr el maximo crecimiento (Cruz et al., 2000;
Morais y Derbby, 2019).

En la fabricacion de alimentos acuicolas la harina de pescado es el insumo mas utilizado por
presentar un equilibrio de aminoacidos, acidos grasos, vitaminas y minerales necesarios para
los organismos acuaticos (Gatlin., 2002; Huntington y Hasan, 2009; Qui., 2015), ademas de
que posee una alta digestibilidad en relacion a otras fuentes proteinicas (Liu et al., 2009).
Este insumo, puede ser de peces capturados especialmente para la elaboracion de harina,
desechos de la industria del pescado, peces grasos y peces magros; la harina se puede elaborar
a partir de una sola especie o varias (Fenucci et al., 2007; Huntington y Hasan, 2009). Sin
embargo, por su elevado costo y menor disponibilidad a través de la disminucion actual de
las pesquerias mundiales, ademéas del mayor aprovechamiento de especies pesqueras para
consumo humano, la harina de pescado actualmente representa el cuello de botella
econdmico de las formulaciones industriales (Bonaldo, 2013; VVon et al., 2015). Lo cual, ha
sido la principal motivacion de los investigadores en la busqueda de nuevas fuentes de
proteina que puedan sustituir a la harina de pescado, permitiendo formular un alimento

balanceado de bajo costo (Bernal et al., 2007).

Debido a la disponibilidad y a la importancia del uso de subproductos (tejidos carneos, hueso,

sangre, viseras y plumas), éstos han sido contemplados en la alimentacién de organismos
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acuaticos (Garcia-Galano et al., 2007; Luchini & Wicki., 2013). De igual forma, las harinas
vegetales provenientes de la soya, canola, trigo, lupino, maiz, etc., han sido evaluadas como
una alternativa para la sustitucion parcial y/o total de la harina de pescado (Olvera et al.,
2000; Oujifard et al., 2012). Los diferentes niveles de inclusion de proteina vegetal en los
alimentos acuicolas depende de la especie, talla del organismo y habitos alimenticios (Davis
et al. 2002).

En particular en los camarones peneidos, Garcia et al., (2007) reportan que se han evaluado
diversas fuentes de proteina animal (harina de pescado, calamar, camaron, krill, langostilla,
subproductos cérnicos y subproductos avicolas), vegetal (harina de soya, algodén, trigo,
sorgo, amaranto, colza, lupino, harina de quinua y harina de maiz) y de microorganismos
(levaduras y microalgas), con resultados variables segun el nivel de inclusion y estadio de
los camarones. En la tabla 1, se presentan algunos estudios con los ingredientes y su nivel de

sustitucién de la harina de pescado en la alimentacion de Penaeus vannamei.

Tabla 1. Estudios de sustitucion de harina de pescado.
Insumo Nivel de Resultados
inclusion

Harina de carne y hueso! 25-45%  Crecimiento y supervivencia ptima.

Harina de Langostilla>  35-45%  Mejoro el crecimiento y conversion alimenticia.
Harina de Calamar® 5% Mejoro el crecimiento.

Subproductos de aves*  11-21.6  No afecto el crecimiento y la supervivencia.
Hidrolizado de pluma®  20% No afecto el crecimiento y la supervivencia.

Harina de quinua® 11-45%  No afecto el crecimiento.

'Hernandez et al., 2004; *Gutiérrez., 2002; 3Cérdoba y Garcia., 2001; “Davis y Arnold, 2000;
®Mendoza et al., 2001; éCardenas, 2004.
Estas alternativas pueden satisfacer los requerimientos nutricionales del camarén en cultivo,

asi como, también minimizar los costos de produccion optimizando el proceso.
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2.7.- Fuentes vegetales.

El uso de fuentes vegetales representa una alternativa a los altos precios y baja disponibilidad

de la harina de pescado (Denstadli et al., 2007). Dentro de los ingredientes vegetales, la soya

es cada vez mas comudn en la alimentacién de organismos acuaticos por su composicion

quimica, perfil de aminoacidos, con excepcion de la metionina y en menor grado la lisina

como aminodcidos limitantes (Martinez et al., 1999). Olimpia et al (2007), presenta un

resumen (Tabla 2) de los estudios de reemplazo de la harina de pescado con harina de soya.

Tabla 2. Estudios de inclusion de soya como reemplazo de harina de pescado

Especie

Tipo de sustitucion

Resultados

F. californiensis!

L. setiferus y L. stylirostris?

P. vannamei, F. aztecus, F.
duorarum, L. setiferus, L.
schmitti y L. stylirostris®

Penaeus vannamei*

Litopenaeus schmitti®

50% de sustitucion de
harina de pescado y harina
de calamar.
50% de sustitucion harina
de calamar.

10% de inclusién en dietas
comerciales, y 40-50% en
dietas de laboratorio.

40/60 soya/calamar.
25-35% de inclusién de

harina de soya en dietas a
base de harina de pescado.

Mayor tasa de crecimiento y
mejor factor de conversion.

Mejor tasa de crecimiento,
supervivencia y factor de
conversion.

No se determinaron
diferencias significativas
(p>0.05) en el crecimiento y
supervivencia.

No presentaron diferencias
significativas (p>0.05) en los
tratamiento.

Mejor factor de conversion.

Colvin y Brand (1977); 2Fenucci et al., (1982); 3Lawrence et al., (1986); “Dominy y Lim. (1993);
Pohayanoistigidiedes demuestran el potencial de la pasta de soya desgrasada, como un

sustituto a la proteina de origen animal en diferentes niveles de inclusién en peneidos.
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Tacon et al., (1983) plantearon como alternativa a la deficiencia de metionina y lisina en la
harina de soya, el uso de otra fuente proteinica como la canola (Brassica sp.), que actuaria
como suplemento. La harina de canola comprende entre el 50 y 60% del peso de la semilla,
cuyo contenido de proteina oscila entre 37 y 40%. Por la calidad de los aminoécidos que
componen la proteina, su harina se puede comparar con la de soya (Molina y Lucas, 2007).
Asi mismo, la harina de canola esté bien establecida como un ingrediente en alimento para

salmon y trucha, donde ha sido rutinariamente usada durante 20 afios (Higgs et al., 1996).

En la tabla 3, se presentan estudios de inclusion de harina de canola, en sustitucion a la harina

de pescado en la nutricion de los camarones peneidos.

Tabla 3. Estudios de remplazo de harina de pescado por harina de canola.

Especie Tipo de sustitucion Resultados
P. monodon' 20% de sustitucion de Reflejaron un efecto positivo al obtener
harina de calamar. mayor peso, en comparacion con la dieta
basal.

L. stylirostris>  30% de sustitucion de No reportaron diferencias significativas
harina pescado por harina (p>0.05) respecto a la dieta control en el

canola. crecimiento de juveniles.
Penaeus 25% de inclusion harina No presentaron diferencias (p>0.05) en
vannamei® de canola. crecimiento, supervivencia y eficiencia
alimenticia.

!Buchanan et al., (1997); 2Cruz et al., (2001); 3Davis et al., (2002).

Estos estudios en conjunto permiten evidenciar el potencial de las fuentes de proteina vegetal
como una alternativa a la sustitucion parcial o total de la harina de pescado. Jiménez-Yan et
al., (2006), Cuzon et al., (2003) y Gaxiola et al., (2005) han demostrado que al menos en la
fase postlarval, P. vannamei no presentd diferencias significativas en supervivencia y
crecimiento con alimentos balanceados con una sustitucion hasta del 90% de proteina animal

marina, por combinaciones de fuentes de proteina de origen vegetal.
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Sin embargo, el uso de fuentes vegetales (soya y canola) en la industria acuicola presenta un
inconveniente, el cual estd relacionado con los factores antinutricionales (antitripticos,
antiquimotripticos, fitatos, lectinas y taninos) que afectan su valor nutricional y reducen la
palatabilidad de los alimentos cuando se preparan con niveles altos de proteina vegetal
(Carrillo et al., 2007; Molina & Lucas., 2007; Adeyemo & Onilude, 2013). El tratamiento
con calor (tostado, extrusion y peletizado) inactivan o eliminan exitosamente estos
antinutrientes a excepcion del fitato o 4cido fitico (Lim & Akiyama, 1992; Carrillo et al.,
2007); el cual presenta una alta afinidad por componentes con carga positiva (iones
positivos), debido a su alta carga negativa en un amplio rango de pH (Greiner & Konietzny,
2006). Por lo cual, es considerado como un factor antinutricional, por su accion quelante de
minerales y la interaccion con proteinas (Guerrero et al., 2007), convirtiéndolos en no

asimilables para el organismo bajo ciertas condiciones fisioldgicas (Martinez et al., 2002).

2.8.- Acido Fitico.

El &cido fitico (hexafosfato de inositol, IP6) y sus sales (fitatos), constituyen la principal
forma de almacenamiento de fosforo (P) en semillas de cereales y leguminosas (Ullah et al.,
2008), representando aproximadamente entre 50 y 80% del fosforo total del grano (Vohra et
al., 2003; Hernandez et al., 2006).

La interaccion del acido fitico (AF) con las proteinas es pH-dependiente. A valores de pH
menores al punto isoeléctrico de las proteinas, éstas se encuentran cargadas positivamente y
el AF negativamente. En estas condiciones, se produce una fuerte interaccion electrostatica
entre grupos amino terminal de las proteinas y de ésteres de fosfato aniénicos del AF,
formandose un complejo binario (Selle et al., 2000). A valores de pH mayor del punto
isoeléctrico de las proteinas, dado que la carga de las proteinas es negativa, al igual que la

del AF, su interaccion es repulsiva; sin embargo, la presencia de cationes divalentes como el
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Caz+ o el Mg?+, puede inducir la formacion de un complejo ternario. A valores de pH
elevado, superiores a 10, la interaccion entre las proteinas y el AF disminuye, rompiendo la
unioén fitato-cation-proteina (Gémez, 2005).

En lo que respecta a la interaccion con cationes, ésta se debe exclusivamente a sus numerosos
grupos fosfato y pueden unirse bien a un solo grupo fosfato, a dos grupos fosfato de una
misma molécula o a grupos fosfatos de distintas moléculas de AF (Martinez et al., 2003). Por
otro lado, la inhibicion de enzimas digestivas, tales como la pepsina, amilasa y tripsina, por
el AF puede ser de naturaleza no especifica de interaccion proteina-fitato, siendo atribuible
al secuestro de iones Ca, necesarios para la actividad de tripsina y a-amilasa, o por interaccién
con el sustrato de esta enzima (Fennema, 2000). De igual manera, la inhibicion de la proteasa
puede ser en parte responsable por la reduccion de la digestibilidad de la proteina (Greiner y
Konietzny, 2006).

En particular, en la alimentacion de camarones Civera y Guillaume (1989) evidencian un
efecto negativo en el crecimiento, aumento en consumo de alimento y en la tasa de
conversion alimentaria; al incorporar fosforo fitico en dietas para Marsupenaeus japonicus y
P. vannamei. Davies y Lawrence (1993) determinan que al incorporar el 1.5% de fitato en
dietas para P. vannamei, existe una disminucion de niveles de zinc y fosforo en el
hepatopéancreas. Asi mismo, Kumaraguru et al., (2007) establecieron la presencia de
anomalias en el hepatopancreas (ampliacion de vacuolas de las células B) de organismos de
P. monodon alimentados con fuentes vegetales no tratadas para eliminar factores
antinutricionales como: fitatos, inhibidores de tripsina, saponinas Yy compuestos

polifenolicos.

Los efectos adversos del AF dependen de un gran nimero de factores entre los que se
destacan la concentracion de AF, la fuerza de su union con los diferentes minerales y la
presencia de fitasa de origen intestinal, bacteriana o de la dieta, asi como la inhibicion de

dicha enzima.
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2.9.- Fitasa.

Las investigaciones con este tipo de enzimas (fitasas) iniciaron hace més de 87 afios y fueron
descubiertas por Suzuki et al., (1907). Esta es una de las primeras enzimas descritas que
liberan fosfato inorganico de los compuestos organicos fosforilados y estd ampliamente
distribuida en la naturaleza derivada de fuentes como plantas, animales y microorganismos
(Fu et al., 2007), las cuales catalizan la hidrolisis del acido fitico a inositol y ortofosfato libre
(Peers, 1953).

La fitasa (myo-inositol (1, 2, 3, 4, 5, 6) hexaquisfosfato fosfohidrolasas, EC 3.1.3.8, EC
3.1.3.26 y EC 3.1.3.72), pertenecen a un subgrupo de fosfatasas con un peso molecular
estimado de 35-700 kDa, dependiendo la fuente de origen (Greiner y Konietzny, 2006), y se
clasifican en cuatro categorias principales: las fosfatasas acidas de histidina (HAP), fitasas
con estructura de hélice, cistein fitasas y fitasas acidas puarpuras (Lei et al, 2007).
Alternativamente, en base a la posicion del carbén donde se inicia la remocidn de los grupos
fosfato en el fitato se clasifican en tres grupos: las 3-fitasas (también llamadas 1-fitasas, EC
3.1.3.8), 4-fitasas (también llamadas 6-fitasas, EC 3.1.3.26) y 5-fitasas (EC 3.1.3.72) de
acuerdo a la base de datos ENZYME (disponible a través del servidor de protedmica

ExPASYy; http://www.expasy.ch/enzyme).

Martinez et al., (2002) propusieron el uso de fitasas exdgenas en los alimentos acuicolas
como una estrategia implementada para la utilizacion de fosforo fitico y otros nutrientes que
se encuentran quelados por el acido fitico “AF”. La hidrdlisis del AF durante la digestion o
durante el procesamiento del alimento mediante la accion de las fitasas de origen enddgeno
0 ex0geno, mejora en proporciones variables la absorcion y retencion del P, Ca, Mg, Zn, Cu,
Fe y aminoéacidos (Rebollar y Mateos, 1999; Gomez-Villalva 2005), permitiendo de esta
manera, reducir hasta un 50% la contaminacion ambiental por minerales al utilizar las fitasas
(Harter-Denis, 1999; Acosta et al., 2006).
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En estudios con camarones peneidos, Divakaran y Ostrowski (1998) evaluaron la
digestibilidad in vitro de la harina de soya, asi como el efecto de la interaccion entre la fitasa,
la tripsina y a-amilasa de Penaeus vannamei, indicando que la actividad de las enzimas
incrementa directamente proporcional con el aumento de unidades de fitasa, la cual ejerce un
efecto positivo en la hidrolisis de proteina. De igual manera, Biwsas et al., (2007)
determinaron que al suplementar lisina y fitasa en dietas a base de soya se reduce la carga de

nitrogeno y fosforo en los sistemas de cultivo de Penaeus monodon.

A pesar de los resultados positivos obtenidos hasta el momento en el empleo de fitasa en la
alimentacion de diferentes especies en la industria acuicola, es necesario optimizar las
caracteristicas de las fitasas para una aplicacion especifica, ya que las fitasas que actualmente
estan disponibles de forma comercial, han sido optimizadas principalmente para su empleo
en la produccién de cerdos y aves (Guerrero et al., 2008). Un ejemplo de fitasa comercial es
la fitasa Ronozyme™ P (CT) 5,000, la cual es un producto de la casa comercial DSM
(Nutricional Products), formulada con una enzima fitasa derivada de Peniophora lycii y
producida por fermentacion de un Aspergillus oryzae, presenta un rango de actividad
enzimatica de pH 4-7 (Hernandez, 2010).

Sin embargo, de acuerdo a las caracteristicas fisiologicas del camaron, las fitasas adecuadas
para la alimentacion de esta especie deberian tener actividad a valores de pH de 7 a 8, a un
intervalo de temperatura de 26-32°C, debido a las condiciones presentes en el aparato
digestivo y en el medio de cultivo. Se requiere que éstas posean resistencia al ataque
proteolitico de las enzimas digestivas del camarén, estabilidad a las temperaturas empleadas
en el procesado de los alimentos y una baja lixiviacion de la fitasa presente en las
preparaciones extruidas e introducidas en el medio acuoso de los tanques (Guerrero et al.,
2008). Por lo cual, la fitasa FTEII pudiera representar una alternativa en la alimentacién de
camaron (Hernandez, 2010; Gamboa, 2011), la cual es una forma recombinante producida
por Pichia pastoris (con actividad en un intervalo de pH de 2.5 a 9, y actividad méxima en

un intervalo de temperatura de 25°C a 80°C), producida en el Instituto de Biotecnologia,
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Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Autonoma de Nuevo Leon (Viader et al.,

2010).

El valor potencial de la fitasa en dietas con proteina vegetal, estriba en permitir que la fitasa
reemplace la suplementacion de fosforo (P) inorganico, se reduzcan los costos de produccion
y disminuyan los niveles de fésforo excretado por los animales (hasta en un 50%), con lo
cual se minimicen los efectos negativos en el ambiente (Phillippy, 1999). Es importante que
a través de la hidrolisis del AF sean cubiertos los requerimientos de fésforo, ya que es un
componente basico de los acidos nucleicos y ATP, esencial para el crecimiento, el
mantenimiento de la homeostasis mineral y en su participacion en la mayoria de las

reacciones metabolicas (Cabrera et al., 2002).
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I11.- JUSTIFICACION.

Se propone el desarrollo de un alimento a base de fuentes de proteina vegetal, con la inclusion
de fitasas exdgenas que sean adecuadas para la especie y que remplacen la suplementacion
de fésforo (P) inorganico en la dieta, reduciendo asi la cantidad de fésforo excretado por los
camarones. Esto contribuira a minimizar los problemas de eutrofizacion en los sistemas

acuaticos en relacion a este mineral (Phillippy, 1999).
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IV.- PREGUNTAS DE LA INVESTIGACION.

1.- ¢El &cido fitico que contienen las harinas vegetales puede ser fuente de fésforo

en las dietas libres de harina de pescado para los juveniles de P. vannamei?

2.- ¢Existe una actividad de fosfatasa alcalina en el hepatopancreas de los juveniles
de P. vannamei capaz de hidrolizar por si sola el acido fitico de las harinas

vegetales?

3.- Si es necesario usar fitasa exdgena para hidrolizar el acido fitico que contienen

las harinas vegetales, ;cual seria la mejor para los juveniles de P. vannamei?

4.- ¢El &cido fitico presente en las harinas vegetales es capaz de inhibir la actividad

de las enzimas digestivas de los juveniles de P. vannamei?
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V.- HIPOTESIS GENERAL

Desde hace 30 afios los camarones han sido alimentados con productos balanceados, en los
que se han incluido fuentes de origen vegetal como la harina de soya (Naylord et al., 2009).
Sin embargo, se ha detectado un retardo en las tasas de crecimiento de los juveniles
alimentados con dietas con méas de 25% de proteina proveniente de la pasta de soya. P.
vannamei ha respondido de igual forma. Este retardo puede ser producto de la presencia de

factores antinutricionales como el fitato.

Por otro lado, Hunter y Feller 1987; Cuzon et al., 1997 en Maldonado 2006, mencionan gque
los camarones peneidos mantienen un habito omnivoro/herbivoro. Por lo tanto, se espera que
sea capaz de digerir y asimilar proteinas de origen vegetal como la pasta de soya y canola,

con la presencia de enzimas exdgenas capaces de hidrolizar un compuesto como el fitato.
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VI1.- OBJETIVOS.

6.1.- Objetivo general.

Evaluar el efecto de la enzima fitasa exdgena sobre la zootecnia, fisiologia digestiva,
bioenergética, textura e indicadores inmunoldgicos de los juveniles de P. vannamei,

alimentados con dietas formuladas con una mezcla de pasta de soya y de canola.

6.2.- Objetivos particulares.

a) Evaluar el efecto en el crecimiento, la supervivencia, la bioenergética y la actividad de las
enzimas digestivas de los juveniles de P. vannamei alimentados con dietas a base de
proteina vegetal, en los que se incluyeron dos fitasas: un pretratamiento de las harinas
vegetales con una fitasa experimental (FTEII) y la inclusion directa de una fitasa

comercial (Ronozyme P5000 CT) en el alimento balanceado.

b) Determinar la digestibilidad aparente (fésforo, materia seca y proteina) y cantidad de
fosforo circulante en la hemolinfa de juveniles de P. vannamei alimentados con dietas a
base de proteina vegetal, en las que se han incluido los dos tipos de fitasa (FTEII-
Ronozyme P5000 CT) y una Premezcla de minerales libre de fosforo.

c) Determinar el efecto de la alimentacion con dietas a base de proteina vegetal e inclusion
directa de fitasa Ronozyme P5000 CT, fésforo dicalcio y betaina. en el crecimiento, la
supervivencia, la bioenergética, la actividad de las enzimas digestivas, la textura, mOs,

SOD Yy conteo de hemocitos totales en los juveniles de P. vannamei
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VIl.- ESQUEMA GENERAL DE LOS BIOENSAYOS.

El presente estudio se dividié en tres bioensayos:

*Bioensayo 1. Evaluacion de dos tipos de inclusion de fitasa (pretratamiento con FTEIl y la

inclusion directa de Ronozyme P5000 CT) en dietas vegetales (soya y canola) de juveniles

de camaron.

*Bioensayo 2. Evaluacion de la fitasa en dietas vegetales (soya y canola) libres de la

incorporacion de fosforo inorganico (Premix).

*Bioensayo 3. Evaluacion de la sustitucién parcial de la harina de pescado por harina de soya

y canola, y la inclusion de fitasa y fosfato de calcio.

Esquema general de los
bioensayos

\

Dieta Vegetal
S/Fitasa

Dieta Vegetal
S/Fitasa

25% de h. pescado,
Ronozyme

Dieta Vegetal
C/Fitasa Ronozyme
P5000CT

Dieta Vegetal
C/Fitasa FTEII

Dieta Vegetal
C/Fitasa Ronozyme
P5000CT

Dieta Vegetal
C/Fitasa FTEII

20% de h. pescado,
Ronozyme

15% de h. pescado,
Ronozyme

10% de h. pescado,
Ronozyme

5% de h. pescado,
Ronozyme
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CAPITULO 1
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BIOENSAYO 1

INCLUSION DE FITASA (FTEIl Y RONOZYME P5000 CT) EN
DIETAS VEGETALES (SOYA'Y CANOLA) DE JUVENILES DE
CAMARON P. vannamei
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VIII. INCLUSION DE FITASA (FTEIl Y RONOZYME P5000 CT) EN DIETAS
VEGETALES (SOYA Y CANOLA) DE JUVENILES DE CAMARON.

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la sustitucion de la harina de pescado
por fuentes de proteina vegetal (soya y canola) y fitasa exdgena en dietas, sobre variables
zootécnicas en juveniles de P. vannamei. Se evaluaron tres tratamientos; T1 (Control; libre
de fitasa), T. (dieta basada en harinas vegetales con fitasa Ronozyme P5000 CT y Tz (dieta
con fitasa FTEII). La supervivencia fue similar en los tres tratamientos (p> 0.05) en
comparacion con el peso promedio y SGR, donde T> y T3 presentaron los mayores valores
estadisticamente significativos (p<0.05) comparados con el Ti. Por otra parte, no se
observaron diferencias (p> 0.05) en la concentracion de proteinas solubles proveniente del
hepatopancreas de los camarones sometidos a los diferentes tratamientos. La actividad de
tripsina fue mayor en T1y T3 (p <0.05), y la actividad de la quimotripsina fue mayor en T (p
<0.05). En el balance bioenergético los valores de energia basal (HeE) fueron similares en
los tres tratamientos (p> 0.05), a diferencia del aumento en el incremento de calor aparente
(HIiE), donde T1y T2 fueron superiores al T3 (p<0.05). En el caso de la energia retenida (RE),
el To y Tz presentaron los mayores valores en comparacion con el T1 (p<0.05). Los resultados
demuestran que la inclusion de fitasa exdgena en dietas a base de proteina vegetal disminuyo

los efectos negativos del acido fitico y se promovio el crecimiento de los camarones.
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8.1.1- INTRODUCCION.

Se ha mencionado que el incremento en la demanda de recursos pesqueros para consumo
humano directo o para la obtencién de insumos y subproductos para distintas industrias, ha
provocado un aumento en los precios de los recursos disponibles (Allsopp et al., 2013;
Oujifard et al., 2012; Chowdhury et al., 2014). Esta problematica ha tenido como
consecuencia el incremento en el esfuerzo de investigacién para encontrar fuentes
alternativas a la harina o aceite de pescado, insumos comunmente utilizados como fuente
proteica para la elaboracidén de alimentos destinados a la industria acuicola (Martinez-
Cordova et al., 2009; Luthada-Raswiswi et al., 2021).

En la camaronicultura, la investigacion para la inclusion de fuentes vegetales para la
sustitucion de la harina de pescado ha presentado avances en la especie P. vannamei, gracias
a los habitos alimenticios de ésta en sus diferentes etapas de desarrollo (Gamboa-Delgado et
al., 2003; Gaxiola et al., 2006; Nunes et al., 2010; Diaz., 2012; Sun et al., 2015) ;

No obstante, uno de los principales aspectos contraproducentes en el uso de harinas vegetales,
son los factores antinutricionales o ANF por sus siglas en inglés (anti-nutritional factors), los
cuales estan presentes en harinas de soya, canola, lupino, trigo, arroz y maiz (Rodiles et al.,
2009; Enami., 2011; Oujifard et al., 2012; Gu et al., 2014), debido a que reducen la
palatabilidad (Olvera et al., 2000), inhiben vias metabdlicas especificas, y disminuyen la
digestibilidad y la absorcién de nutrientes (Bharadwa et al., 2014; Murray et al., 2014). Ante
esto, se ha mencionado que algunos de estos ANF presentes en las harinas vegetales como
los inhibidores de proteasas, saponinas, taninos, alcaloides, glucocinatos, antivitaminas,
lectinas v fitatos (Francis et al., 2001; Carrillo et al., 2007; Ye et al., 2015) se pueden eliminar
o disminuir a través de diferentes procesos mecanicos, térmicos, quimicos y bioldgicos
(Adeyemo & Onilude., 2013; Tchikoua et al., 2015; Muhammad et al., 2015).

El presente estudio se enfocd sobre el fitato como el elemento ANF limitante para la
sustitucion parcial y/o total de la harina de pescado por fuentes vegetales (soya y canola) en

alimentos préacticos para juveniles de P. vannamei.
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El fitato o (&cido fitico) es un componente esencial de todas las semillas y constituye una
reserva de fosforo (P) y otros minerales que se liberaran durante la germinacion (Rebollar &
Mateos., 1999). Segunel modelo propuesto por Anderson en 1914, el fitato es una molécula
con seis grupos ortofosfato (InsP6), de nombre quimico myo-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6
—hexaquis (dihidrogeno fosfato), que tiene la caracteristica de ser una molécula cargada
negativamente en un amplio espectro de pH (&cido, neutro y basico), por lo que es una
molécula muy reactiva (Woyengo & Nyachoti., 2012) que presenta una elevada capacidad
para formar complejos o unirse a moléculas cargadas positivamente como cationes o
proteinas (Martinez et al., 2002; Morales et al., 2015), esenciales en la nutricion de los
organismos monogastricos que carecen 0 presentan baja actividad de fitasa enddgena
(Fortes-Silva et al., 2009).

Una estrategia que se ha planteado para hidrolizar el acido fitico y sus sales es la adicion de
fitasas exdgenas en el alimento (Becker., 2011; Qui., 2015), ya sea con la inclusion de manera
directa como microencapsulados para que se activen y funcionen en el tracto digestivo de los
organismos (Von-Danwitz et al., 2015; Suprayudi et al., 2012 ), o en un pretratamientos de
las harinas, incubando previamente las materias primas con la enzima (Nwana et al., 2007,
Kumar et al., 2012; Xue., 2015).

Las fitasas (EC 3.1.3.8), son una clase especial de fosfatasas que catalizan la hidrélisis
secuencial de myoinositol- (1, 2, 3, 4, 5, 6) -hexaquisfosfato o acido fitico (InsP6) a los
derivados de mioinositol menos fosforilados y fosfato inorganico (Zhu et al., 2015;
Rutherfurd et al., 2012) reduciendo las propiedades antinutricionales de &cido fitico y la
eutrofizacion, causada por la excrecién de acido fitico no digerido (Beslin., 2014; Belgaroui
etal., 2014).
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8.1.2.- PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Existe una actividad de fosfatasa alcalina en el hepatopancreas de los juveniles de P.

vannamei capaz de hidrolizar por si sola el &cido fitico de las harinas vegetales?
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8.1.3.- HIPOTESIS.

Si no existe una actividad de fosfatasa alcalina en el hepatopancreas de los juveniles de P.
vannamei capaz de hidrolizar por si sola el &cido fitico de las harinas vegetales, entonces la
inclusion de fitasa exdgena en las harinas vegetales promovera la hidrolisis del fitato
disminuyendo su efecto antinutricional, reflejandose en un efecto positivo en los parametros

zootécnicos de juveniles de P.vannamei
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8.1.4.- OBJETIVO.

Evaluar el efecto de reemplazar la harina de pescado por fuentes de proteina vegetal (soya y

canola) y el efecto de incluir fitasa exdgena en dietas para juveniles de P. vannamei.
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8.2.- MATERIALES Y METODOS.

8.2.1.- Dispositivo Experimental.

El disefio para el experimento fue completamente aleatorizado con 3 tratamientos y 6 réplicas
por tratamiento, donde se usaron juveniles (7.2 + 0.6g) de Penaeus vannamei, los cuales se
obtuvieron de la granja LA MARCA ubicada en Sisal, Yucatan, México. Los juveniles fueron
mantenidos durante 40 dias (10 aclimatacion y 30 periodo experimental) en un sistema de
recirculacion, en condiciones controladas de cultivo (tanques de 200 L, a una densidad de 15
camarones por tanque), y alimentados con tres tratamientos (ver tabla 3): dieta vegetal con
fitasa Ronozyme P5000 CT (T2), dieta vegetal con fitasa FTEIl (T3), las cuales son
comparadas contra una dieta control elaborada con fuentes de proteina vegetal sin inclusion
de fitasa (T1).

8.2.2- Composicion de las dietas.

En la tabla 4, se presenta la formulacion de las dietas (T1, T2 y T3) empleadas durante el

bioensayo.

Las dietas experimentales se prepararon en el Laboratorio de Nutricion de la Unidad
Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI-Sisal, UNAM), siguiendo el
protocolo de elaboracion de una dieta artificial para camaron, que consistio en una molienda
y tamizado de materias primas que fueron llevadas al mismo tamafio de particula (250
micras) para poder ser homogenizadas en la mezcladora y después afadirle los aceites y el
aglutinante, permitiendo que se mezclaran hasta formar la pasta que fue peletizada y despues

secada a 60°C durante 12 horas.
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Tabla 4. Formulacion de dietas para el bioensayo.

Materias Primas T,
g/100g
Harina de pescado 5
Concentrado proteico de soya * 27
Pasta de soya 22
Pasta de canola 22
L-lisina 0.9
DI- metionina 0.7
Aceite de Pescado® 8
Colesterol 0.1
Almidon de trigo 9.3
Premezcla de vitaminas y minerales? 2.5
Carboximetil celulosa 1
Zeolita* 1.45
Ronozyme® 0
Relleno 0.05
Total 100

T2
9/100g
5
27
22
22
0.9
0.7
8
0.1
9.3
2.5
1
1.45
0.05
0
100

T3
9/100g
5
27
22
22
0.9
0.7
8
0.1
9.3
2.5
1
1.45
0
0.05
100

!Profine E, Central Soya Inc., 70.40% de proteina.?Rovimix® Roche.Aceite de higado de bacalao CEDROSA “zeolita 506 tierra de diatomeas lavadas con &cido,
Celite Corporation. °DSM Ronozyme P5000 CT (5000 U/g), FTEII (260 U/mL) 1600 U/kg de harina de soya y/o canola (Pretratamiento).
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Las harinas (canola y soya) del Ts fueron pretratadas con una enzima fitasa FTEII, la cual es
una forma recombinante producida por Pichia pastoris (1080 U/mL, actividad en un intervalo
de pH de 2.5 a 9, y actividad maxima en un intervalo de temperatura de 25°C a 80°C),
producida en el Instituto de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad

Auténoma de Nuevo Ledn (Viader et al., 2010).

Asi mismo, siguiendo el protocolo descrito por Nwanna et al., (2007), ambas harinas (220 g
de soya y 220 g de canola) se incubaron durante 15.5 horas a 50°C en una relacion 1:1.5
(harina: agua), con la inclusién de 1.6 U de fitasa (FTEII) por gramo de harina vegetal
tratada. Para posteriormente secarlas por 12.5 horas a 60°C, con la finalidad de eliminar la
humedad y permitir su facil homogenizacion con el resto de los ingredientes hasta formar

una pasta que también fue peletizada, como en el caso de los tratamientos T1y Ta.

Por otro lado, la fitasa granular Ronozyme P5000 CT fue incluida en la dieta (T2) junto con
los ingredientes secos. En la cual se incluy6 0.5g de fitasa (2500 U) por kilogramo de
alimento. La fitasa granular RonozymeTMP5000 CT, es una enzima fitasa derivada de
Peniophora lycii y producida por fermentacion de un Aspergillus oryzae. El rango de pH de

actividad de laenzimaesde4a?7.

8.2.3.- Condiciones de manejo de los organismos.

El dispositivo experimental constd de 18 tinas de 200 L de capacidad, a una densidad de 15
organismos por tanque, los cuales fueron mantenidos a una salinidad de 36 partes por mil,
temperatura de 28+1°C por medio de un enfriador marca Acuabone, y oxigenacion a
saturacion (6.50 + 0.50 mg/L) monitoreado por medio de un oximetro de la marca HACH
modelo hqd40. Los parametros fisicoquimicos (temperatura, salinidad y oxigeno disuelto)
fueron monitoreados dos veces al dia (7:00 y 19:00 horas). El fotoperiodo fue de 12 horas de

luz y 12 horas de oscuridad.
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La calidad del agua se mantuvo por medio de diferentes filtros; en el &rea externa se contd
con un filtro de arena de lecho profundo, filtro UV y un cartucho de 50 um. En el interior del
area experimental (laboratorio himedo) se contd con un sistema de recirculacion con un filtro

de cartucho 20 um y un espumador.

8.2.4.- Alimentacion.

Los organismos fueron alimentados en 3 raciones diarias (7:00, 13:00 y 19:00 hrs). La racion
alimenticia se calculé a razén del 3% de su biomasa y a la cantidad de alimento no

consumido.

8.2.5.- Parametros evaluados.

8.2.5.1- Supervivencia, crecimiento y tasa de crecimiento (SGR).

» Lasupervivencia expresada en porcentaje (%) se obtuvo a partir de la diferencia entre

la cantidad de organismos al inicio y al final del experimento.

Tasa de supervivencia= (nimero final/namero inicial) x 100.

» EIl crecimiento se evalué comparando los promedios de pesos finales de cada

tratamiento.

» La tasa especifica de crecimiento (specific growth rate “SGR”) se calculd con la

siguiente férmula:

100 (In peso promedio final - In peso promedio inicial)/No. dias.
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8.2.5.2.- Indicadores de la respuesta fisioldgica.

8.2.5.2.1.- Consumo de oxigeno.

El consumo de oxigeno (O2) se determind mediante un respirometro de sistema abierto,
utilizando 7 cdmaras respirométricas con capacidad de 500 mL, en las que se colocaron los
organismos individualmente, dejando una camara vacia que sirvié como camara control. Los
organismos que se utilizaron en la respirometria permanecieron en ayuno durante 18 horas
para lograr una mejor aclimatacion y disminuir el efecto de estrés por manipulacion. Después
de 18 horas de aclimatacion se determind en las primeras dos horas el consumo de oxigeno
en ayuno, por medio de un oximetro (OXY-10). Posteriormente, se alimentaron los animales
con la dieta correspondiente a su tratamiento y se determind el consumo de oxigeno cada

hora, el cual corresponde al consumo de oxigeno post-alimentario.

El consumo de O se determin6 por medio de las diferencias en la concentracion de Ozen el
agua de entrada y salida de las cAmaras, y conociendo la velocidad (constante promedio de
10 ml/min.) y temperatura (28°+ 1 C) (Rosas et; al 1999)

VO, = {([02] entrada-[O-] salida)*F}-{([O-] entrada control-[O2] salida control)*F

control}

Donde:

VO2: Consumo de oxigeno expresado en miligramo de oxigeno por hora por animal.

[O2] entrada: Concentracion en mg por litro de oxigeno en el agua que entra a la cdmara
respirométrica.

[O2] salida: Concentracion en mg por litro de oxigeno en el agua que sale de la camara
respirométrica.

F: Velocidad o flujo en el que pasa el agua a través de la cAmara respirométrica expresada en

litros por hora.
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De acuerdo con Rosas., (2003), la calorimetria permite estimar la energia canalizada en la
produccion de tejido, por lo que se obtendran valores en joules por gramo de peso seco por
muestra, el cual corresponde a las unidades expresadas de energia retenida (RE) en J dia™

animal™.

Para el andlisis se utilizaron 6 camarones por tratamiento, mismos a los que previamente se
les determino el consumo de O». Posteriormente, los camarones fueron sometidos a un
proceso de secado durante 24 horas a 60°C, macerado y pulverizado, y se hicieron pastillas
de aproximadamente 0.3 £ .05 g (3 réplicas por camaron). Se utilizé una bomba calorimétrica
de la marca Parr, la cual se introdujo en una cubeta de acero con 2L de agua destilada a una

temperatura de 2°C menor a la temperatura ambiente.

La formula para determinar el contenido de energia fue la siguiente:

Hg= {(AT°CW)-(e1+e2) N} M

Donde:

Hg: Energia bruta de la muestra.

AT®C: Diferencia de temperatura entre T'CO y T'CX.
W: Constante para estandarizar.

el: Consumo de NaOH para titular.

e2: Diferencia entre alambre inicial y quemado.

N: Calorias estandar del alambre.

M: Peso pastilla.

Los valores de energia excretada (UE+ZE) fueron estimados de acuerdo a la ecuacion de

Bureau et al. (2000) que corresponde al 8% de la sumatoria de la energia retenida (RE).
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UE+ZE= (RE+HeE+HIE)*0.08
Donde:

UE+ZE: Excreciones no fecales.
RE: Energia retenida (crecimiento).
HeE: Energia basal.

HiE: Incremento calorico.

0.08: Constante.

Los valores de energia perdida durante la muda (HXE) representan un 25% de la energia
retenida (RE), y se estimaron de acuerdo al método de Bureau et al. (2000), donde se utilizé

la siguiente férmula:

HXE=0.25*(RE)
Donde:
0.25: Constante.

RE: Energia retenida (crecimiento).

La energia perdida en la exuvia (SE) se calculd de la siguiente manera:

SE=0.03*(RE+HeE+HiE+HXE)}

Donde:

0.03: Constante.

RE: Energia retenida (crecimiento).
HeE: Energia basal.

HiE: Incremento calorico.

HXE: Energia perdida durante la muda.
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8.2.5.2.2.- Balance bioenergético.

El modelo del balance energético es un modelo en el que se integran diversas respuestas
fisiologicas con el principal fin de conocer los destinos de la energia ingerida, incluyendo
tanto los relacionados con el mantenimiento de las funciones bésicas, como los dirigidos al
mantenimiento de la homeostasis o la produccion de biomasa y gametos. El crecimiento de
un individuo es determinado por la masa y el balance de energia. Este crecimiento esta
limitado por la fuente de energia y nutrientes (vitaminas y minerales) los cuales se adquieren
a través del alimento, el cual, en la mayoria de los casos es limitado. De esta forma la relacion
entre energia del alimento y crecimiento estara mediada por la relacion entre costo y
beneficio: Aquellos individuos que reciban los mayores beneficios después de haber pagado
los costos metabdlicos necesarios para mantenerse vivos tendrén la mayor masa y energia
por unidad de tiempo necesaria para ser llevada a la produccion de biomasa corporal y la

reproduccion (Rosas et al., 2000).

El valor del incremento cal6rico aparente (HiE) de cada organismo se determiné por la
diferencia entre el maximo valor de oxigeno consumido obtenido después de haber sido
alimentado y el valor del ayuno, ambos valores seran transformados a J animal™* mediante el
coeficiente 14.3 J mg 02 (Lucas, 1996). Para transformar los valores de ayuno (HeE) a J
dia! animal™?, se multiplicaran por 24 horas, y los de incremento caldrico aparente seran

multiplicados por tres debido a que los animales se alimentaran tres veces al dia.

Para determinar la energia digerible y el balance energético se utilizé la siguiente formula:

DE= RE + HeE + HiE + HXE + (UE + ZE) + SE
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Donde:

DE: Energia digestible

RE: Energia retenida (crecimiento)
HeE: Energia basal.

HiE: Incremento calorico.

(UE+ZE): Excreciones no fecales.
HXE: Energia perdida durante la muda

SE: Energia perdida en la exuvia.

8.2.5.3.- Actividad enzimatica y concentracion de proteina soluble.

Teniendo conocimiento del equipo enzimatico, podemos deducir qué ingredientes podran

ser utilizados en la fabricacion de alimentos balanceados.

La tripsina y quimotripsina representan mas del 60% de la actividad proteasica del
hepatopancreas en los crustaceos peneidos. En conjunto, las enzimas digestivas que poseen
los camarones son capaces de hidrolizar una variedad de sustratos y varios factores estan
implicados en su regulacion, entre ellos se encuentran la dieta (Guzman et al. 2001), los

cambios ontogenéticos y el ciclo de muda (Fernandez et al. 1997)

Cadena, (2002) determino la mayor actividad de proteasas (tripsina y quimotripsina) en los
estadios C y DO, coincidiendo con la etapa donde el camardn blanco, Penaeus vannamei,

consume 18% mas alimento.

Por ello, se determind la actividad enzimatica de los organismos mediante extractos de
hepatopancreas de los organismos (P. vannamei) en estadios C y DO sometidos a los
diferentes tratamientos. Los estadios de muda fueron determinados mediante la observacion

del desarrollo setal o setogénesis (Betancourt et al., 1993). Posteriormente los
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hepatopéancreas se almacenaron en microtubos Ependorff™ manteniéndose en nitrogeno

liquido (-70°C) hasta la evaluacion.

Los extractos de los hepatopancreas fueron preparados adicionando a cada microtubo 500 pl
de agua destilada y se homogenizaron sobre hielo por 30 segundos con un rotor a velocidad
de 4,000 rpm. Seguidamente se centrifugaron por 20 minutos a 14,000 rpm a 4°C. El
sobrenadante (extracto crudo) se separd por decantacion, el cual fue utilizado para medir la
concentracion de proteina soluble, actividad de tripsina y quimotripsina. El procesamiento
de las muestras se llevé a cabo manteniendo en todo momento las muestras a baja temperatura
para evitar la desnaturalizacion de las enzimas, y los extractos crudos y diluidos fueron

utilizados inmediatamente para su analisis.

La concentracion de proteina soluble se determind utilizando el kit Micro Protein
Determination (BIO-RAD 500-0006) de Sigma, basados en el método de Bradford (1976).
Para la evaluacion de tripsina, se utilizé el método propuesto por Geiger y Fritz (1988)
empleando BAPNA (benzoil-arginina-p-nitro-anilida) (Sigma B7632) 100 como sustrato en
un amortiguador Tris 0.1 M, pH 8. La tasa de hidrdlisis del sustrato se midié como el
incremento en la absorbancia en un espectrofotémetro marca SPECTRONIC modelo 21D a
405 nm durante dos minutos, obteniendo la diferencia en absorbancia entre el primer minuto
y el segundo utilizando un coeficiente de extincion £405=1.021 mol™*cm-! (Geiger, 1988).
Una unidad fue definida como la actividad correspondiente a 1 uM de p-nitro-anilida liberado
en un minuto. La actividad de quimotripsina se midié por el mismo método, utilizando
SAPPNA (succinil-alanina-2-prolina-fenil-p-nitro-anilida) como sustrato de la reaccion
(Geiger, 1988).

8.2.6.- Analisis estadisticos.

La prueba estadistica utilizada para analizar los resultados de supervivencia, crecimiento,

SGR y actividad enzimatica fue una ANOVA de una via.
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En todas las pruebas estadisticas se trabajo con una alfa 0.05. El andlisis estadistico se realizo

con el paquete Statistical Analysis Software Program of SAS 2006.
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8.3.- RESULTADOS.

8.3.1.- Supervivencia, Crecimiento y la tasa de supervivencia (SGR).

El andlisis de la supervivencia mediante el ANOVA no indico diferencias significativas

(figura 2 y tabla 5) entre los tratamientos (p>0.05)

Supervivencia
A a
100.0 - a
80.0 -
S 600 -
40.0 -
20.0 -
T2 T3
Tratamientos
Figura 2. Supervivencia promedio
Tabla 5. Datos de supervivencia. (Promedios + error estandar).
T1 T T3
Supervivencia (%) 77+ 14.2° 827+ 182"  90.7+ 11.5°

*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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El ANOVA para los pesos finales indicé diferencias significativas (figura 3 y tabla 6) entre
el tratamiento T1 y los tratamientos T2 y Tz que obtuvieron los mayores valores de ganancia
de peso (P<0.05),

Crecimiento

10 I

Gramos (g)

o N B O

T: T T3

Tratamientos

Figura 3. Promedios de crecimiento.

Tabla 6. Datos de crecimiento de juveniles L .vannamei. (Promedios + error estandar).

Peso inicial (g) Peso final (g)
T 7.24 + 059 8.9+1.0°
T, 7.15 + 0.59° 9.6+12"
Ts 7.24 +0.582 9810

*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). *Peso final promedio
determinado en 39, 45 y 42 organismos por tratamiento (T1, T2 y T3), respectivamente.

La tasa especifica de crecimiento “SGR”, evaluada mediante el ANOVA indico diferencias

significativas entre el tratamiento Ti1 (P<0.05), al obtener los menores valores, en
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comparacion a los obtenidos en los tratamientos T. y Ts, que presentd una tendencia hacia

los valores mas altos, como se muestran en la tabla 7 y figura 4.

SGR

o | |
I S G
02 | )

0.1 -

Gramos

T1 T, T3
Tratamientos

Figura 4. Tasa especifica de crecimiento.

Tabla 7. Datos de SGR. (Promedios + error estandar).
T: T T3

SGR 0.4+ 0.2° 0.64 + 0.2° 0.66+ 0.2°
*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

8.3.2.- Proteina soluble, actividad especifica de la tripsina y la quimotripsina.

La tabla 8 muestra los valores promedios obtenidos para la concentracion de proteina soluble

en los tratamientos (T1, T2 y T3), los valores se muestran en mg/g de tejido de glandula
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digestiva (mg/g GD). Los cuales no presentaron diferencias significativas (p>0.05) al ser

analizados estadisticamente.

Tabla 2. Promedios de concentracion de la proteina soluble + error estandar.
T2 T2 T3

Proteina soluble 2.12 + 0.62 1.64 + 0.42 2.24+ 0.7

*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). *Los valores se presentan
en mg/g de tejido de glandula digestiva (mg/g GD).

En lo que respecta a la actividad especifica de la tripsina proveniente del hepatopancreas de
los juveniles de P. vannamei, el ANOVA indicé que hubo un efecto significativo por accion
de la dieta, (p<0.05). La actividad significativamente mas baja se presentd en el T.. Los

valores promedios obtenidos de actividad de tripsina se presentan en la tabla 9.

Tabla 9. Promedios de actividad de la tripsina + error estandar.
Ty T T3

Tripsina 6.98 £ 0.7° 5.42+ 0.2° 6.91+ 0.7°

*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). *Los valores se presentan
en U/g de tejido de glandula digestiva (U/g GD).

El anéalisis de la actividad especifica de la quimotripsina mediante el ANOVA no indicé

diferencias significativas (tabla 10) entre los tratamientos (p>0.05)

Tabla 10. Promedios de actividad de la quimotripsina + error estandar.
T1 T T3

Quimotripsina 16.69 + 1.82 2462 + 1.8° 16.53+ 2.0°
*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). *Los valores se presentan
en U/g de tejido de glandula digestiva (U/g GD).
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8.3.3.- Balance bioenergético

Los valores de HeE evaluados mediante la ANOVA, no mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos (p>0.05). Pero, por otro lado, se manifestaron diferencias (p<0.05)
entre los valores de HiE, teniendo el nivel mas bajo en el T3 en comparacion de los T, y del

T1, como se muestra en la tabla 11.

Asi mismo, los valores de la energia retenida (RE) comparados mediante la ANOVA,
determino diferencias significativas (p<0.05) entre el T1y los T2y T3, los cuales presentaron

los mayores valores.

Tabla 11. Promedios de HeE, HIiE y RE.

T, T, Ts
HeE 2308.8 +438.61%  442.73 +109.02°2 648.99 + 26.502
HIE 2441.1 +71.37%2 355.51 + 56.652 1002.52 + 32.38"
RE 2683.9 +461.99%  175.66 + 30.24° 1095 + 104.53°

*|_os valores se presentan en J diatanimal-t Letras iguales no indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05).*Promedios determinados en seis replicas por tratamiento.

En la figura 5 y tabla 12 se representa los porcentajes de distribucién de energia en los

organismos alimentados con los tratamientos (T1, T2 y Ta).

Tabla 12. Resultados de Balance bioenergético.

DE HeE Hie ZE +UE RE SE Hxe
T1 100 58.6 11.2 6.9 16.5 2.7 4.1
T2 100 54.8 8.0 6.8 22.5 2.2 5.6
T3 100 57.7 3.8 6.8 23.6 2.3 5.9

*Valores expresados en porciento (%). DE: Energia digestible, HeE: Energia basal, Hie: Incremento cal6rico,
RE: Energia retenida, (ZE + UE): Excreciones no fecales, Hxe: Energia perdida durante la muda, SE: Energia
perdida en la exuvia.
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T1 T2

SE Hxe SE Hxe

RE
22%

2% %
ZE+UE‘\/I \/

7%
’ Hie\

8%

2% 6%

T3

Hxe

SE
29% 6%

9
7% Hie
4%

Figura 5. indice del reparto bioenergético en juveniles de P. vannamei.
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8.4.- DISCUSION

Una breve resefia de ingredientes vegetales se presenta en las tablas (1, 2 y 3), y es un
indicativo de la variedad de fuentes evaluadas con y sin la inclusion de fitasa (6000-3000FTU
g-1) en la alimentacion de diferentes especies de camarones peneidos, en un intento de
promover el incremento de la ganancia de peso de los camarones alimentados con dietas
libres de harina de pescado (Suarez et al., 2009; Moreno-Arias et al., 2016; Barreto-
Altamirano et al., 2020). Los ingredientes de origen vegetal permiten mantener la ganancia
de peso en los cortos periodos que han sido evaluados (Chaudhuri, Choudhury, 1994,
Wasielevky et al., 2006; Fox et al., 2006; Cruz-Suarez et al., 2009; Kumar et al., 2011). El
efecto en los camarones alimentados a base de fuentes vegetales es analizado por medio de
los porcentajes de supervivencia y ganancia de peso. Biswas et al. (2007) reportan indices
de supervivencia inferiores a 80% en Penaeus monodon alimentados con dietas a base de
harina de soya y con inclusion de fitasa, aunque en este caso el resultado obtenido fue
atribuido al método de cultivo y no por la fitasa exdgena utilizada. El fitato presente en dietas
vegetales reduce los niveles de Zn*™'2 y P*3 en el hepatopancreas de P. vannamei (Davies &
Lawrence, 1993), mientras que en P. monodon puede observarse un aumento en el tamafio

de las células B hepatopancreaticas (Kumaraguru et al., 2007).

Civera y Guillaume (1989) reportaron que el acido fitico no ejerci6 un efecto de mortalidad
cuando el fitato de sodio se utilizd como fuente de P*3 para juveniles de Penaeus japonicus
y P. vannamei. Los juveniles de P. vannamei alimentados con los tratamientos (T2 y Ts)
presentaron un mayor porcentaje de supervivencia (la mejor supervivencia del 90% se obtuvo

en el Tz (fitasa FTE 11) comparados con el grupo control (T1).

El fitato presente en las dietas vegetales es degradado en el tracto gastrointestinal de
organismos monogastricos (Afinah et al. 2010). Sin embargo, los camarones no pueden
digerirlo debido a que carece de la enzima fitasa (Biswas et al., 2007), por lo que su
crecimiento se ve afectado. En P. vannamei alimentados con la adicion de fosforo fitico en
el alimento, se demostro que el crecimiento de estos animales era menor (Civera &

Guillaume, 1989). No obstante, con la adicion de fitasas exdgenas el crecimiento puede ser
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mayor, gracias a que la actividad proteolitica de las enzimas digestivas es mayor cuando la
fitasa esta presente (Divakaran & Ostrowski, 1998).

Resultados similares fueron reportados por Biswas et al., (2007), quienes encontraron que al
alimentar a P. monodon con dietas con inclusion de lisina-fitasa, el indice de crecimiento era
mayor que cuando se adicionaba solo fitasa. Es posible que exista un efecto sinérgico entre
la lisina (Lys) vy la fitasa, ya que en el presente trabajo de investigacion se incluyé un 0.9%
de este aminoéacido, valor similar al utilizado en el estudio de Biswas et al., (2007), donde

esta fue utilizada a un porcentaje de inclusion de 1% Lys.

Davis et al., (2000) reportaron un incremento en el crecimiento y supervivencia de P.
vannamei alimentados con la inclusion de fitasa exdgena en la dieta. A su vez, Ricque-Marie
et al., (2004) obtuvieron un incremento en la digestibilidad de proteina y hasta un 180% de
digestibilidad de P*3 en dietas elaboradas a base de harina de chicharo suplementadas con
fitasa. Utilizando dietas con harina de soya pre-tratada con una fitasa recombinante C (1000
y 2000 FTU) también se mostré un mayor crecimiento en la misma especie de camaron
(Cheng et al., 2012). Por lo tanto, se puede concluir que el contenido dietético de fésforo
fitico en dietas elaboradas con fuentes de proteina vegetal reduce el crecimiento de los
camarones, por lo que la adicion de fitasas exdgenas disminuye el efecto de factores
antinutricionales, tal y como se ha observado en especies monogastricas (aves y cerdos), las
cuales presentan mayores tasas de crecimiento y supervivencia, debido a que la fitasa

favorece la digestibilidad de fosforo fitico (Pontoppidan et al., 2007).

En el presente estudio, la concentracion de proteina soluble no mostrd diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados, lo cual coincide con Rivas (2006), quien no
obtuvo diferencias al utilizar dietas con diferentes harinas de frijol yorimon (Vigna
unguiculata) en P. vannamei, donde la mayor asimilacion de P*2 se obtuvo en las harinas de
frijol cocido y germinado (85-90%) con respecto a la menor (57%), por lo que la cantidad de
fosforo asimilado parece no incidir en la cantidad de proteina soluble presente en el

hepatopancreas de esta especie.
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La actividad especifica de tripsina del T3 no present6 un efecto significativo, en comparacion
al tratamiento control (T1), resultado similar reportado por Rivas (2006). Sin embargo, T>
presentd menor actividad en comparacion con Ti, resultado contrario reportado por
Divakaran et al., (1998), quienes reportan un incremento lineal de tripsina con relacién a las
unidades de fitasa (EC 3.1.3.26, SIGMA®) utilizadas. En el caso de quimotripsina, se obtuvo
un efecto positivo en T, con respecto a T1 y Ts. Esto puede deberse a que la fitasa utilizada
en T2 (Ronozyme P5000 CT) es un producto enzimatico producido industrialmente para
degradar el fitato de origen natural y liberar el P*2 para el crecimiento en cerdos (Nielsen &
Wenzel, 2006), siendo su rango de actividad a pH de 4 a 7, mientras que el pH fisioldgico de

P. vannamei es de 7 a 8 (Guerrero et al., 2008).

Esta diferencia de pH y la temperatura utilizada en el proceso de preparacion de las dietas
pudo provocar que la fitasa Ronozyme P5000 CT actuara de manera sub-0ptima y estuviera
expuesta al ataque proteolitico de la quimotripsina presente en P. vannamei, ya que la fitasa
exdgena requiere poseer resistencia al ataque proteolitico de las enzimas digestivas,
estabilidad a las temperaturas en el procesado de los alimentos y una baja lixiviacién
(Guerrero et al., 2008), de igual manera las fitasas bacterianas (FTEII ) parecen tener una
mayor resistencia a la degradacion proteolitica que las fangicas (Ronozyme P5000 CT)
(Igbasan et al., 2000).

En cuanto al balance bioenergético, la cantidad de energia requerida por un organismo para
su mantenimiento es directamente proporcional a su tamarfio o cantidad de biomasa. Esto se
verifica con los valores HeE obtenidos en este estudio, donde el tratamiento T1 mostrd un
menor requerimiento de energia porque los camarones eran de menor talla, a diferencia del
T3, donde los camarones eran mas grandes; por lo tanto, HeE de este Gltimo fue superior a

los valores en los tratamientos Ty y To.

El HiE revel6 que la ausencia de la enzima fitasa y los altos niveles de fitato en T1 provocaron
un mayor requerimiento de energia para metabolizar los nutrientes, en comparacion con T»
y Ts que requirieron menor energia, debido a la presencia de fitasa. Sin embargo, el
tratamiento T2 mostré mayor costo energético en el proceso de metabolismo, debido a que la
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fitasa incluida esta disefiada para trabajar a pH &cido (animales monogastricos) y no alcalino
(camaron). En el primer caso, la enzima fitasa fue adicionada directamente y fue facilmente
degradada por las enzimas digestivas, en contraste con la accion de la fitasa del tercer
tratamiento. El T3 fue mas eficiente en cuanto a asimilacion y almacenamiento de energia
obtenida a través de la dieta, caso contrario al T1 donde la RE fue inferior, esto debido a la
ausencia de fitasa. Estos resultados se correlacionaron con los valores obtenidos en la SGR
(Tabla 7), la cual también fue inferior en Ty. La aplicacion de fitasa en dietas preparadas a
partir de ingredientes de origen vegetal puede ser una alternativa para mejorar la utilizacion
del fosforo fitico, disminuir la incorporacion de fosforo inorganico en la formulacion de la

dieta, aumentar el crecimiento del camardn y reducir la eutrofizacion del medio ambiente.
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8.5.- CONCLUSIONES

e El método de pretratamiento de las pastas de soya y canola con FTEII y la inclusion
directa de fitasa Ronozyme en la dieta no repercuti6 de manera negativa en la

supervivencia de los juveniles de P. vannamei.

e Lainclusion de fitasa (Ronozyme y FTEII) favorecio la tasa de crecimiento (SGR) y

el crecimiento en camarones juveniles de P. vannamei.

e La inclusion directa de Ronozyme y el pretratamiento con FTE Il en las harinas
vegetales (soya y canola) no afecto la concentracion de proteina soluble presente en
el hepatopancreas del camaron P. vannamei. No obstante, la incorporacion de la fitasa
Ronozyme afectd la actividad especifica de la tripsina y quimotripsina de los

juveniles de P. vannamei.

e EIl balance bioenergético reflejo un efecto positivo para el pretratamiento de las
harinas vegetales con fitasa FTEII, indicando un menor incremento de calor aparente
(HIE).

e La inclusién de fitasa por el método de pretratamiento con FTE y/ o la inclusion
directa de Ronozyme en dietas a base de harinas de soya y canola, facilitd la
biodisponibilidad de fésforo y proteinas que forman complejos con el fitato,

representando asi una dieta viable para el cultivo de juveniles de P. vannamei.
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CAPITULO 2
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BIOENSAYO 2

EFECTO DE LA FITASA EN JUVENILES DE P. vannamei
ALIMENTADOS CON DIETAS VEGETALES (SOYA Y CANOLA)
LIBRES DE FOSFORO INORGANICO (PREMIX-DSM).
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IX.- EFECTO DE LA FITASA EN JUVENILES DE P. vannamei ALIMENTADOS
CON DIETAS VEGETALES (SOYA Y CANOLA) LIBRES DE FOSFORO
INORGANICO (PREMIX-DSM).

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar si el acido fitico que contienen las harinas
vegetales puede ser fuente de fosforo en las dietas libres de harina de pescado para los
juveniles de P. vannamei. Se evaluaron tres tratamientos: T1 (Control; libre de fitasa), T»
(dieta basada en harinas vegetales con fitasa Ronozyme P5000 CT) y Tz (dieta con fitasa
FTEII). Los resultados indicaron que el peso promedio final de los organismos en los tres
tratamientos fue similar (p> 0.05), y no hubo una diferencia significativa en la supervivencia
entre los tratamientos. Los coeficientes de digestibilidad aparente de proteina (CDAproteina) Y
de fésforo (CDAFesforo) NO Se mejoraron significativamente en las dietas que contenian la
inclusion de fitasa (p>0.05). De igual manera, los analisis de calidad del musculo y
concentracion de fosforo circulante en la hemolinfa no reflejaron un efecto positivo por la
presencia de fitasa en las dietas (p>0.05). En conjunto, los resultados demuestran que las
concentraciones de 2500 U Ronozyme (T2) o 1600 U de fitasa FTE Il (T3) no sustituyen la
inclusion de fésforo de la premezcla de minerales en las dietas a base pasta de soya y canola

de juveniles de P. vannamei.
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9.1.1.- INTRODUCCION.

La industria acuicola ha tenido un crecimiento sostenido en los ultimos afios, alcanzando un
maximo histdrico de produccion con 90.4 millones de toneladas en el 2012 (FAO., 2014). La
misma tendencia se ha reflejado en la demanda de la harina de pescado, la cual se reconoce
como el insumo més utilizado como fuente de proteina (Mufioz et al., 2015) por contar con
un buen perfil de aminoécidos esenciales (Suarez et al., 2000), asi como su alta digestibilidad
de materia seca, energia y nitrégeno (Zhoug et al., 2004), y que en conjunto con fuentes de
carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales, como el fésforo, constituye la base en la

preparacion de alimentos acuicolas (Hung et al., 2015).

No obstante, uno de los obstaculos para el desarrollo de la acuicultura es el impacto que ésta
tiene en el medio ambiente por las descargas de agua con altos contenidos de elementos como
el nitrégeno (N), y el fésforo (P) (Moyoroqui et al., 2012; Sun., 2012; Zhang et al., 2015),
que son importantes en la nutricién de los organismos al formar parte en la mineralizacion,
acidos nucleicos y reacciones celulares (Ambasankar et al., 2006), pero que provocan

eutrofizacion en el ambiente (Herath y Satoh, 2015).

El requerimiento de P en los cultivos de camar6n es normalmente sustituido por el P presente
en los ingredientes del alimento o por la adicién de mezclas de minerales (Ambasankar et al.,
2007; Pretha et al., 2012). Sin embargo, el exceso de P a causa un mal manejo en la
fertilizacion, alimentacion (Baccarin et al., 2005), formulacién y subutilizacion por los
organismos es liberado al ambiente a través de los efluentes, causando problemas de
eutrofizacién e impactos negativos a la biodiversidad local (Moyoroqui et al., 2012; Herath
y Satoh, 2015; Vass et al., 2015).

Por otra parte, debido al aumento en los costos y el desabasto de la harina de pescado de alta
calidad, en conjunto con la necesidad de reducir las excreciones de nitrégeno y fésforo,
ultimamente se han utilizado ingredientes derivados de fuentes vegetales para sustituir la
harina de pescado como fuente de proteina en la dietas (Velma et al., 2000; Preetha., 2012).
Sin embargo, es necesario considerar que mas del 80% del fdésforo total contenido en las
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fuentes vegetales se encuentra en forma de fitato, el cual no estd biodisponible para
organismos monogastricos o0 agastricos que carecen de enzima fitasa, necesaria para su
hidrolisis (Sotelo et al., 2002; Kumar et al., 2012; Hung et al., 2015).

Sin duda el valor potencial de la fitasa en dietas con proteina vegetal, estriba en permitir que
la fitasa reemplace la suplementacion de fosforo (P) inorganico a través de la utilizacion del
fosforo fitico, con lo cual se puedan reducir los costos de produccion y los niveles de fosforo
excretado por los animales (hasta en un 50%), disminuyendolos efectos negativos al ambiente
(Phillippy, 1999), al mismo tiempo que se satisfacen los requerimientos de fosforo para los
animales en estudio, toda vez que es un componente basico de los &cidos nucleicos y ATP
(Rebollar & Mateos., 1999), esencial para el crecimiento, el mantenimiento de la homeostasis

mineral y de la mayoria de las reacciones metabolicas (Cabrera et al., 2002).

El presente estudio se desarrolld para examinar la respuesta de juveniles de P. vannamei ante
una dieta sin inclusion de fosforo proveniente de la premezcla de minerales, y evaluar si la
hidrolisis del acido fitico por medio de la inclusion de fitasa exdgena libera la cantidad de

fésforo requerido para mantener la homeostasis de camarén.

70



Posgrado En Ciencias Del Mar y Limnologia.

9.1.2.- PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢El &cido fitico que contienen las harinas vegetales puede ser fuente de fosforo en las dietas

libres de harina de pescado para los juveniles de P. vannamei?
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9.1.3.- HIPOTESIS.

Si el acido fitico que contienen las harinas vegetales no puede ser fuente de fosforo en las
dietas libres de harina de pescado para los juveniles de P. vannamei, entonces las dietas sin

inclusion de fosforo inorganico (PREMIX-DSM) afectaran los parametros zootécnicos de

juveniles de P.vannamei.
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9.14.- OBJETIVO.

Evaluar si el acido fitico que contienen las harinas vegetales puede ser fuente de fésforo en

las dietas libres de harina de pescado para los juveniles de P. vannamei.
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9.2.- MATERIALES Y METODOS.

9.2.1.- Disefo experimental.

El disefio fue completamente aleatorizado con 3 tratamientos y 3 réplicas por tratamiento,
donde se usaron juveniles (1.7 £ 0.2g) de Penaeus vannamei obtenidos de estanques de
cultivo exteriores de la UMDI, Sisal, Yucatan, México. Los cuales fueron mantenidos
durante 60 dias (10 aclimatacion y 50 periodo experimental) en un sistema de recirculacion,
en condiciones controladas de cultivo, (tanques de 400 L, a una densidad de 65 camarones
por tanque) y alimentados con tres tratamientos: dieta vegetal con fitasa Ronozyme P5000
CT (T2), dieta vegetal con fitasa FTEII (T3), las cuales fueron comparadas contra una dieta

control elaborada con fuentes de proteina vegetal sin inclusion de fitasa (T1).

9.2.2.- Composicion de las dietas.

Las dietas experimentales (tabla 13) se prepararon en el Laboratorio de Nutricion de la
Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI-Sisal, UNAM), siguiendo el
protocolo de elaboracion de una dieta artificial para camardn, que consistié en una molienda
y tamizado de materias primas que fueron llevadas al mismo tamafio de particula (250
micras) para poder ser homogenizadas en la mezcladora y después afiadirle los aceites y el
aglutinante, permitiendo que se mezclaran hasta formar la pasta que fue peletizada para poder
secarse a 60°C durante 12 horas.

Las harinas (canola y soya) del Ts fueron pretratadas con una enzima fitasa FTEII, la cual es
una forma recombinante producida por Pichia pastoris (1080 U/mL, actividad en un
intervalo de pH de 2.5 a 9, y actividad méaxima en un intervalo de temperatura de 25°C a
80°C), producida en el Instituto de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas,

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (Viader et al., 2010).
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Tabla 13. Formulacion de dietas para el bioensayo.

Materias Primas T,
9/100g
Harina de pescado 5
Concentrado proteico de soya’ 27
Pasta de soya 22
Pasta de canola 22
L-lisina 0.9
DI- metionina 0.7
Aceite de Pescado® 8
Colesterol 0.1
Almidon de trigo 9.3
Premezcla de vitaminas y minerales? 2.5
Carboximetil celulosa 1
Zeolita* 1.45
Ronozyme® 0
Relleno 0.05
Total 100

T2
9/100g
5
27
22
22
0.9
0.7
8

0.1
9.3

2.5
1
1.45
0.05
0
100

T3
9/100g
5
27
22
22
0.9
0.7
8

0.1
9.3

2.5
1
1.45
0
0.05
100

!Profine E, Central Soya Inc., 70.40% de proteina.?Rovimix® Roche Libre de Fésforo.3Aceite de higado de bacalao CEDROSA.“zeolita 506 tierra de diatomeas
lavadas con acido, Celite Corporation. SDSM Ronozyme P5000 CT (5000 U/g), FTEII (260 U/mL) 1600 U/kg de harina de soya y/o canola (Pretratamiento).
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Asi mismo, siguiendo el protocolo descrito por Nwanna et al., (2007), ambas harinas (220 g
de soya y 220 g de canola) se incubaron durante 15.5 horas a 50°C en una relacion 1:1.5
(harina: agua), con lainclusién de 1.6 U de fitasa (FTEII) por gramo de harina vegetal tratada.
Para posteriormente secarlas por 12.5 horas a 60°C, con la finalidad de eliminar la humedad
y permitir su facil homogenizacion con el resto de los ingredientes hasta formar una pasta
que también fue peletizada, como en el caso de los tratamientos T1 y T»..

Por otro lado, la fitasa granular Ronozyme P5000 CT fue incluida en la dieta (T2) junto con
los ingredientes secos. En la cual se incluy6 0.5g de fitasa (2500 U) por kilogramo de
alimento. La fitasa granular RonozymeTMP5000 CT, es una enzima fitasa derivada de
Peniophora lycii y producida por fermentacion de un Aspergillus oryzae. El rango de

actividad de laenzimaesenpHde4a?7.

9.2.3.- Condiciones de manejo de los organismos.

El dispositivo experimental constd de 9 tinas de 400 L de capacidad, a una densidad de 65
organismos por tanque, los cuales fueron mantenidos a una salinidad de 36 partes por mil,
temperatura de 28+1°C por medio de un enfriador marca Acuabone, y oxigenacién a
saturacion (6.50 + 0.50 mg/L) monitoreado por medio de un oximetro de la marca HACH
modelo hqd40. Los parametros fisicoquimicos (temperatura, salinidad y oxigeno disuelto)
fueron monitoreados dos veces al dia (7:00 y 19:00h). El fotoperiodo fue de 12 horas de luz

y 12 horas de oscuridad.

La calidad del agua se mantuvo por medio de diferentes filtros: un filtro de arena de lecho
profundo, filtro UV, filtros de cartucho 50 y 20 um y un espumador.
9.2.4.- Alimentacion.

El periodo de aclimatacion de los organismos al sistema y a las dietas experimentales fue de

10 dias previos al inicio del experimento de digestibilidad. Posteriormente, los animales
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fueron alimentados 6 veces al dia con las dietas experimentales y la colecta de las heces se

realiz6 después de cada alimentacion.

9.2.5.-Técnica de recoleccion de heces.

Se asignaron cinco horarios de alimentacion para el experimento en curso: 08:00, 09:00,
10:00. 11:00 y 12:00 h. Transcurrida una hora posterior a cada alimentacion, se procedié a
retirar las heces con ayuda de un sifén, el cual conecté a un papel filtro colocado en un
embudo, lo que facilitd la eliminacion del exceso de agua y la retencién de las heces en el
filtro. Una vez terminada la recoleccidn de heces, se procedio a retirar de igual manera el
alimento no consumido para proceder a alimentar en el siguiente horario asignado Los filtros
con heces de cada tratamiento fueron refrigerados a 4°C hasta la siguiente colecta. En la
recoleccion final del dia, las heces se lavaron con agua destilada y se procedi6 al secado en
una estufa con una temperatura constante de 60°C.
La ultima alimentacion fue dada a las 18:00 horas de cada dia, sin embargo, no se colectaron
las heces en este horario. La cantidad de heces recolectadas al final del periodo experimental

fue de alrededor de 2 g/tanque (peso seco).

9.2.6.- Parametros a evaluar.

9.2.6.1- Supervivencia y crecimiento.

» Lasupervivencia expresada en porcentaje (%) se obtuvo a partir de la diferencia entre
el nimero de organismos (sembrados) al inicio y los contados al final del

experimento.

Tasa de supervivencia= (nimero final/nimero inicial) x 100.
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» EIl crecimiento se evalu6 comparando los promedios de pesos finales de cada

tratamiento.

9.2.6.2.- Determinacion de la Digestibilidad Aparente.

Para el andlisis de la digestibilidad de materia seca, proteina y fésforo se utiliz la técnica
de AIA (Ceniza Insoluble en Acido) usando como marcador la zeolita (Cuzon, 1998), en base
a la formula descrita en Cousin et al., (1996).

Las formulas empleadas para determinar la digestibilidad aparente de la proteina (DAP), de
la materia seca (DAMS), de la energia (DAE) y del fosforo (DAF) son las siguientes:

%DAMS =100 x (1- (% zeolita en la dieta/ % zeolita en las heces)).

%DAP =100 x (1 - (% zeolita en el alimento/% zeolita en heces) (% proteina en heces/%

Proteina en el alimento)).

%DAF= 100 x (1 - (% zeolita en el alimento/% zeolita en heces) (% fdsforo en heces/%

Faésforo en el alimento)).

9.2.6.3.- Determinacion de los niveles de fésforo en la hemolinfa.
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El nivel de fésforo fue determinado por la técnica establecida por Taussky y Shorr (1952) y

el método de la Asociacion oficial de analisis quimicos (AOAC, 1995).

Concentracion= (((DO muestra.prom-DO blanco)-a)/b)*factor de dilucién

9.2.6.4.- Determinacion de textura.

El anélisis de firmeza se determind en el laboratorio de Instrumentacion Analitica, Instituto
Tecnoldgico de Mérida, utilizando una prensa INSTRON serie 4400,
usando un punzon cilindrico de 33 mm de didmetro, con punta plana, con una velocidad
de avance de 25mm/min  permitiendo una  penetracion de 3 mm.

El resultado se expres6 como kilogramos/fuerza.

9.2.7.- Andlisis estadisticos.

La prueba estadistica utilizada para analizar los resultados de supervivencia, crecimiento,
actividad enzimatica, textura y fosforo en hemolinfa fue una ANOVA de una via. Los
coeficientes de digestibilidad fueron transformados en Arcoseno radial, y se les aplico un
andlisis de varianza de una via para determinar la posible existencia de diferencias

significativas entre los tratamientos.

En todas las pruebas estadisticas se trabajo con una probabilidad de (alfa) 0.05. El analisis

estadistico se realizd con el paquete Statistical Analysis Software Program of SAS 2006.
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9.3.- RESULTADOS

9.3.1.- Supervivencia y Crecimiento.

El andlisis de la supervivencia mediante el ANOVA no indicé diferencias significativas

(figura 6 y tabla 14) entre los tratamientos (p>0.05).

Tabla 14. Datos de supervivencia. (Promedios  error estandar).

T T> T3

Supervivencia (%) 53+ 17.2° 53+ 6.1° 54+ 44"

*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

Supervivencia
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%

T1 T2 T3

Tratamientos

Figura 6. Supervivencia promedio.
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El crecimiento evaluado mediante el ANOVA no indicé diferencias significativas (figura 7
y tabla 15) entre los tratamientos (p>0.05).
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Figura 7. Promedio de crecimiento.

Tabla 15. Datos de crecimiento. (Promedios + error estandar).

Peso inicial (g) Peso final (g)
T: 1.7 £0.22 2.3+0.3%
T, 1.7 £0.22 2.3 +0.22
Ts 1.7 £0.22 2.2 +0.22

*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

9.3.2.- Coeficientes de digestibilidad aparente.

En la figura 8 se muestra la concentracion de fosforo de las heces y del alimento de cada

tratamiento, y en la tabla 16 se presentan los resultados de los CDA.
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El ANOVA para el CDAwmateria N0 indico diferencias significativas entre los tratamientos
(p>0.05). De igual manera, en los CDAproteina NO Se reflejé un efecto relacionado a la inclusion
de fitasa (p>0.05). No obstante, el andlisis estadistico indico diferencias significativas

(p<0.05) en el CDAFssforo del tratamiento control y los experimentales.

Tabla 16. Coeficientes de digestibilidad aparente “CDA”. (Promedios + error estandar).

T1 T2 T3
CDAwMateria 83.2 +4.92 72.9 +9.52 77.8 +13.62
CDAGFssforo 71.8+4.22 59 + 1.67° 57.1+5.7°
CDAProteina 405 + 4.1 39.8+2.5° 452 +2.62

*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

Concentraciéon de P
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Tratamientos

Figura 8. Promedio de fosforo en heces y alimento.
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9.3.3.- Textura y concentracion de fésforo en hemolinfa.

El ANOVA para el andlisis de textura (resistencia a la penetracion), no indico diferencias

significativas entre los tratamientos (p>0.05), ver tabla 17.

Tabla 17. Analisis de textura. (Promedios * error estandar).

T, T> T3

Textura Kg/Fuerza S5+ 0.2°8 54+ 0.2°8 54+ 0.1°2
*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

Asi mismo, la concentracion de fosforo circulante (concentracién de fosforo en la hemolinfa)
mediante el ANOVA no indicé diferencias significativas (tabla 18) entre los tratamientos
(p>0.05).

Tabla 18. Analisis de fésforo en hemolinfa. (Promedios + error estandar).

Ty T> T3

mg P/L plasma 39.5+ 11.3% 392+ 13.4°2 33.5+ 10.5°2
*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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9.4.- DISCUSION.

La presente investigacion ha demostrado que la inclusion de la fitasa exdgena, en sus dos
presentaciones (Ronozyme y FTEII) y concentraciones evaluadas (2500 y 1600 FTU,
respectivamente), no mejoro la calidad de las dietas libres de fosforo inorganico en las que
se mezclo la pasta de soya y la pasta de canola para la alimentacion de los juveniles del
camaron blanco (Penaeus vannamei). Lo cual, se vio reflejado en la calidad del musculo (.55
Kg/fuerza), no presentando diferencias significativas entre los tratamientos y siendo
inferiores a los reportados por Li et al., (2011) en camarones frescos de P. vannamei (1.09
kg/fuerza). Navarro ( 2014) indicé que la dureza o resistencia al corte es el atributo de textura
mas critico en productos marinos, la cual depende del tejido conectivo, compuesto
principalmente de colageno, el cual le da la fuerza tensora y de miofibrillas compuestas de
actina y miosina. No obstante, la menor tasa de supervivencia (39%) de las réplicas se obtuvo
en el tratamiento control (T1) en comparacion con las dietas de prueba. Los juveniles del
tratamiento control, alimentados con dietas sin ninguna fuente de fosforo (premezcla de
minerales y lecitina) no pudieron sobrevivir, observando los eventos de mayor mortalidad
durante los periodos de muda. En contraste, los organismos de los tratamientos T2 y T3
tuvieron una supervivencia ligeramente mayor (53%). Si bien las diferencias en
supervivencia entre los tratamientos no fueron significativas, la tendencia puede indicar que
el fosforo bajo la forma de fitato pudo ser liberado y utilizado por los camarones en una forma
limitada, pero mayor que la obtenida en el tratamiento control. Aln asi, se constata que los
indices de supervivenciay ganancia de peso semanal (0.25 g) obtenidos en el presente estudio
estan por debajo de los reportados por Foster & Dominy., (2002) para juveniles de P.

vannamei en condiciones controladas (1 g / semana).

Por otra parte, los resultados pudieran indicar algun tipo de evidencia sobre el sindrome de
muerte por muda o MDS por sus siglas en inglés (molt death sindrome), como lo descrito en
Homarus (Gallagher et al., 1979), y que pudo haber sido experimentalmente reproducido en
P. vannamei. Lo cual, puede ser de interés para la formulacion de los alimentos por dos
razones, la primera relacionada al uso de las formas solubles de fosfatos ya descritas y que

no siempre se aplican a nivel productivo, y la segunda sobre la tendencia del contenido de la
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mezcla de minerales que fue disefiada en relacion al requerimiento nutricional de peneidos
como P. japonicus (Deshimaru, 1971). Esto se refuerza con la tendencia al desarrollo de
alimentos a base de fuentes vegetales para camarones peneidos, y que la presencia de enzimas
exogenas no pueden resolver completamente el problema. En ocasiones, la falta de
conocimiento sobre los tipos de fosfatos, el contenido de ceniza y el aumento de los
ingredientes vegetales (harina de soya, canola, lupino, salvado de trigo, etc.), por
consiguiente el incremento del contenido de fésforo, es de preocupacion no solo para el
cultivo tradicional en estanques de tierra, sino también en jaulas flotantes en aguas

oligotréficas (Aquacop, 2012).

En peces y en menor medida en camarones, el requerimiento de fosforo pudiera ser satisfecho
por la accion de las enzimas exodgenas sobre las fuentes vegetales. Sin embargo, las
temperaturas alcanzadas durante el proceso de elaboracion de los alimentos pudieran tener
un efecto negativo y reducir su actividad. Anteriormente, la disponibilidad de fosforo fue
descrita en P. japonicus (Cuzon et al., 1980) y llevo a prever un efecto de la lactosa, que
puede reducir el pH a nivel intestinal permitiendo solubilizar en una forma mas eficiente el
fosfato (CaHPO4). Porterioemnete (Civera y Guillaume, 1985), ayudaron a entender la
fisiologia digestiva de los camarones y la pobre utilizacién de estos fosfato debido a un pH

neutro en el tracto digestivo del camarén.

Los resultados inconsistentes que se han publicado sobre el uso de fitasa incrementan la
necesidad de evaluar datos sobre su efecto en la digestibilidad de fosforo, y poder contrastar
con los resultados obtenidos por Guillame et al., (1983) en camarones peneidos alimentados

con salvado de trigo rico en fitato (> 60%).

En relacion al MDS los valores de fosfatelmia obtenidos en una etapa de muda pudieran ser
un indicador de la condicién mineral en los organismos. Anteriormente (resultados no
publicados) se evalud y observo en el estadio de intermuda variaciones significativas ante
diferentes dietas que contenian fosfatos solubles o fdésforo dicalcico y con los valores
reportados en camarones silvestres de L. stylirostris (Shimidzu et al., 2011) con 30 mg L*

en comparacion de 104 mg L respectivamente. Los ensayos realizados en jaulas flotantes
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no permiten detectar un pico de mortalidad durante el periodo de muda y una alta densidad
en el cultivo (>500/m2) no permiten relacionar la mortalidad con el pico de muda. Por otra
parte, en estas condiciones aumenta la tendencia al canibalismo y la re-ingestion de

exoesqueletos, no permitiendo establecer una relacion entre el déficit de P-POs y MDS.

Previamente se ha descrito que la actividad fitasa se veia disminuida por el efecto de la
temperatura (60 ° C) durante la peletizacion del alimento, pero hoy en dia una proteccion de
la enzima la permite trabajar incluso con el proceso de extrusion. Diversas tipos de fitasa han
sido desarrolladas y se ha demostrado su eficacia en piensos de cerdos y aves (Acosta et al.,
2006; Vallardi et al., 2002; Romero et al., 2009) en contraste de su aplicacion en la
acuacultura, y aunado al problema de lixiviacion en el medio, hace que la informacién sea

limitada.

El presente estudio mostro que el CDAFssforo presentd un efecto positivo ante las formas
solubles de fosfatos. Sin embargo, en los resultados no se considerd la excrecién enddgena
de fésforo. No obstante, la ganancia de peso promedio, supervivencia y fosfatelmia son una

manera de confirmar un efecto por presencia o una ausencia de la efectividad de las fitasas.

Algunas fuentes de fosfatos han sido estudiadas (Civera et al., 1999) y se ha determinado una
mejor ganancia de peso de P.japonicus con NaH2PO4 comparado con CaHPOa. Sin embargo,
los organismos de P.vannamei no respondieron de igual forma. P. japonicus mostrd una
digestibilidad del fitato de sodio en relacion con una accion de la fosfatasa alacalina en el
hepatopancreas. Por el contrario, P. vannamei no pudo hidrolizar el fitato mostrando una
baja en el CDAFrssforo (<40%). Asi mismo, los CDA de proteina de las dietas experimentales
con fitasa no presentaron un efecto positivo, e incluso fueron inferiores a lo reportado por
McCallum et al., (2000) para Penaeus stylirostris (91.3%) y Suéarez et al., (2008) para P.

vannamei (91%) alimentados con canola.

En resumen, establecer la disponibilidad de fésforo es un tema complejo si se consideran las
especies de cultivo, el grado de efectividad de la fitasa exogena, la composicion de los
alimentos, niveles de inclusion de fuentes vegetales, la forma de fosforo adicionada en la

premezcla de minerales y la fisiologia de los organismos, por ejemplo, las sales de fosfatos
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en pH béasico pudieran disociarse de una manera més eficiente. Fernandez et al., (1983)
indicaron que una cantidad adecuada de minerales en los alimentos puede reflejar un impacto

positivo en el espesor del exoesqueleto, y en consecuencia una disminucion del MDS.

El requerimiento de minerales de los camarones es probablemente subestimado en los
alimentos comerciales y en ocasiones en las dietas experimentales, y no se cuenta con una
medida precisa sobre la pérdida de minerales por efecto de la muda. Siendo dificil establecer
el grado de significancia, pues en el caso del Ca, el déficit es compensado por la absorcion
directa desde el agua. El fésforo no puede ser absorbido de manera directa. Esto, pudiera
derivar en que la relacion Ca/P en los alimentos no es precisamente un indicador de los
requerimientos nutricionales, mientras que la fosfatelmia pudiera ser un buen indicador del
estatus nutricional (Sugiura et al., 2000) debido a su poca variacién durante el ciclo de muda
(Vijayan A. & D. Diwan D., 2002), la cual pudiera ser utilizado como pardmetro indicador
en los cultivos en jaulas oligotroficas (Aquacop, 2.011-12).
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9.5.- CONCLUSIONES.

e El método de pretratamiento de las pastas de soya y canola con FTEII o la inclusion
directa de la fitasa Ronozyme en dietas libres de fosforo inorganico (PREMIX-DSM)
no afect6 de manera positiva los indices de supervivencia de los juveniles de P.

vannamei.

e Lainclusion de fitasa (Ronozyme y FTEII) no favorecié el crecimiento en camarones

juveniles de P. vannamei alimentados con dietas libres de P inorganico (PREMIX)

e Los coeficientes de digestibilidad aparente de fosforo (CDArsstoro) Y proteina

(CDAproteina ) N0 mostraron un efecto positivo ante la inclusion de fitasa.

e El fosforo producto de la hidrélisis del fitato en las harinas vegetales no sustituye la
incorporacion del fosforo inorganico en las dietas libres de harina de pescado para

los juveniles de P. vannamei.
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CAPITULO 3
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BIOENSAYO 3

SUSTITUCION PARCIAL DE HARINA DE PESCADO POR FUENTES
VEGETALES (SOYA Y CANOLA) E INCLUSION DE FITASA Y
MINERALES (CaHPO4) EN DIETAS DE JUVENILES DE P. vannamei.
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X.- SUSTITUCION PARCIAL DE HARINA DE PESCADO POR FUENTES
VEGETALES (SOYA Y CANOLA) E INCLUSION DE FITASA Y MINERALES
(CaHPO4) EN DIETAS DE JUVENILES DE P. vannamei.

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar si la inclusion de fitasa en dietas vegetales (pastas
de soya y canola) enriquecidas con fdsforo inorganico e incorporacion de betaina, es un
método que permite superar las limitaciones relacionadas al uso de fuentes de proteinas
vegetal como una alternativa a la sustitucion parcial o total de la harina de pescado en dietas
para juveniles de P. vannamei. Se evaluaron seis tratamientos: T1 (Control; con 25% harina
de pescado), T2 (dieta con 20% harina de pescado), Tz (con 15% harina de pescado), T4 (con
10% de harina de pescado), Ts (con 5% de harina de pescado) y Te (alimento comercial). Los
resultados indicaron que los pesos promedios finales, el conteo total de hemocitos (CTH) y
la presion osmatica (mOsm) fueron similares en los seis tratamientos (p> 0.05). En contraste,
los indices de supervivencia y biomasa del T4 y Te presentaron los mayores valores
estadisticamente significativos (p<0.05). En cuanto a la actividad de SOD se presentaron
diferencias entre los tratamientos, donde el valor mas bajo se obtuvo en el T, Por otra parte,
no se observaron diferencias (p> 0.05) en la concentracion de proteinas solubles proveniente
del hepatopancreas de los camarones sometidos a las diferentes dietas, al igual que la
actividad especifica de la tripsina y quimotripsina. En el balance bioenergético los valores de
energia basal (HeE) y de incremento de calor aparente (HIiE) fueron similares en los seis
tratamientos (p> 0.05). En el caso de la energia retenida (RE), el T4 presentd los mayores
valores entre los diferentes tratamientos evaluados (p<0.05). Por dltimo, la calidad del
musculo de los camarones no presentaron diferencias significativas (p> 0.05) ante los
diferentes niveles de sustitucion de la harina de pescado en sus dietas. Los resultados
demuestran que una correcta formulacion que permita cubrir los requerimientos de fésforo

(Premix y CaHPO4), aumente la atractabilidad (betaina) y disminuya los efectos negativos
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del &cido fitico, (fitasa) es clave para que los juveniles de P. vannamei puedan aprovechar de

una manera eficiente los nutrientes de las fuentes de proteina vegetal.
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10.1.1.- INTRODUCCION.

El requerimiento de fésforo en los camarones se definio anteriormente (Davis et al., 1999) y
se describieron algunos aspectos relacionados con el uso de lactosa en P. japonicus (Cuzon
et al., 1980) al igual que el desbalance nutricional relacionado con el desequilibrio en la
relacién Ca /P en Homarus (Callagher et al., 1979). Todas esas investigaciones se llevaron a
cabo en condiciones de agua clara y usando dietas purificadas o practicas. Sin embargo, la
formulacién de los piensos para el camaron fueron modificados drasticamente por la

disminucion de la harina de pescado en el mercado y el aumento en los costos de produccion.

El uso de proteinas de origen vegetal como la soya, el trigo, la canola, el maiz y el lupino se
han estudiado en la nutricion de organismos acuicolas como una alternativa al reemplazo
parcial o total de la harina de pescado (Tacon y Foster, 2000; Hardy, 2008; Maldonado et al.,
2009; Suarez et al., 2009). Sin embargo, las limitaciones en el uso de las fuentes de proteinas
vegetal estan relacionadas a la disminucion de la ingesta de alimento por el animal a causa
de la falta de atractabilidad y la presencia de factores antinutricionales (ANF) como el &cido
fitico (AF). El acido fitico reduce la biodisponibilidad de ciertos minerales causando un
impacto negativo en la nutricion de los organismos (Lee y Meyers, 1996; Mendoza et al.,
2000; Mendoza, 2003). El &cido fitico es una forma libre de inositol hexafosfato, clasificado
como una molécula de poli-aniconica con seis grupos fosfatos que pueden quelar fuertemente
cationes como el Ca ++, Mg ++, Zn ++, Cu ++, Fe +++ y K +, formando sales insolubles
(Kumar et al.. 2011) y alterando la absorcion y digestion de estos minerales (Papatryphon et
al., 1999).

La excrecion de PO4 es otra de las consecuencias causadas por una baja digestibilidad de las
fuentes vegetales con alto contenido de AF para los organismos acuéticos. La hidrolisis del
AF mediante la inclusion de fitasas exdgenas es una estrategia que permite la optimizacion
de los valores nutricionales de las fuentes de proteina vegetal (Fox et al., 2006; Kumar et al.,
2011). Por lo tanto, la inclusion de fitasa en alimentos acuicolas es una opcion para eliminar
o reducir el efecto negativo de AF, mejorando de esa manera la actividad de las enzimas

proteoliticas, las tasas de supervivencia y la ganancia de peso (Lim y Lee, 2009).
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El presente estudio se realiz6 para evaluar si la inclusion de fitasa en dietas vegetales (pastas
de soya y canola) enriquecidas con fosforo inorganico (Premix y CaHPQO4) e incorporacion
de betaina, como atractante, es un método que permite superar las limitaciones relacionadas
al uso de fuentes de proteinas vegetal como una alternativa a la sustitucion parcial o total de

la harina de pescado.
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10.1.2.- PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢El efecto antinutricional del &cido fitico, la falta de atractabilidad y el desbalance Ca:P son
los limitantes para la sustitucion parcial y/o total de la harina de pescado por harinas vegetales

(soya y canola) en dietas de juveniles de P. vannamei?
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10.1.3.- HIPOTESIS.

Si el efecto antinutricional del acido fitico, la falta de atractabilidad y el desbalance Ca:P son
los limitantes para la sustitucion parcial y/o total de la harina de pescado por harinas vegetales
(soyay canola) en dietas de juveniles de P. vannamei, entonces la inclusion de fitasa, betaina
y fosfato dicalcico en dietas de juveniles de P. vannamei permitiran la sustitucion parcial
y/o total de la harina de la harina de pescado, y se promoverd un efecto positivo en los

parametros zootécnicos de juveniles de P.vannamei.
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10.1.4.- OBJETIVO.

El objetivo del presente estudio fue evaluar si la inclusion de fitasa en dietas vegetales (pastas
de soya y canola) enriquecidas con fosforo inorganico (Premix y CaHPQO4) e incorporacion
de betaina como atractante, es un método que permite superar las limitaciones relacionadas
al uso de fuentes de proteinas vegetal como una alternativa a la sustitucion parcial o total de

la harina de pescado.
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10.2.- MATERIALES Y METODOS

10.2.1. Dispositivo experimental

El disefio para el experimento fue completamente aleatorizado con 6 tratamientos y 6 réplicas
por tratamiento, donde se usaron juveniles (2.56 + 0.31) de Penaeus vannamei, los cuales se
obtuvieron de la granja Acuacultura 2000 ubicada en China, Campeche, México, y fueron
mantenidos durante 70 dias (10 aclimatacién y 60 periodo experimental) en un sistema de
recirculacion, en condiciones controladas de cultivo (tanques de 150 L, a una densidad de 20
camarones por tanque), y alimentados con seis tratamientos (ver tabla 3): dieta control con
25% harina de pescado (T1), dieta con 20% harina de pescado (T2), dieta con 15% harina de
pescado (T3), dieta 10% de harina de pescado (T4), dieta 5% de harina de pescado (Ts), y

una dieta comercial (Ts).

10.2.2.- Composicion de las dietas

Las dietas experimentales (ver tabla 19) se prepararon en el Laboratorio de Nutricion de la
Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI-Sisal, UNAM), siguiendo el
protocolo de elaboracion de una dieta artificial para camardn, que consistié en una molienda
y tamizado de materias primas que fueron llevadas al mismo tamafio de particula (250
micras) para poder ser homogenizadas en la mezcladora y después afiadirle los aceites y el
aglutinante, permitiendo que se mezclaran hasta formar la pasta que fue peletizada y secada
a 60°C durante 12 horas.

La fitasa granular Ronozyme P5000 CT se adicioné en las dietas (T1 —Ts) junto con los
ingredientes secos. En la cual se incluyo6 0.5g de fitasa (2500 U) por kilogramo de alimento.
La fitasa granular RonozymeTMP5000 CT, es una enzima fitasa derivada de Peniophora
lycii y producida por fermentacion de un Aspergillus oryzae. El rango de actividad de la

enzimaesapH de 4 a7.
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Tabla 39. Formulacién de dietas para el bioensayo.

T2 T T3 T4 Ts Ts
Harina de Pescado 25 20 15 10 5
Pasta de canola 8 11 11 14 22
Pasta de soya 12 16 17 19 25
Concentrado proteico de soya (PROFINE)! 1 3 5 8 8
Harina de trigo 43.02 34.92 33.92 29.42 14.92
Aceite de pescado? 2 3 5 4 6
Lecitina de soya 2 2 2 2 2
Lisina 0.9 0.9 0.9 0.9 09 &
DL-Metionina 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 Q
Colesterol 0.1 0.1 0.1 0.1 01 3
Taurina - 1 1 1 2 S.
Betaina - 0.5 1 1.5 2
Premezcla de vitaminas y minerales® 1 1.6 2.1 2.3 2.9
Stay-C 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
CaHPO4 2.2 3.2 3.2 5 6.4
CMC 2 2 2 2 2
Fitasa Ronozyme* 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Total 100 100 100 100 100

*Los niveles de inclusion se expresan en gramos por cada 100 gramos (g/100g). *Profine E, Central Soya Inc., 70.40% de proteina.?Aceite de higado de bacalao
CEDROSA, *Rovimix® Roche. “DSM Ronozyme P5000 CT (5000 U/g).
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10.2.3.- Condiciones de manejo de los organismos

El dispositivo experimental constd de 36 tinas de 150 L de capacidad, a una densidad de 20
organismos por tanque, los cuales fueron mantenidos a una salinidad de 36 partes por mil,
temperatura de 28+1°C por medio de un enfriador marca Acuabone, y oxigenacion a
saturacion (6.50 + 0.50 mg/L) monitoreado por medio de un oximetro de la marca HACH
modelo hqd40. Los parametros fisicoquimicos (temperatura, salinidad y oxigeno disuelto)
fueron medidos dos veces al dia (7:00 y 19:00h). EI fotoperiodo fue de 12 horas de luz y 12

horas de oscuridad.

La calidad del agua se mantuvo por medio de diferentes filtros: filtro de arena de lecho
profundo, filtro UV, cartuchos seriados de 50 y 20 um, y un espumador. El agua se mantuvo

en un sistema de recirculacion..

10.2.4.- Alimentacidn

Los organismos fueron alimentados en 3 raciones diarias (7:00, 13:00 y 19:00 hrs). La racion
alimenticia se calculd a razén del 3% de su biomasa y a la cantidad de alimento no

consumido.

10.2.5.- Parametros evaluados

10.2.5.1- Supervivencia, crecimiento y SGR

» Lasupervivencia expresada en porcentaje (%) se obtuvo a partir de la diferencia entre

el nimero de organismos sembrados al inicio y los presentes al final del experimento.

Tasa de supervivencia= (nimero final/namero inicial) x 100.
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» EIl crecimiento se evalu6 comparando los promedios de pesos finales de cada

tratamiento.

» La biomasa se determind comparando la sumatoria de los pesos finales de cada

tratamiento.

» La tasa especifica de crecimiento (specific growth rate “SGR”) se calculd con la

siguiente férmula:

100 (In peso promedio final-In peso promedio inicial)/#dias.

10.2.5.2- Tasa de conversion alimenticia y tasa de eficiencia proteinica.

Los promedios de tasa de conversion alimenticia (TCA) y la tasa de eficiencia proteinica

(TEP) fueron calculados de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

TCA= alimento consumido (g) / ganancia de peso (g).

TEP = ganancia de peso (g) / proteina consumida (g).

10.2.5.3.-Determinacion de textura (resistencia al corte)

El anélisis de textura se determind en doce musculos de camarones (segundo segmento
abdominal) por tratamiento en estadio de intermuda. La medicion de textura se realizé en el
Laboratorio de Bioquimica, Inmunologia y Biologia Molecular de la UMDI-SISAI,
utilizando una prensa (Brookfield Texturémetro CT3) con una cuchilla de corte 1 mm en
forma de guillotina, y con una velocidad de avance de 25 mm/min permitiendo una

penetracion de 3 mm. El resultado se expresa en milijoules (mJ).
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10.2.5.4.- Indicadores de la respuesta fisiologica

10.2.5.4.1.- Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno (O2) se determind mediante un respirometro de sistema abierto,
utilizando 8 cdmaras respirométricas con capacidad de 450 mL, en las que se colocaron los
camarones individualmente, dejando una camara vacia que sirvié como cdmara control. Los
organismos que se utilizaron en la respirometria permanecieron en ayuno durante 24 horas
para lograr una mejor aclimatacion y disminuir el efecto de estrés por manipulacion. Después
de 24 horas de aclimatacion se determind en las primeras dos horas el consumo de oxigeno
de ayuno, por medio de un oximetro (OXY-10). Posteriormente, se alimentaron los animales
con la dieta correspondiente a su tratamiento y se determiné el consumo de oxigeno a cada

hora, el cual corresponde al consumo de oxigeno post-alimentario.

El consumo de O se determin6 por medio de las diferencias en la concentracion de Oz en el
agua de entrada y salida de las cAmaras, y conociendo la velocidad (constante promedio de 5

ml/ segundo) y temperatura (28°+ 1 C) (Rosas et al.,1999)

VO, = {([02] entrada-[O-] salida)*F}-{([O-] entrada control-[O2] salida control)*F
control}

Donde VO es el consumo de oxigeno expresado en miligramo de oxigeno por hora animal;
[O2] entrada, es la concentracion en mg por litro de oxigeno en el agua que entra a la camara
respirométrica; [O-] salida, es la concentracion en mg por litro de oxigeno en el agua que
sale de la camara respirométrica; F es la velocidad o flujo en el que pasa el agua a través de

la camara respirométrica expresada en litros por hora.
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De acuerdo con Rosas., (2003), la calorimetria permite estimar la energia canalizada en la
produccion de tejido, por lo que se obtendran valores en joules por gramo de peso seco por
muestra, el cual corresponde a las unidades expresadas de energia retenida (RE) en J dia™

animal™.

Para el andlisis se utilizaron 7 camarones por tratamiento, mismos a los que previamente se
les determino el consumo de O». Posteriormente, los camarones fueron sometidos a un
proceso de secado durante 24 horas a 60°C, macerado y pulverizado, y se hicieron pastillas
de aproximadamente 0.3 £ .05 g (3 réplicas por camaron). Se utilizé una bomba calorimétrica
de la marca Parr, la cual se introdujo en una cubeta de acero con 2L de agua destilada a una

temperatura de 2°C menos que la temperatura ambiente.

La formula para determinar el contenido de energia fue la siguiente:

Hg= {(AT°CW)-(el+e2) N} M

Donde:

Hg: Energia bruta de la muestra.

AT®C: Diferencia de temperatura entre T'CO y T'CX.
W: Constante para estandarizar.

el: Consumo de NaOH para titular.

e2: Diferencia entre alambre inicial y quemado.

N: Calorias estandar del alambre.

M: Peso pastilla.

Los valores de energia excretada (UE+ZE) fueron estimados de acuerdo a la ecuacion de

Bureau et al. (2000) que corresponde al 8% de la sumatoria de la energia retenida (RE).

UE+ZE= (RE+HeE+HIE)*0.08
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Donde:

UE+ZE: Excreciones no fecales.
RE: Energia retenida (crecimiento).
HeE: Energia basal.

HiE: Incremento caldrico.

0.08: Constante.

Los valores de energia perdida durante la muda (HXE) representan un 25% de la energia
retenida (RE), y se estimaron de acuerdo al método de Bureau et al. (2000), donde se utilizo

la siguiente férmula:

HXE=0.25*(RE)

Donde:
0.25: Constante.

RE: Energia retenida (crecimiento).

La energia perdida en la exuvia (SE) se calcul6 de la siguiente manera:

SE=0.03*(RE+HeE+HiE+HXE)}

Donde:

0.03: Constante.

RE: Energia retenida (crecimiento).
HeE: Energia basal.

HIE: Incremento calorico.

HXE: Energia perdida durante la muda.
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10.2.5.4.2.- Balance bioenergético.

El modelo del balance energético es un modelo en el que se integran diversas respuestas
fisiologicas con el principal fin de conocer los destinos de la energia ingerida, incluyendo
tanto los relacionados con el mantenimiento de las funciones bésicas, como los dirigidos al

mantenimiento de la homeostasis o la produccion de biomasa y gametos.

El crecimiento esta limitado por la fuente de energia y nutrientes (vitaminas y minerales) los
cuales se adquieren a través del alimento, el cual, en la mayoria de los casos es limitado. De
esta forma la relacion entre energia del alimento y crecimiento estara mediada por la relacién
entre costo y beneficio: Aquellos individuos que reciban los mayores beneficios después de
haber pagado los costos metabolicos necesarios para mantenerse vivos tendran la mayor masa
y energia por unidad de tiempo necesaria para ser llevada a la produccion de biomasa corporal

y la reproduccion (Rosas et al., 2000).

El valor del incremento calérico aparente (HIiE) de cada organismo se determind por la
diferencia entre el maximo valor de oxigeno consumido obtenido después de haber sido
alimentado y el valor del ayuno, ambos valores se transformaron a J animal* mediante el
coeficiente 14.3 J mg 02 (Lucas, 1996). Para transformar los valores de ayuno (HeE) a J
dial animal?, se multiplicaron por 24 horas, y los de incremento calérico aparente se

multiplicaron por tres debido a que los animales se alimentaran tres veces al dia.

Para determinar la energia digerible y el balance energético se utilizé la siguiente formula:

DE= RE + HeE + HiE + HxE + (UE + ZE) + SE

Donde:
DE: Energia digestible
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RE: Energia retenida (crecimiento)
HeE: Energia basal.

HiE: Incremento calorico.

(UE+ZE): Excreciones no fecales.
HXE: Energia perdida durante la muda
SE: Energia perdida en la exuvia.

10.2.5.5.- Actividad enzimética y concentracion de proteina soluble.

Teniendo conocimiento del equipo enzimatico, podemos deducir qué ingredientes podran ser

utilizados en la fabricacion de alimentos balanceados.

La tripsina y quimotripsina representan mas del 60% de la actividad protedsica del
hepatopancreas en los crustaceos peneidos. En conjunto, las enzimas digestivas que poseen
los camarones son capaces de hidrolizar una variedad de sustratos y varios factores estan
implicados en su regulacion, entre ellos se encuentran la dieta (Guzman et al. 2001), los
cambios ontogenéticos y el ciclo de muda (Fernandez et al. 1997)

Cadena, (2002) determino la mayor actividad de proteasas (tripsina y quimotripsina) en los
estadios C y DO, coincidiendo con la etapa donde el camardn blanco, Penaeus vannamei,

consume 18% mas alimento.

Por ello, se determiné la actividad enzimatica de los organismos mediante extractos del
hepatopancreas de los organismos (P. vannamei) en estadios C y DO sometidos a los
diferentes tratamientos (12 extractos por tratamiento). Los estadios de muda fueron
determinados mediante la observacion del desarrollo setal o setogénesis (Betancourt et al.,
1993). Posteriormente los hepatopancreas se almacenaron en microtubos Ependorff™

manteniéndose en nitrégeno liquido (-70°C) hasta la evaluacion.
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Los extractos de los hepatopancreas fueron preparados adicionando a cada microtubo 500 pl
de agua destilada y se homogenizaron sobre hielo por 30 segundos con un rotor a velocidad
de 4,000 rpm. Seguidamente se centrifugaron por 20 minutos a 14,000 rpm a 4°C. El
sobrenadante (extracto crudo) fue separado por decantacion, el cual se utilizé para medir la
concentracion de proteina soluble, actividad de tripsina y quimotripsina. El procesamiento
de las muestras se llevo a cabo manteniendo en todo momento las muestras a baja temperatura
para evitar la desnaturalizacion de las enzimas, y los extractos crudos y diluidos fueron

analizados inmediatamente.

La concentracién de proteina soluble se determiné utilizando el kit Micro Protein
Determination (BIO-RAD 500-0006) de Sigma, basados en el método de Bradford (1976).
Para la evaluacion de tripsina, se utilizd el método propuesto por Geiger y Fritz (1988)
empleando BAPNA (benzoil-arginina-p-nitro-anilida) (Sigma B7632) como sustrato en un
amortiguador Tris 0.1 M, pH 8. La tasa de hidrdlisis del sustrato se determind como el
incremento en la absorbancia en un espectrofotometro marca SPECTRONIC modelo 21D a
405 nm durante dos minutos, obteniendo la diferencia en absorbancia entre el primer minuto
y el segundo utilizando un coeficiente de extincion 405=1.021 molcm-! (Geiger, 1988).
Una unidad fue definida como la actividad correspondiente a 1 uM de p-nitro-anilida liberado
en un minuto. La actividad de quimotripsina se midié por el mismo método, utilizando
SAPPNA (succinil-alanina-2-prolina-fenil-p-nitro-anilida) como sustrato de la reaccion
(Geiger, 1988).

10.2.5.6.- Parametros bioldgicos de la hemolinfa.
Se evaluaron diferentes parametros fisiologicos en la hemolinfa de los organismos tratados
y controles, siendo estos parametros los siguientes: conteo total de hemocitos (CTH) y

presién osmatica (mOsm).

La hemolinfa de 120 camarones (20 organismos por tratamiento) en estadios C y D0 (200 pl)

fue obtenida por medio de la puncién del primer segmento abdominal con la ayuda de una
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jeringa (1 ml) y utilizando como anticoagulante una solucién isotdnica para camarén SIC-
EDTA (NaCl 450 mM, KCI 10 mM, HEPES 10 mM y EDTA 20 mM, Ph 7.3) a 8°C,
empleando proporciones iguales de anticoagulante y hemolinfa (Perez., 2005; Rosas et al.,
2012). Posteriormente, fue separado un volumen de 25 pl de hemolinfa para el conteo de
hemocitos totales y el remanente se centrifugo por 10 minutos a 800 g y 4°C, para obtener el
plasma para posteriores analisis.

10.2.5.6.1.- Conteo total de hemocitos (CTH).

El conteo total de hemocitos (CTH) fue determinado en 40 puL. de hemolinfa de cada
organismo. EI CTH se realizd utilizando un hemocitometro o un contador automatico de
células TC10 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

10.2.5.6.2.- Presion Osmética (mOsm).

La presion osmdtica se determind en 20 uL de hemolinfa, la cual se analiz6 en un micro-
osmoémetro “3 MO-PLUS: Advanced Intruments, Inc. USA” (Rosas et al., 2012).

El resultado se expresa en mOsm/Kg.

10.2.5.7.- Determinacion de superoxido dismutasa (SOD) .

La SOD se determin6 en 10 organismos por tratamiento (60 camarones) en estadio C y DO.
Para ello, la extraccidn de la SOD se realizé por rompimiento celular, donde se colocaron
100 mg de musculo de camaron congelado en un homogenizador mecanico conteniendo 0.5
mL de una solucién amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 7.8). El homogenizado obtenido
fue centrifugado a 57249 por 5 min a 4°C, y el sobrenadante recuperado fue calentado en

bafio Maria durante 5 min a 65°C. Se obtuvo un nuevo sobrenadante centrifugando por
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segunda ocasion el extracto crudo y se almacen6 a —20°C. Las muestras fueron mantenidas

en hielo durante todo el proceso de extraccion.

La actividad de SOD se determind mediante la tasa de inhibicion del porcentaje de reaccion
de la enzima con el sustrato colorante de tetrazolio y la xantina oxidasa utilizando un kit de
ensayo de SOD (Sigma, 19160), y se midio la absorbancia en un espectrofotémetro marca
SPECTRONIC modelo 21D a 450 nm despues de 20 min de tiempo de reaccion a 37 ° C. El
porcentaje de inhibicion se normaliz6 por mg de proteina y se representa como unidades de
actividad SOD.

10.2.5.8.- Calidad del alimento

10.2.5.8.1.- Analisis quimico proximal

Los alimentos fueron analizados en el Laboratorio de Nutricion del CINVESTAYV de acuerdo
alos métodos de la A.O.A.C. (1995). En donde, se determing por triplicado: humedad (estufa
a 60 °C durante 24 horas 0 hasta peso constante), proteina cruda (micro Kjeldahl), extracto
etéreo (Soxhlet), fibra cruda (hidrolisis sucesiva acido-base) y ceniza (mufla a 550°C durante
24 horas).

10.2.5.8.2.- Determinacion de estabilidad en el agua (Hidroestabilidad).

La estabilidad de los alimentos en el agua se determino siguiendo el protocolo de Ricque-
Marie et al., (2006) en Cruz-Suarez et al., (2006) con algunas modificaciones. Los alimentos
se pesaron en una balanza (1.0 g de cada alimento experimental por triplicado), y fueron

inmersos por 1 hora en agua marina (36 ppm) con temperatura (28°C) y agitacion constante
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(100 r.p.m). Posteriormente, se retird el exceso de agua de los tamices (#40), el alimento
residual se sec6 en una estufa con flujo de aire a 60°C por 48 horas 0 peso constante.

La formula utilizada para determinar el porcentaje de materia seca retenida (MSR) o

hidroestabilidad, es la siguiente:

Peso seco del alimento residual
Materia Seca Retenida (%) = -----------=-=--m-mmmmmmmm oo X100
Peso seco del alimento inicial

10.2.5.8.3.- Andlisis de dureza del alimento

La dureza del alimento se determind utilizando una prensa (Brookfield Texturometro CT3)
equipada con punzon cilindrico de 60 mm de diametro, y comprimiendo un pelet individual
(6 réplicas por tratamiento) hasta una compresion del 75% de su espesor original, a una
velocidad de avance de 25 mm/segundo (Cruz-Suarez et al., 2006). El resultado se expresa

en milijoules (mJ).

10.2.6.- Analisis estadisticos

La prueba estadistica que se aplicara para analizar los resultados de los parametros evaluados
fue un ANOVA de una via.

En todas las pruebas estadisticas se trabajo con una alfa 0.05. El anélisis estadistico se realiz6

con el paquete Statistical Analysis Software Program of SAS 2006.
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10.3.- RESULTADOS.

10.3.1.- Supervivencia, Crecimiento y SGR

En andlisis de varianza para la supervivencia indicd diferencias significativas (figura 9 y tabla
20) entre los tratamientos (P<0.05).

Supervivencia
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Tratamientos

Figura 9. Supervivencia promedio de los tratamientos (T1 — T6).

Los valores de pesos finales (g) y SGR analizados por medio del ANOVA no indicaron

diferencias significativas (tabla 20) entre los tratamientos (p>0.05).
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Tabla 20. Datos de supervivencia (%), ganancia de peso y SGR (Promedios + error
estandar).

T1 T T3 T4 Ts Te

Supervivencia 70.8 +4.9% 77.5+8.8% 850+4.5% 92.5+6.9° 82.5+9.4% 9].7+6.8°
Peso final (g) 7.47+1.9* 7.18+1.5* 7.31+1.6* 7.33+1.5* 6.97+1.6* 7.31+1.3°
SGR 1.78+0.1*  1.71£0.1*  1.75+0.1* 1.75€0.07*° 1.67+0.1*  1.73+£0.1?

*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

10.3.2.- Biomasa, TCAy TEP

En relacion a la biomasa, el ANOVA indicé diferencias significativas entre los tratamientos

(P<0.05), obteniendo los mayores valores con el T4y Te (ver Figura 10 y tabla 21).
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Figura 10. Biomasa promedio de los tratamientos (T1 — T6).
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Los promedios de tasa de conversion alimenticia (TCA) y la tasa de eficiencia proteinica
(TEP) evaluados mediante el andlisis de varianza indicaron diferencias significativas entre

los tratamientos (P<0.05), ver tabla 20.

Tabla 21. Datos de biomasa, TCAy TEP (Promedios + error estandar).

T T2 T3 Ty Ts Ts
Biomasa (g) 89.6 +£10.2% 89.7 £9.9° 99.9 +9.4%® 119.7+8.4* 105.6+13% 126.6 £17.5¢
TCA 7829 83+37 46+13 31+04 41+18 22+08
TEP 0.3+0.1  0.34+£0.1 0.55+0.1 08+0.1 0.6+0.1 1.1+ 0.3

*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

10.3.3.- Textura

El ANOVA, para el andlisis de textura (resistencia a la penetracion), no indico diferencias
significativas entre los tratamientos (p>0.05). Los promedios de milijoules (mJ) obtenidos

en el analisis de textura de los tratamientos (T1-Ts) Se muestran en la tabla 22.

Tabla 22. Datos de textura (resistencia al corte) (Promedios + error estandar).

T1 T, Ts Ta Ts Ts
Textura (mJ) 79.4£12.1* 73.5+¢13.1* 81.3+13.1* 78.84£21.9* 69.7£10.1* 74.5+£12.0%
*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

10.3.4.- Balance bioenergético

En lo que respecta a los valores de energia basal (HeE) y de incremento de calor aparente
(HIE) el ANOVA no indico diferencias significativas (tabla 23) entre los tratamientos
(p>0.05). No obstante, el analisis estadistico indicé diferencias significativas entre los

tratamientos (P<0.05) para el factor de la energia retenida (RE).
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Tabla 23. Balance bioenergético (Promedios * error estandar).

ED HeE HIE UE+ZE RE SE HXE
T. 83+04 6.7£0.9% 0.8£0.3%° 0.6+£0.04* 0.4+0.1% 0.2+£0.01* 0.1+ 0.09?
T, 55+24 4.2+1.9% 0.6+0.4° 0.40.1* 0.3+0.1* 0.20.06*  0.1+0.003*
Ts 6416 4.4+1.4% 1.1+0.1° 05x0.1% 0.3+0.0%® 0.2£0.04* 0.1+0.0%
T, 46212 29+0.92% 009+0.2° 0.3x0.0° 0.3+0.009° 0.1+0.03* 0.1+0.002"
Ts 58+1.3 3.8£2.0® 1.4+1.1° 0.4%0.1* 0.3+0.01® 0.2#0.03* 0.1+0.003°
Te 7524 6.3+2.8% 0.5+0.42 0.6x0.1* 0.3+0.02®® 0.2+0.07% 0.1+0.007 2

*Los valores se presentan en Kj dia? animal-‘**Letras iguales no indican diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0.05).

En la figura 11 se representan los porcentajes

(%) de distribucion de energia de los

organismos alimentados con los tratamientos (Ti-Te). Los mayores valores de energia

canalizada al crecimiento o0 RE fueron obtenidos en el T4 con el 6%, y el mayor HiE se

determind en el Ts.
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Figura 11. indice del reparto bidenergético en juveniles de P. vannamei.
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10.3.5.- Proteina soluble, actividad especifica de la tripsina y la quimotripsina.

En latabla 24 se presentan los valores promedios obtenidos para la concentracion de proteina
soluble en los tratamientos (T1-Te), los valores se expresan en mg/g de tejido de glandula
digestiva (mg/g GD). Los cuales no presentaron diferencias significativas (p>0.05) al ser

analizados estadisticamente.

Tabla 24. Promedios de concentracion de la proteina soluble + error estandar.

T1 T2 T3 Ty Ts Ts

Proteina soluble  15.4+1.1* 14.2+4.4* 15.0+3.2* 15.49+7.3* 13.1+9.3* 11.6+4.3*
*Los valores se presentan en mg/g de tejido de glandula digestiva (mg/g GD).

En lo que respecta a la actividad especifica de la tripsina proveniente del hepatopancreas de
los juveniles de P. vannamei, el ANOVA no indicé que hubo un efecto significativo por
accion de la dieta (p>0.05), ver tabla 25. No obstante, se presentd un ligero aumento de la

actividad especifica de la tripsina en el tratamiento 5.

De igual manera, el andlisis estadistico de los valores de actividad de la quimotripsina
hepatopancreética no indicé diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos. En la
tabla 24 se presentan los valores promedios obtenidos para la actividad de quimotripsina en
estadios C y DO.

Tabla 25. Promedios de actividad de tripsina y quimotripsina (Promedios + error estandar).
T1 T Ts Ta Ts Ts

Tripsina 5.3£2.0*  6.2£2.0° 6.3£1.0* 5.3+1.6* 12.6+4.8* 7.4+0.9°

Quimotripsina 16.8+£3.3% 8.4+2.8* 23.8+7.4* 14.844.8* 15.7£3.9* 10.0+3.8*
*Los valores se presentan en U/g de tejido de glandula digestiva (U/g GD).
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10.3.6.-. Conteo total de hemocitos (CTH) Y Presion Osmdtica (mOsm).

En latabla 26 se muestran los valores promedios obtenidos del CTH y mOsm en la hemolinfa
de los juveniles de P. vannamei alimentados con los diferentes tratamientos. EIl ANOVA
para la concentracion de hemocitos en la hemolinfa no indico diferencias significativas entre
los organismos alimentados con las dietas experimentales y el alimento comercial (p>0.05).
Asi mismo, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre la

mOsm de los tratamientos evaluados.

Tabla 26. Promedios del CTH y mOsm (Promedios + error estandar).

CTH (10x°) Presion Osmdtica (mOsm/Kg)
T1 23+0.7° 890.0 £ 31.42
T2 2.4+0.5% 922.5+£55.9?
Ts 2.6+0.32 907.0 £33.4°
Ts 2.4+£0.2% 900.5 +£23.4*
Ts 2.9+ 0.6° 896.8 £ 35.6%
Ts 2.3+0.6% 918.3 £22.4%

*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

10.3.7-. Superdxido dismutasa (SOD) en musculo de camaron

Los valores de la actividad SOD fueron evaluados mediante el ANOVA, e indico diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos (p<0.05). La actividad de SOD mas baja se
presentd en el T2 con un valor de 8.1, en comparacion del 11.6 del Te (ver tabla 27 y figura
12).

Tabla 27. Promedios de actividad SOD (Promedios * error estandar).

T1 T, T3 Ts Ts Ts
SOD 8.4+1.3 8.1+ 2.2% 9.9+1.2° 9.5+1.8" 9.1+1.0 11.6+ 1.1°
*Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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Figura 12. Actividad SOD (T1 - T6).

10.3.8.- Calidad del alimento

10.3.8.1 Anélisis quimico proximal

En la tabla 28 se muestra la composicion quimica proximal de las dietas experimentales.

Tabla 28. Composicion proximal de los alimentos experimentales

Ty T2 Ts Ta Ts Te
Proteina 33.81 35.21 34.58 35.73 36.11 36.11
Fibra 3.07 2.85 2.53 3.32 4.65 3.73
Grasas 6.86 6.87 7.78 6.09 7.75 7.5
Cenizas 8.64 9.01 8.64 10.34 11.18 9.24
Humedad 5.62 6.38 4.89 6.34 5.84 5.84

Los resultados se expresan en %.
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10.3.8.2.- Determinacion de estabilidad en el agua (Hidroestabilidad).

En la tabla 29 se muestran los valores promedios obtenidos en el andlisis de la materia seca
retenida (MSR) o hidroestabilidad del alimento. EI ANOVA, para la MSR no indicé

diferencias significativas entre las dietas experimentales y el alimento comercial (p>0.05).

Tabla 29. Datos de MSR (Promedios + error estandar).
Ty T, T3 Ta Ts Te
MSR  87.3+10.1% 838.9 +£12.3% 89.2 +9.09? 88.1 +10.2% 84.9+8.6% 92.0+6.1%

*Los resultados se expresan en %. **Letras iguales no indican diferencias significativas entre
los tratamientos (p<0.05).

10.3.8.3.- Andlisis de dureza del alimento.

El ANOVA para el grado de dureza o compresion del pelet indico diferencias significativas
(p<0.05) entre el alimento comercial y los tratamientos T, T2, T4 y Ts El tratamiento tres

presentd un rango de compresion cercano al del alimento comercial, ver tabla 30.

Tabla 30. Datos de dureza de los alimentos (Promedios * error estandar).
T, T, Ts Ta Ts Ts
mJ 345+£93 36+212 195+7.7 358+6.4 479+79 156+10.1

*Los resultados se expresan en .mJ. **Letras iguales no indican diferencias significativas
entre los tratamientos (p<0.05).
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10.4.-DISCUSION.

Las harinas vegetales han sido evaluadas como una estrategia a la sustitucion parcial y/o total
de la harina de pescado utilizada en la alimentacion de diversos organismos acuaticos (Olvera
et al., 2000; Oujifard et al., 2012). Los resultados alcanzados y el nivel de inclusién han
dependido de la especie, la talla del organismo y los habitos alimenticios (Davis et al. 2002).
En el presente trabajo se evaluaron cinco niveles de sustitucion de la harina de pescado por
fuentes vegétales (Soya y Canola), obteniendo resultados positivos en los diferentes
parametros evaluados. Resultados similares son reportados por Olimpia et al., (2007), cuando
camarones peneidos son alimentados con fuentes vegetales en un nivel sustitucion de 11 al
50% de la harina de pescado. No obstante, la mayoria de los bioensayos son contrastados con
una dieta control elaborada en las mismas instalaciones, sin considerar las caracteristicas

(dureza, lixiviacion, tamafio de particula) propias de un alimento comercial.

La presente investigacién ha demostrado la factibilidad de alimentar juveniles de P.
vannamei con diferentes niveles de harina de pescado (25, 20, 15, 10, 5 %) en dietas a base
de soya y canola, e inclusion de fitasa Ronozyme para mitigar el efecto negativo del acido
fitico presente en las fuentes vegetales. Los resultados muestran que las ganancia de peso no
se vieron afectados por el nivel de sustitucion de la harina de pescado, ebteniende-un-pese
promedio-de7.2+1.6-g. De igual forma, Alvarez (2015) no report6 un efecto negativo
cuando juveniles de Litopenaeus schmitti fueron alimentados con dietas con 75% de
remplazo de harina de pescado por harina de soya, y Oujifard et al., (2012) indicaron que
dietas con 50% de harina de arroz promovieron el crecimiento de P. vannamei superando al
tratamiento control. Sin embargo, la ganancia de peso promedio semanal de nuestro estudio
fue de .54 £ 0.2 g, inferior a lo obtenido por Foster y Dominy (2002), los cuales determinaron
que juveniles de P. vannamei alimentados con dietas vegetales enriquecidas con metionina
presentan una tasa de crecimiento de 1 g/semana. La baja ganancia de peso semanal obtenida
en el ensayo no deberia ser atribuida al efecto dieta, ya que incluso los organismos del
tratamiento seis (alimento comercial) se mantuvieron en el mismo margen de ganancia de

peso. Lo cual, hace pensar que la densidad utilizada (20 organismos/tina) en el bioensayo es
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el factor limitante en el crecimiento, al representar una densidad equivalente a 71
camarones/m2 misma que es utilizada en los sistemas de cultivos intensivos. Por otro lado,
Ambasankar et al., (2006) reporta que altos niveles de suplementacidn de fosforo suprime el
crecimiento, aumenta la tasa de conversion alimenticia e incrementa de manera lineal la

excrecion de P conforme aumente mas del nivel 6ptimo (1%) requerido en P.monodon.

En los antecedentes (tabla 2 y 3), se establecio que la supervivencia de camarones peneidos
alimentados con fuentes vegetales (soya y canola) no se ve afectada con respecto a la dieta
control. No obstante, en nuestros tratamientos se obtuvieron diferencias en los indices de
supervivencia. En donde, el tratamiento con 25 % de harina de pescado presentd los indices
mas bajos (70.8 %), en comparacidn con el 92.5 % de supervivencia obtenida en la dieta con
10 % de proteina animal marina. Estos resultados difieren a los reportados por Samocha et
al., (1997) con un 95% de supervivencia cuando los camarones fueron alimentados con un
extruido de soya, y los de Chorn y Warren (1989) al sustituir del 20 al 100% la proteina
animal (anchoveta) por proteina vegetal (soya) en dietas para P. vannamei, y mantener una
supervivencia entre el rango de 86.7 y 98.3 %. La supervivencia de los organismos
alimentados con la dieta comercial (Te) fue de 91.7%, permitiendo suponer que en términos
generales los juveniles de Penaeus vannamei alimentados con 10 % de harina de pescado en
dietas a base de proteina vegetal presentaron buenas condiciones de salud durante el periodo

experimental.

En ese mismo contexto, Rosas et al., (2000) reportaron que aquellos individuos que reciban
los mayores beneficios después de haber pagado los costos metabdlicos necesarios para
mantenerse vivos tendran la mayor masa y energia por unidad de tiempo necesaria para ser
llevada a la produccion de biomasa corporal. Lo cual es concordante con los resultados del
T4, en donde, ademas de presentar los mejores indices de supervivencia (92.5 %) se presento

la mayor biomasa (119.7g) de los tratamientos experimentales.

Desde un punto de vista del balance bioenergético, se puede establecer que el tratamiento T4
mostré un mayor porcentaje (6%) de energia canalizada al crecimiento (RE), a diferencia del

T1. Por otra parte, los valores HeE obtenidos en este estudio, reflejan que el Ts mostr6 un
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menor requerimiento de energia porque los camarones presentaban una tendencia de menor
talla, a diferencia del Te, donde los camarones eran mas grandes; por lo tanto, HeE de este
ultimo fue superior a los valores en los distintos tratamientos. Asi mismo, el HIiE revel6 que
la baja inclusién de harina de pescado (5%) y los altos niveles de fitato provenientes de las
harinas vegetales en el Ts provocaron un mayor requerimiento de energia (22%) para
metabolizar los nutrientes, en comparacion con los T1 a T4 que requirieron menor energia,
debido a la menor proporcion de fuentes vegetales y misma dosis (.5 g/kg alimento) de fitasa
Ronozyme. EI menor valor de HIE (7%) se obtuvo en el Ts, esto pudo ser debido a la baja
concentracion de ingredientes vegetales y a los procesos propios de la fabricacion de un
alimento comercial. Diaz et al., (2012) indicaron que organismos de Cherax quadricarinatus
alimentados con proteina animal presentaron un mayor ICA y una menor RE en comparacion
con los tratados con proteina vegetal (38% soya y 14% de zanahoria como sustrato vegetal).
Por otro lado, Suérez et al., (2012) no reporto diferencias en los indices de HeE y HiE cuando
los camarones eran alimentados con diferentes fuentes y niveles de proteina vegetal. Beamish
&Trippel (1990) en Valdez et al., (2008) mencionan que los factores que modifican la
magnitud del incremento aparente de calor, resultado de la ingestién de alimento, dependen

de la naturaleza de la dieta, el tamafio, la racion y la composicién quimica del alimento.

En general, la mayoria de los bioensayos realizados para evaluar diversas fuentes y niveles
de sustitucion de la harina de pescado estan basados en el efecto sobre los parametros
zootécnicos (crecimiento, supervivencia y SGR), sin considerar si el sistema inmune y

calidad del musculo se ven comprometidos.

Velurtas et al., (2001), reportaron que la calidad y el tipo de proteina es esencial en la
nutricion de los camarones peneidos al influir de manera directa en el crecimiento, regulacion
y presion osmatica. Asi mismo, Rosas et al., (2002) establecieron que la variacion de los
nutrientes en un alimento se ve reflejado en la hemolinfa, permitiendo ser un buen indicador
general del estado fisioldgico del organismo. Ademas, la hemolinfa es el primer componente
involucrado en los mecanismos de defensa de los crustaceos (Pascual et al., 2003; Velurtas
et al., 2011). Nuestros resultados, indicaron que el sistema inmune evaluado mediante el

conteo total de hemocitos (CTH), SOD (Superdxido dismutasa) y presion osmatica (mOsm)
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no se ve afectado ante la sustitucion de la proteina animal por proteina vegetal. Resultados
contrarios son reportados Rodriguez et al., (2000) al reportar cantidades de hemocitos
decrecientes por efecto de la dieta, y por Olmos et al., (2011) al establecer que existe un
aumento de la concentracion de hemocitos cuando los organismos son alimentados con soya
y CHO (2.02 x 10") en comparacion de los tratados con una dieta comercial (9.63 x 10°),
sefialando que la presencia de factores antinutricionales en la harina de soya pudiera

obstaculizar la digestion y absorcion de la proteina.

Pascual et al., (2004) sefialaron que la funcionalidad del sistema inmune es afectada por la
proteina en la dieta, incrementando la concentracién de hemocitos en los camarones. Asi
mismo, Chiu et al. (2007) en Villamil & Martinez (2009) informaron que complementos
alimentarios aumentaron el estallido respiratorio y la actividad de SOD, lo que contribuyé a
su resistencia ante el infecciones experimentales de Vibrio alginolyticu. Sanchez et al.,
(2013) establecieron que un aumento de la actividad de SOD en postlarvas de P. vannamei
indica la estimulacion del sistema inmune. Lo cual, permite pensar que las dietas cubrieron
los requerimientos nutricionales de los organismos, y que la inclusién de fitasa Ronozyme
elimina o disminuye el efecto adverso del fitato u otros factores antinutricionales de la soya
y canola. Von et al., (2015), llegaron a una conclusion similar, al realizar un estudio con
diferentes niveles de fitasa (1000-2000 FTU/Kg) en dietas vegetales para Psetta maxima L.,
indicando que la suplementacion de fitasa en dietas ricas en proteina vegetal aumenta el
crecimiento, la digestibilidad y utilizacion de los nutrientes al igual que minimiza la emision

de nutrientes al medio.

Rutherfurd et al., (2012) reportaron que principalmente el fosforo y los aminoacidos son los
nutrientes que aumentan su digestibilidad en presencia de las fitasa exdgenas. Por otra parte,
Romero-Nufiez et al., (2009) indicaron un efecto positivo de la fitasa en la digestibilidad de
las proteinas, pero no pudo ser correlacionado con la actividad de las enzimas (Tripsina y
Quimotripsina). El incremento de actividad de la tripsina al usar ingredientes vegetales se ha
atribuido al contenido del inhibidor de tripsina, al ocasionar una sobreproduccion de esta
enzima, Fonema (1996). En cuanto a la quimotripsina, Le Moullac et al., (1994) indican que

su actividad no se ve afectada por el nivel de proteina, pero si por la fuente de proteina.
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Nuestros resultados no mostraron un efecto por el factor dieta y fitasa en la concentracion de
la proteina soluble, actividad especifica de la tripsina y quimotripsina. Siendo contarios a los
resultados obtenidos por Rivas (2006) al determinar una relacion proporcional de estas
enzimas Yy la inclusion de harinas vegetales en dietas para P. vannamei, en donde la tripsina
aumento y quimotripsina disminuyo significativamente. Asi mismo, Nolasco & Villasante.,
(2000) al evaluar la actividad de proteasas generales, tripsina y quimotripsina, indicaron que
no hubo diferencia entre organismos de camarones peneidos alimentados y organismos
mantenidos en ayuno. Lo anterior fue atribuido por los investigadores al no considerar el
estadio de muda de los organismos utilizados para la determinacion de la actividad

enzimatica.

Sin duda, la correcta formulacion de un alimento permite un adecuado desarrollo del
organismo, e influye en no solo los procesos digestivos y el sistema inmune, sino también la
formacion de nutrientes especificos y la bioacumulacion de compuestos, los cuales influyen
en la calidad del mdsculo (Haard, 1992). La textura (firmeza o resistencia al corte) del
musculo de los organismos marinos es un importante atributo sensorial que determina la
calidad o aceptacion de los productos con alto valor comercial (Tamarit., 2008), y esta
relacionada con la calidad de proteina alimentaria y su influencia sobre las proteinas
estromales (colageno) (Ezquerra et al., 2004). El estudio no reflejo diferencias en la calidad
del musculo, independientemente del nivel de sustitucion y tipo de proteina. De igual forma,
Palma (2015) no report6 diferencias significativas en el perfil de textura al comparar
camarones de P. vannamei alimentados con dos fuentes de proteina animal marina (harina
de pescado o Callo de hacha “Atrina maura”). Galindo (1999) establece que las fuentes
proteinicas de origen animal o vegetal pueden ser utilizadas indistintamente, siempre y

cuando se logre un balance adecuado entre los diferentes nutrientes.

Cruz et al., (2000) indicaron que la relacién proteina animal/vegetal en la dieta es
determinante para la estabilidad del alimento, concluyendo que en los alimentos con 30% de
proteina, en su mayoria proteina animal (60/40), la estabilidad de los alimentos fue
significativamente mejor con 3.6 % en promedio de perdida de materia seca (PMS). Lo
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anterior fue atribuido a la proporcion de Ca (proveniente de la harina de pescado) y de trigo
en el alimento, ya que el Ca funciona como un agente polimerizante formador de gel y el
trigo como aglutinante. Nuestros resultados (91% en promedio de MSR) difieren de lo
anterior, al no reflejar un efecto entre la hidrosestabilidad y el nivel de remplazo de la harina
de pescado o sus equivalentes en relacion proteina animal/vegetal (54/46, 40/60, 31/69, 20/80
y 8/92). Sin embargo, los pellets de las dietas experimentales presentaron un mayor indice

de dureza o resistencia a la compresion en comparacion con el alimento comercial.

En conjunto, los resultados obtenidos permiten establecer que juveniles de P. vannamei
pueden ser alimentados con dietas a base de fuentes vegetales tratadas con fitasa, permitiendo
sustituir el uso de la harina de pescado y minimizando la excrecion de fésforo fitico. La falta
de atractabilidad atribuido a los altos niveles de inclusion de fuentes vegetales en las dietas,
puede ser solucionada mediante el uso de la betaina. Mercan (2014) reporta que la adicion
de betaina en la dieta de camarones, permite un incremento en el crecimiento y eficiencia
alimenticia. Penaflorida y Virtanen (1996) indican que las propiedades osmoprotectoras y

metabolicas de la betaina, aumentan la palatabilidad y el crecimiento en Penaeus monodon.
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10.5.- CONCLUSIONES.

e La inclusion de fitasa Ronozyme P5000 CT en dietas vegetales (pastas de soya y
canola) enriquecidas con fésforo inorganico (Premix y CaHPO.) e incorporacion de
betaina como atractante, no repercutié de manera negativa en el crecimiento e

indicadores inmunolégicos (CTH, SOD y mOsm).

e La inclusién de fitasa (Ronozyme) en la dieta con el 10% de harina de pescado e
inclusion de soya y canola favorecio la supervivencia y los indices de biomasa de los

camarones juveniles de P. vannamei.

e La inclusion de Ronozyme en las harinas vegetales (soya y canola) no afect6 la
concentracion de proteina soluble presente en el hepatopancreas del camarén P.
vannamei. De igual manera, la actividad especifica de la tripsina y quimotripsina no

reflejaron un efecto negativo.

e LaHeE y HiE del balance bioenergético no reflejoé un efecto negativo por la inclusion
de fitasa Ronozyme. Los mayores valores de RE fueron obtenidos en la dieta con el

10% de harina de pescado e inclusion de soya y canola.

e Los camarones de P. vannamei en etapa juvenil tiene la capacidad de aprovechar de

una manera eficiente los nutrientes de las harinas de soya y canola tratadas con fitasa,

sin verse afectada la calidad del musculo.
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XI. CONCLUSIONES GENERALES

La inclusion de fitasa por el método de pretratamiento con FTEII y/ o la inclusion
directa de Ronozyme en dietas a base de harinas de soya y canola, facilitd la
biodisponibilidad de fosforo y proteinas que forman complejos con el fitato,
representando asi una dieta viable para el cultivo de juveniles de P. vannamei. Sin
embargo, debido a la disponibilidad en el mercado y la practicidad en la elaboracion

del alimento se opta por el uso de la fitasa Ronozyme.

El fésforo producto de la hidrolisis del fitato en las harinas vegetales no sustituye la
incorporacion del fosforo inorgénico en las dietas libres de harina de pescado para los

juveniles de P. vannamei.

Los juveniles de P. vannamei pueden ser alimentados con una dita alterna a la
comercial (Api camaron), ya que tienen la capacidad de aprovechar de una manera
eficiente los nutrientes de las dietas vegetales tratadas con fitasa, enriquecidas con

fésforo inorgénico (Premix y CaHPO4) e incorporacion de betaina, como atractante.

Se recomienda realizar un analisis bioeconémico, y evaluar la cantidad de fosforo

liberado en el medio de cultivo de los distintos tratamientos
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XI11. ANEXOS

ANEXO 1. METODO DE AIA

Método de Acid Insoluble Ash (Cho and Slinger, 1979) usando como marcador la zeolita
(Cuzon, 1998).

1. Se pesan las cépsulas (C) de porcelana y se registra cada uno de ellos.

2. A continuacién se muelen las muestras de heces (H) y alimento (S) finamente.

3. Se pesan C + S 0 H y se registran los valores.

4. Se colocan las muestras en la estufa de desecacion a 60 °C durante 24 hrs. a
continuacidn se vuelven a pesar y se toman los pesos secos verdaderos.

5. Se calcula el % de humedad existente en las muestras.

6. A continuacién las muestras son colocadas en una mufla a 500 °C durante 4 horas.
7. Se colocan las muestras en un desecador y se espera que alcance la temperatura
ambiente.

8. Se pesan nuevamente y se registran los pesos.

9. Se calcula el % de cenizas.

10. A continuacion la cenizas son colocadas (de manera individual) en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml y se agregan 100 ml de HCI al 4 M (en campana de extraccion).
11. El matraz se pone a hervir durante media hora (en campana de extraccion).

12. Después el contenido del matraz es filtrado en papel Waltman No. 40 libre de
cenizas con ayuda de un matraz Kitasato o con una cdmara de filtrado.

13. Los papeles seran colocados en la capsula de porcelana original de la muestra
correspondiente.

14. Seguidamente se colocan las muestras en la mufla a 500 °C durante toda la noche.
15. Por ultimo se colocan las muestras en un desecador a la espera de que se alcancen
la temperatura ambiente, se pesan y se registran los valores.

16. Calcular el % de zeolita de la muestra.
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ANEXO IlI. DETERMINACION DE FOSFORO EN ALIMENTO Y HECES DE
CAMARON.

Principio

En este método se agrega una solucién de molibdato-acido ascorbico a la dilucion de las
muestras obtenidas para reducir el complejo &cido y formar un complejo azul
[(M0O2*4M003)2*H3P04] entre el fosfato y el molibdato de amonio en presencia acido
ascorbico como agente reductor. La intensidad del color azul es medida en un

espectrofotometro de Microplaca 800 nm.

Soluciones requeridas

a) Acido hidroclorhidrico concentrado

b) Acido sulfarico concentrado

c) Solucion de molibdato de amonio (Na2MoO4*2H>0): Mezclar 140 ml de &cido
sulfarico con 300 ml de H20 en un matraz volumétrico de 500 ml. Enfriar a temperatura
ambiente y agregar 12.5 g de molibdato de amonio. Completar el volumen con H-O.
Mezclar bien.

d) Acido ascorbico: Disolver 5 g de &cido ascorbico en H20 en un matraz de 100 ml.
Completar el volumen con H20. Mezclar bien.

Nota: Preparar las soluciones el mismo dia que se vayan a usar.

e) Solucion de molibdato-acido ascorbico: Inmediatamente antes de usar, agregar 25
ml de la solucién de molibdato de amonio y 10 ml de acido ascorbico y diluir con agua
en un matraz volumétrico de 100 ml. Mezclar bien.

f) Solucién estandar de fosfato: Secar fosfato de potasio dihidratado o trihidratado
(KH2PO4) durante el tiempo necesario hasta lograr peso constante. Pesar exactamente
0.136 g y aforar a 100 ml con agua destilada.
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g) Curva de calibracion (0.0625, 0.125, 0.250, 0.500, 1.000 mg/L P): Agregar 10 ml
de la solucion estandar de fosfato en el tubo marcado con 1.000 mg/L P, al resto de
los tubos se debe agregar 5 ml de agua destilada. Transferir 5 ml del tubo con estandar
al tubo que le antecede, y hacer lo mismo de manera escalonada hasta tomar del
altimo tubo 5 ml, los cuales deberan desecharse. Al final, los tubos deben quedar con
un volumen de 10 ml; agregar finalmente a cada tubo 0.5 ml de la solucion molibdato-

acido ascadrbico y esperar 60 minutos para realizar la lectura.

Procesamiento de las muestras
Fésforo total

Pesar 200 mg de muestra a procesar y meter a mufla a 550°C durante 2 horas, colocar en un
desecador para enfriar las muestras. Agregar 2 ml de &cido clorhidrico en el crisol con cenizas
y verter cuidadosamente en un matraz volumétrico de 100 ml, enjuagar el crisol con 10 ml
de agua destilada calentada previamente a 80 °C, con el fin de arrastrar las cenizas que puedan

quedar en el crisol; aforar el matraz con agua destilada.

Tomar 1 ml de la solucién madre y colocar en un tubo de ensayo y agregar 9 ml de agua
destilada para obtener un volumen final de 10 ml. Agregar finalmente 0.5 ml de la solucion

de molibdato-acido ascorbico y esperar 1 hora para realizar la lectura.

Fésforo libre

Pesar 200 mg de muestra y colocar en tubos CORNING® y agregar 10 ml de agua destilada.
Dejar en agitacion constante durante 12 horas para permitir que las muestras se disuelvan
perfectamente y lograr la mayor cantidad posible de ortofosfato. Posteriormente, centrifugar
las muestras a 5000 RPM durante 10 minutos y tomar 2 ml de sobrenadante y

colocarlos en tubos Eppendorf® para centrifugar nuevamente a 13,000 RPM por 10 minutos
mas.

A continuacion, tomar 1 ml del sobrenadante final obtenido y colocar en un matraz

volumétrico de 100 ml y aforar con agua destilada. Tomar ahora 5 ml de la solucién madre
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obtenida y agregar 0.5 ml de la solucién de molibdato-acido ascérbico y esperar 60 minutos

para realizar la lectura.

Determinacién

Transferir las soluciones finales obtenidas a una placa para lector de ELISA (por triplicado
para los valores de la curva y para las muestras a procesar), agregar un blanco con agua
destilada también por triplicado para restar su absorbancia con la de las muestras procesadas
para asi obtener la absorbancia final de cada muestra. Hacer la medicién en el
espectrofotdmetro con una absorbancia de 800 nm.

Si la absorbancia de las muestras procesadas excede la absorbancia obtenida en 1.000 mg

P/L, hacer una dilucién de la muestra para repetir la lectura.

Célculos

Calcular la concentracion de fosforo en las muestras procesadas utilizando la siguiente

férmula;

Fésforo, g/100 g= 100 x [(V2/V1) x P]/W

Donde:

V1: Volumen de la solucion usada en la reaccion de color (ml).

V2: Volumen del matraz volumétrico que contiene la muestra de cenizas (100 ml).

P: Cantidad de fosforo a partir de la curva estandar correspondiente a la absorbancia de la
muestra (mg).

W: Peso de la muestra utilizada (mg).
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