





1080073240



A
h

L \

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON ,

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS +5.<*
DIVISION DE ESTUDIO DE POSTGRADO.*_

i -'l"l_,'l:. e,

EFECTO DE HARINAS DE PESCADO CON DIFERENTE SCORE
BIOTOXICOLOGICO SOBRE EL CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA
DEL CAMARON BLANCO P. vannamei

TESIS

Que como requisito parcial para obtener el
grado de Maestro en Ciencias con Especialidad en
Recursos Alimenticlos y Produccién Acuicola

PRESENTA

ING. MIREYA TAPIA SALAZAR

SAN NICOLAS DE LOS GARZA ,N. L.
DICIEMBRE DE 1996






UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULDAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS - *°

EFECTO DE HARINAS DE PESCADO CON DIFERENTE SCORE
BIOTOXICOLOGICO SOBRE EL CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA
DEL CAMARON BLANCQO P. vannamei.

TESIS
:Que como requisito parcial para obtener el grado de

Maestro en Ciencias con Especialidad en
Recursos Alimenticios y Produccién Acuicola

PRESENTA

ING. MIREYA TAPIA SALAZAR

H. COMISION,DE TESIS

i

DRA. LUCIA ELJZABETH CRUZ SUAREZ
PRESIDENTE Y DIRECTOR

IS RICQUE MARIE.
SECRETARIO Y CO-DIRECTOR

—

DR. RAHIM FOROUGHBACKHCH
VOCAL




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULDAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIO DE POSTGRADO

EFECTO DE HARINAS DE PESCADO CON DIFERENTE SCORE
BIOTOXICOLOGICO SOBRE EL CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA
DEL CAMARON BLANCO P. vannamei.

TESIS
Que como requisito parcial para obtener el grado de
Maestro en Ciencias con Especialidad en
Recursos Alimenticios y Produccién Acuicola
PRESENTA

ING. MIREYA TAPIA SALAZAR

ASESORES EXTERNOS

DR. IAN H. PIKE

M.V.Z. MONICA GALLEGUILLOS.



EL IDEAL

El ideal no es algo que se piensa, ni
siquiera que se sienta.

Es algo que se construye con pedazos
que se arrancan de la propia
felicidad.

Algo por lo que hay que sufrir, llorar

El fracaso no existe para el que nunca
se ha dado por vencido.

Fijate en la hormiga, observa sus
costumbres y aprende a ser sabio.

No digas “es imposible”, di

y a caso, incluso sangrar..... solamente “ no lo he intentado
todavia”.
S6lo el que tienen un ideal tiene una
razén para vivir.
NO DESISTAS

Cuando vayan mal las cosas como a
veces suelen ir.

Cuando ofrezca tu camino sélo
cuestas que subir.

Cuando tengas poco haber, pero
mucho que pagar,

y precises sonreir aun teniendo que
llorar.

Cuando ya el dolor te agobie y no
puedas ya sufrir,

descansar a caso debes; pero nunca
desistir.

Tras la sombra de la vida, ya
plateadas ya sombrias,

puede bien surgir el triunfo: no el
fracaso que temias.

Y no es doble tu ignorancia figurarse
cuan cercano,

puede estar el bien que anheles

y que por mas que en la brega tengas
que sufrir.

iCuando todo este peor mas
debemos insistir!
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RESUMEN

La harina de pescado (H.P.) es uno de los ingredientes mas importantes utilizados en
la alimentacién de camarén debido a que aporta una gran cantidad de nutrientes, tales como
proteina, lipidos, aminodcidos y &cidos grasos esenciales, etc. Dichos nutrientes pueden
danarse durante el procesado de la materia prima, especialmente durante el almacenamiento
y el secado. Cuando no se tiene un buen control del manejo, temperatura y tiempo de
almacenamiento del pescado crudo se pueden formar aminas biogénicas (producto de la
descomposicién bacteriana) y otras sustancias que podrian afectar el crecimiento y la
sobrevivencia al ser consumidas por el camarén. Por otra parte, en ciertos secadores una
pequenia parte de la torta de prensa queda atrapada, y es sobrecalentada, dando origen a la
sintesis de toxinas (como la mollerosina), que son responsables de la enfermedad del vémito
negro en pollos, caracterizada por lesiones de la molleja (erosiones hemorrégicas). Para
clasificar las H.P. en funcién del riesgo de generar esta enfermedad, se realiza en Fundacién
Chile una prueba biotoxicolégica en pollos cuyo resultado (score) se expresa sobre una escala
de 0 (harina de score normal, atéxica) a 3 (harina de score grave, téxica).

Debido a que existe poca informacién sobre la calidad de la H. P. que debe ser
utilizada para la alimentacién del camar6én blanco Pengeus vannamei, el presente trabajo
evalué el efecto de H. P. con diferente score biotoxicolégico (0.1, 0.8, 1.3 y 2.3) y el efecto del
reemplazo parcial de una H. P. de score normal (0.1) por una de score grave (2.3) sobre el
crecimiento, la tasa de conversion alimenticia, sobrevivencia, digestibilidad in vivo y la
histologia del camarén blanco.

Se realizaron tres bioensayos con duracién de 4, 8 y 6 semanas a una densidad de
carga de 3, 8 y 6 organismos por acuario, con pesos iniciales de 1.0, 0.17 y 1.2g
respectivamente. En la evaluacién de digestibilidad in vivo se utilizaron organismos de 2.5g,
con una densidad de 10 organismos por acuario y por triplicado para cada tratamiento. Se
realizaron andlisis de varianza y comparacién de medias por Duncan y Dunnet para
determinar diferencias estadisticas entre los tratamientos.

El crecimiento y la sobrevivencia en juveniles de P. vannamei mayores a 1g no
fueron afectados por las H. P. con diferente score incluidas a un 30 6 50%, pero el consumo
y la tasa de conversion alimenticia mejoré conforme el score se incrementé. Las tasas de
conversién y crecimiento también mejoraron cuando Ia H. P. de score grave reemplazé el
10% de la H. P. normal. No se encontraron diferencias significativas en la digestibilidad
aparente de las dietas evaluadas.

En camarones de 0.17g, el score no afecto el crecimiento ni la tasa de conversién,
pero la sobrevivencia fue significaivamente mas baja con la H. P. de score mediano (1.3),
caracterizada por contener altos niveles de aminas biogénicas y 4cidos grasos libres.

Con el presente trabajo se confirma una toxicidad moderada, causante de
mortalidad en camarones muy pequenos, en H. P. de score mediano asociado con altos
niveles de aminas biogénicas y 4cidos grasos libres. Sin embargo, la mollerosina u otras
sustancias responsables de la mortandad en pollos no afecta negativamente el crecimiento
y la tasa de conversibn en camarén, demostrando que el aspecto toxicolégico es
independiente de la calidad nutricional de la H.P. La combinaci6n de dos tercios de H. P.
de score 0.1 (normal) con un tercio de H. P. de score 2.3 (grave) da mejores resultados que
el 100% de la H. P. de score normal, cuando se incluye al 30% en dietas para camarones de
1.2g.



ABSTRACT

Fish meal (F. M.} is an important ingredient used in the feeding of shrimp because it
provides a great amount of nutrients, such as protein, lipids, essential amino acids and fatty
acids, etc. These nutrients could be damaged by the process of the raw material, especially
during the storage and the drying. Poor control on fish handling, storage temperature and
duration allows bacteries to produce biogenic amines and other substances that could affect
the growth and survival in shrimp. On the other hand, in certain dryers, some part of the
press cake remains caught and overheated, leading to the synthesis of toxins like gizzerosine,
that are responsible of the black vomit syndrome in chickens, characterized by hemorrhagic
erosions of the gizzard. In order to classify the F. M. in function of the risk of generating this
iliness, biotoxicological tests are carried out in one day broilers at Fundacion Chile
laboratories whith results expressed on a scale of 0 (normal score F. M. , atoxic) to 3
(dangerous score, toxic).

Because little information is available on the quality of F.M. for shrimp feeding , the
present work evaluates the effect of FM. with graded biotoxicological scores (0.1, 0.8, 1.3 2.3)
and the effect of the partial substitution of a normal score F. M. (0.1) for one of dangerous
score (2.3) on growth, feed conversion, survival, in pivo digestibility and histology of the
white shrimp.

Three growth trials were carried out during 4, 8 and 6 weeks, at a density of 3,8 and
6 organisms per aquarium, with initial mean weight of 1.0, 0.17 1.2g respectively. For the
evaluation of in vivo digestibility, shrimp initial weight was 2.5g, with 10 organisms per
aquarium and three replicates for each treatment. ANOVA, Duncan and Dunnet tests were
realized to determine significant differences between treatments.

Growth and survival of P. vannamei juveniles larger than 1g were not affected by
the dangerous score F.M. included a 30 or 50%, but consumption and feed conversion
improved in accordance to the score. Feed conversion and growth also improved when the
dangerous score F.M. was inlcuded at a 10% level in replacement of the normal F.M.
Apparent digestibility was not affected by the biotoxicological score.

In 0.17g shrimp, the score did not affect growth, neither feed conversion, but
survival was significantly lower with the medium score F.M. (1.3), which also contained
high levels of biogenic amines and free fatty acids.

With the present work, a moderate toxicity to very small shrimps was confirmed,
for F.M. where a medium score is associated with high levels of biogenic amines and free
fatty acids. However, the gizzerosine and other toxic substances in chicken do not affect
negatively the growth and feed conversion in shrimp, demonstrating that the toxicological
aspect is independent of the nutritional quality of the F.M. The mixture of 2/3 normal score
FM.(0.1) with 1/3 dangerous score F.M. (2.3) gives better results than the normal F.M.
alone, when included at a 30% level in diets for 1.2g shrimp.



INTRODUCCION

El cultivo de camarén en México, como en otros paises, estd cobrando un gran
auge, especialmente el cultivo con camar6n blanco Penaeus vannamei. En 1995 se
produjeron en el mundo por acuacultura 712,000 Toneladas Métricas (TM), 3% menos
que en 1994; algunas causas que actuaron de manera negativa sobre esta produccién
fueron las enfermedades virales (ejemplo Taura). De esta cantidad el Continente
Americano produjo el 22% (154,000 TM); del cual Ecuador produjo el 64.9%; y México
el 7.8% (Aquaculture Europe, 1995). La mayoria de las granjas en América Latina son
semi-intensivas, y el 80% de la produccién es de la especie Penaeus vannamei , el 15%
de P. stylirostris y el resto de otras especies (Rosenberry, 1994).

El alimento es uno de los principales insumos en la explotacién de cualquier
especie animal. Dependiendo del tipo de organismo los costos de alimentacién
representan del 40 al 70% del costo de produccién (Almazan, 1991). Por lo tanto, para
que se lleven a cabo con éxito las operaciones comerciales se requieren dietas de

buena calidad que cubran los requerimientos nutricionales de las diferentes especies
(Cruz-Suarez et. al, 1994; Pike, 1994).

Debido a que la proteina es uno de los nutrientes més costosos de cualquier
alimento balanceado (Pearsons,1993), la productividad en la camaronicultura se
encuentra intimamente ligada a la disponibilidad y al costo de la proteina (Cruz-
Sudrez, 1991). Esto se debe principalmente al hecho de que el camarén requiere
alimentos con elevados contenidos de proteina, entre 30 y 65%. En especies
carnivoras los niveles fluctian entre el 55 y 65%; en cambio en especies omnivoras el
requerimiento es de 35 a 50%. Para el caso de Penaeus vannamei los requerimientos de
proteina son de 30 al 36% (Tacon,1989).

La industria de alimentos balanceados para camarén es uno de los pilares para
el desarrollo de la Acuicultura. Debido al tipo de sistema de cultivo que se esta
empleando actualmente, los organismos cultivados dependen en gran parte del
aporte de alimento peletizado. Esta industria est4 creciendo en forma paralela con la
acuicultura y el objetivo de ésta, es obtener alimentos cada vez mejores que permitan
obtener el maximo crecimiento a un menor costo (Rodriguez-Marin et al.,1994). Una
de las limitantes para obtener alimentos de calidad constante, es la utilizacién de
ingredientes con valor nutricional variable (Akiyama et al, 1990).

La H. P. representa una de las fuentes nutritivas mas importantes desde el
punto de vista econémico y biol6gico para la alimentacién de especies de altos
requerimientos nutricionales (Castro, 1990). Ademas es considerada como la
principal fuente de proteinas en alimentos balanceados para peces y crustéceos, ya
que no se han encontrade otras fuentes de proteina que presenten las caracteristicas



nutricionales que permitan substituirla totalmente (Chavez-Sanchez, et al., 1991). El
nivel de inclusién de la H. P. recomendado en dietas comerciales para camarén es de
20 al 40% (Akiyama et al, 1991); por lo tanto, la calidad y la disponibilidad de la H. P.
son una limitante para obtener alimentos balanceados de buena calidad para estos
crustaceos.

Para obtener H. P. de buena calidad es necesario tener un estricto control dela
captura de la materia prima, almacenamiento y procesamiento para evitar afectar la
calidad nutricional de la harina, y ademas disminuir la probabilidad de la produccién
de aminas biogénicas y otras sustancias que repercutan sobre el crecimiento y
sobrevivencia de los organismos alimentados con este tipo de harinas. En México no
se tiene un control sobre la calidad de la H. P, los tinicos pardmetros que se
controlan para su venta son su composicién bromatolégica, digestibilidad in vitro y
calidad microbiolégica. Sin embargo existen otros indicadores de calidad como el
score biotoxicoldgico (determinado en pollos) que actualmente ofrece la industria
harinera en Chile, del que ain no se conoce que rango de score seleccionar para su
uso en la nutricién de camarones. El presente trabajo trata de determinar el efecto de
las H. P. con diferente score biotoxicolégico sobre el crecimiento y sobrevivencia en
camarén blanco Penneus vannamei para con ello contribuir al establecimiento de las
especificaciones de calidad de la H. P. mas adecuada para la alimentacién del
camaron.

ANTECEDENTES

1.- PRODUCCION MUNDIAL DE HARINA DE PESCADO

En 1994 la captura mundial de pescado fue de 109.6 millones de toneladas. 74.8
millones de toneladas fueron destinadas al consumo humano y 34.7 millones de
toneladas a la elaboracién de harinas y aceites de pescado. De la produccién de harina
y aceite de pescado, el 50% es utilizado en la industria avicola, el 25% para la
industria de los cerdos y 15% para acuacultura (Barlow, 1996; FAO, 1996).

Los principales productores de H. P. en el mundo, son Pert, Chile , Noruega,
Estados Unidos, Islandia, Dinamarca y Sudafrica (Tabla 1)



Tabla 1.- Paises lideres en la produccion de H. P. (en miles de toneladas)

Pais 1993 1994
Chule 1,143 1546
Peru 1,670 2340
Noruega 250 207
Islandia 194 167
Dinamarca 314 348
US.A. 318 370

Fuente: Pike, 1994

La H. P. se elabora a partir de peces enteros o de desechos, el 90% es de
especies grasas, el 9% de especies magras y el 1% es a partir de ballenas y mariscos
(Pike et al., 1990). La composicién quimica de estas especies varia en funcién de la
relacién entre hueso, grasa y carne magra, del drea geografica de captura y si se
procesan peces enteros 0 subproductos de los mismos. También existen diferencias
dentro de la misma especie, segin la época del afio en que se capture y su
alimentacién Es importante tomar en cuenta estas variaciones para ajustar la
maquinaria y lograr la calidad deseada del producto final. Ademas el nutriélogo o
formulador debe conocer las variaciones en contenido de nutrientes de las H. P. para
hacer los ajustes pertinentes en las matrices nutricionales que maneje. Estas
diferencias se dan principalmente en componentes tales como aminoacidos, minerales

y energfa (Tabla 2).

Tabla 2- Tipos de H. P. producidas en varios paises

Pais Tipo de harina de pescado

E.UA. Sabalo (Menhaden), la mayoria procesada con flama directa.
En el sur se procesa con vapor/ aire clasificada como premium

Canadé Arenque, procesada con vapor/aire

Peri Anchoveta. Llama directa y vapor/aire

Sudafrica Pilchard

Noruega e [slandia Arenque y capeling, procesada a bajas temperaturas

Chile Anchoveta y macarela, llama directa y vapor aire

Japon Sardina

Fuente: Overseas Fishery Corporation Fundahion, 1985

2.- FABRICACION

El pescado es un recurso altamente perecedero y su elaboracién en forma de
harina da lugar a un producto estable, con un elevado contenido proteico. El proceso
consiste esencialmente en la separacién de tres componentes principales: s6lidos,
aceite y agua (Windsor y Barlow, 1986).



Generalmente se prepara por el método de coccién, prensado, secado y
molido. La produccién de harina de pescado se efectiia eficientemente en las plantas

de harinas que combinan estos procesos (Overseas Fishery Corporation Fundation,
1985).

De acuerdo a la tecnologia usada y a la frescura de la materia prima empleada
existen dos grandes categorfas de H. P. :

a).- Harinas de pescado comiin: también llamada FAQ (Fair Average Quality), la cual
representa la mayor parte de la produccién mundial. Es producida a través de
tecnologia industrial clasica, usando secado por llama directa u otro sistema
indirecto mas moderno.

b).- Harinas de pescado especiales: son H. P. de primera calidad, manufacturadas bajo
procedimientos industriales especiales a partir de pescado crudo muy fresco. La
etapa de secado se realiza a una baja temperatura obteniendo un producto con una
alta cantidad de proteinas, alta digestibilidad (>95% in wvitro), ausencia de
productos quimicos toxicos (nitrosaminas y amoniaco libre), alto porcentaje de
aminodcidos esenciales, baja concentracién de aminas biogénicas (histamina), alta
solubilidad de la proteina, mejor palatibilidad, bajo contenido de acidez y de
rancidez, baja concentracién de sal y arena, menor humedad y contenido de grasa,
bajo contenido microbiano y ademads contienen antioxidantes que garantizan que
‘no se produzcan fenémenos de oxidacién en el producto final.

3.- VALOR NUTRICIONAL

La H. P. esuna fuente de proteina, energia, &cidos grasos esenciales, minerales
y vitamninas (Barlow y Windsor, 1984) y representa una de las fuentes nutritivas mas
importantes en la alimentacién de aves, cerdos, peces y crustéceos (Castro, 1990). Se
considera que tiene un alto valor biolégico, ya que es rica en aminoécidos esenciales,
particularmente lisina y aminoécidos azufrados. La composiciéon de la grasa en la H.
P. difiere de la mayoria de los aceites vegetales por contener niveles de acidos grasos
de cadena larga (C20 y mayores) poli-insaturados que en su mayoria pertenecen a la
familia de los &cidos linolénicos (W3) (Castro, 1990; Pike et al, 1990). Ademas aporta,
selenio, calcio y f6sforo, este dltimo se encuentra completamente disponible. Por otro
lado, también es una buena fuente de colina. Varios autores reportan que tiene
factores desconocidos de crecimiento (Barlow y Windsor, 1984; Castro,1990; Akiyama
et al, 1991; Hardy y Masumoto, 1991). En general las H. P. est4n libres de toxinas tales
como ureasas, antitripsinas, tioglucosidos, entre otros, que generalmente se presentan
en fuentes proteicas de origen vegetal.



4.- PARAMETROS DE CALIDAD

Existen varios factores que afectan el valor nutricional de la H.P., basicamente
son 5 puntos principales concernientes al tipo de materia prima utilizada y a las

técnicas de procesamiento ( Pike et al.,, 1992; Pike,1994; Galleguillos y Romero, 1994),
siendo estos:

1.- Tipo de materia prima: especie, pescado entero o subproductos

2.- Frescura de la materia prima: Esta determinada por el deterioro mediante la
accion bacteriana, autdlisis y oxidacion .

3.- Temperatura de secado y tiempo de permanencia de la materia en el secador.

4.- Calidad de Ios lipidos.

5.- Calidad microbiolégica.

5.- CRITERIOS DE CALIDAD

La calidad de la H. P. es afectada por la especie de pez utilizada para su
elaboracidn, si esta proviene de un pescado entero 6 de desechos, temperatura de
proceso, tipo de secador utilizado (flama directa 6 de chaquetas), frescura de la

materia prima, etc. (Pike, 1994; Galleguillos y Romero,1994; Barlow y Windsor,1994;
Mackinlay, 1994)

Existen algunos criterios de calidad nutricional actualmente utilizados para la
selecciéon de H. P., estos son:

a).- Caracteristicas fisicas.- Tales como color de la harina, apariencia, tamafio de la
particula, etc.

b).- Calidad quimica: Se basa en indicadores nutricionales tales como el contenido de
humedad, protefna cruda, grasa y ceniza.

c).- Calidad de la proteina.- Dentro de los puntos a considerar para la seleccion de la
H. P., estan la digestibilidad in vitro, superior al 90% (Castro, 1987, Cruz-Sudrez et al,
1995), lisina disponible con 4.9% enla H. P. 6 6.7 g/16 g N (Barlow y Windsor, 1994),
contenido de aminas biogénicas totales no mayor a 2000 ppm (partes por millon);
para salmoén el nivel de histamina deben ser menor a 500 ppm (Pike et al, 1990;
Subramanyam, 1994) y frescura de la materia prima (TVN 90 mg N/100g pescado
fresco; 50 mg N/100g pescado fresco para H. P. LT).



d).- Calidad de los lipidos.- Se evalua el contenido de acidez Libre, valor 4cido e indice
de per6xidos.

e).- Calidad Sanitaria.- Se cuantifica la cantidad de bacterias presentes en la H. P,
generalmente la harina debe estar libre de Salmonella, Shigella y Asperguilius. La
cantidad de hongos y levaduras debe ser menor a 10 ufc/g, E. coli menor a 3 nmp
(nimero més probable) (Castro, 1990; Galleguillos y Romero,1994).

f).- Calidad Biolbgica.- Evalia el efecto nutricional y toxicolégico de la H. P. en
animales experimentales, evidenciando el efecto nutricional sobre el consumo de
alimento, ganancia en peso y mortalidad de los organismos.

Actualmente la industria Chilena ofrece un nuevo criterio de selecciéon de las
harinas, consiste en clasificar las harinas de acuerdo a un score biotoxicolégico
evaluado en pollos, y tratando de establecer una correlacion entre el vémito negro
aviar y los posibles causantes del problema . De los resultados obtenidos se clasifica
la harina de pescado y se establece el nivel maximo a incluir en los alimentos para las
distintas especies (Castro, 1987; Galleguillos y Romero, 1994).

En estos bicensayos se utilizan pollos broilers de engorda de un dia de edad
que se alimentan un minimo de 3 dias con una dieta starter sin harina de pescado y
durante 7 dfas con una starter que incluye un nivel muy elevado de H. P. a evaluar
(40%- 50%). Terminado este periodo de alimentacién, los pollos se sacrifican, se
evalia y se certifica la calidad biotoxicol6gica de la harina de pescado en base a la
severidad de las lesiones (tlceras, necrosis, hemorragias) observadas en las mollejas
de pollos. De acuerdo al tipo de lesién en la molleja y el nimero de pollos afectados
el score se calcula con la siguiente férmula:

Score 2 X No. pollos afectados por el score 2 + score3 X No. pollos afectados por el score 3
No.Total de pollos en experimentacion

Score =

El grado de severidad de las lesiones observadas y el nimero de pollos
afectados permite clasificar a las H. P. en 4 categorfas: normal, leve, mediana y grave.

a).- Harinas de pescado de toxicidad normal: No causan ningtin dafio o lesién en la
molleja. Score 0 - 0.5

b).- Harinas de pescado de toxicidad leve: Causan lesiones histopatol6gicas muy leves
en la molleja, caracterizadas por pequefias tlceras, hemorragias y necrosis o bien
enrojecimiento de las corrugaciones. El mercado sudafricano considera este nivel
de biotoxicidad como el limite maximo aceptable para las harinas que importa.
Score 0.6-1.0



c).- Harinas de pescado de toxicidad media: Causan evidentes signos de lesiones
histopatoldgicas en extensas 4reas de la molleja. Score 1.1 - 1.5

d).- Harinas de pescado de toxicidad grave: Causan severas y mortales lesiones
histopatolégicas de la molleja. Pueden incluso perforar la molleja y causar los

tipicos casos de vémito negro aviar. Su uso no es recomendable en alimentacion
animal. Score mayor a1.5

6.- AMINAS BIOGENICAS

Las aminas biogénicas son productos quimicos orgénicos provenientes de la
degradacién enzimatica bacteriana, por la accién de la amino-descarboxilasa que
cataliza la transformacién de los aminodcidos en aminas biogénicas. Cuando se
encuentran en altas concentraciones pueden tener efectos téxicos o antinutricionales.
Debido a que son aminas vasoactivas, producen efectos patolégicos en los animales.
Las aminas biogénicas comiinmente encontradas en las harinas de pescado y sus
aminodcidos precursores son:

Tabla 3.- Aminas biogénicas y sus productos quimicos

Aminoacido Amina
Arginina — Omitina Putrescina —» Espermidina — Espermina
Histidina Histamina
Lisina Cadaverina
Tirosina Tiramina

Fuente: {Castro, 1990; Pike et al, 1990; Castro , 1992; Pike, 1994
Galleguillos y Romero, 1994, Garcilaso, 1992; Lehninger et al., 1989; Bohinski, 1991)

Los factores que influyen en la formacién de aminas biogénicas son la carga
microbiana inicial, el grado de dafio del producto de la pesca, la temperatura del
agua, estacion del afio, tipo de pesca y proceso (Galleguillos y Romero,1994; Pike,
1994).

Las aminas biogénicas, por ser termoestables, podrian considerarse como
ttiles indicadores del grado de frescura de la materia prima, de la fraccién soluble del
pescado y del producto terminado.

Algunos autores como Zaldivar en 1992; Galleguillos en 1993 y Galleguillos y
Romero en 1994 recomiendan que para evitar la formacién de aminas biogénicas se
debe tener un control en las siguientes etapas:



1.- Captura y entrega a las plantas

2.- Almacenamiento de la materia prima en la planta

3.- Manipulacién y utilizacion de la sangre, ya que esta puede ser un factor
importante para la produccién de aminas biogénicas.

4.-Manipulacién y procesamiento del concentrado de agua de cola.

5.- Almacenamiento del producto terminado

7- MOLLEROSINA

El término mollerosina se relaciona con la molleja (Moll) y erosiones (eros)
inducidas por un téxico derivado de la histidina (ina) causante de la erosién en
mollejas en pollos (Castro, 1990). La erosién de molleja es el resultado de la
sobreproduccién de 4cido en el proventriculo. La regurgitacion de bilis desde el ducto
biliar hacia la molleja tiende a neutralizar el 4cido, cualquier interferencia en la
produccién de bilis o flujo de bilis hacia el intestino puede producir erosion de la
molleja (Rodriguez-Rios, 1990; Castro 1987; Galleguillos y Romero, 1994).

Este sindrome se ha convertido en un problema mundial que afecta
principalmente a la industria avicola, a la industria elaboradora de alimentos e
inclusive a la industria elaboradora de harina de pescado. Se han reportado casos en
Alemania Occidental, Australia, Brasil, Colombia, Ecuador, Estados Unidos, Holanda,
Japén, México, Venezuela y Yugoslavia (Pike,1994) relaciondndose etiol6gicamente
con el uso de ciertas H.P. desde 1968 (Rodriguez-Rios, 1990) .

La mollerosina fue identificada en 1983 por investigadores japoneses como la
responsable del vémito negro aviar. Este toxico es 10 veces mas potente que la
histamina en aumentar la secrecién géstrica y 300 veces mis potente para producir
erosion en la molleja y vomito negro aviar (Castro, 1990; Rodriguez-Rios,1990);
estimula los receptores H1 y H2 histaminicos, pero se considera que la estimulacién
de H2 es el responsable de la secrecién 4cida (Osuna, 1989). Las H.P. causantes de la
erosién de molleja y vémito negro contienen la forma activa L-mollerosina (Castro,
1990).

La mollerosina (2 amino 94 imidazol 7 4cido azanonaco) se forma al
reaccionar por sobrecalentamiento la L-histidina con el radical épsilon amina de la
lisina. La histidina forma parte de los aminoicidos solubles en el pescado;
encontrandose por lo tanto en el extracto acuoso. Por otra parte la lisina puede
permanecer unida con enlaces peptidicos a las cadenas de las proteinas del pescado;
por lo tanto la lisina se mantendra disponible para reaccionar por su radical épsilon,
maés no el alfa, el cual forma parte precisamente del enlace peptidico (Rodriguez-Rios,
1990).
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Existen diversas causas que pueden contribuir a la erosién de la molleja siendo
la presencia de aminas biogénicasy mollerosina una de las principales ; pero también
por micotoxinas de hongos, acidos grasos polinsaturados en la dieta que no estén
protegidos con un nivel adecuado de vitamina E, niveles altos de cobre (200 ppm) o
dietas deficientes en vitamina K (Rodriguez-Rios,1990) (Tabla 4) .

Tabla 4.- Factores que contribuyen a la aparicién de erosion de molleja en pollos.

Autores Causas
Janssens y Germs, 1971 Exceso de vitamina E
Harry et al, 1975; Castro, 1990; Exceso de Histamina

Umemura, 1982;

Galleguillos, 1995; Galleguillos, 1993

No hay correlacién entre histamina y erosién de molleja

Castro, 1987; Rodriguez Rios. 1990,
Diaz, 1980; Aguirre, 1981

Wessels y Post, 1989

Calentamiento de harina de pescado
Tamafio de particula y calentamiento de harina de pescado

Calentamiento de Harina de pescado + Lisina

Okazaki, 1983 ; Osuna, 985;
Morales-Barreras et af ,1991

Caseina + Histidina 6 Histidina+ Harina de Pescado sobrecalentada

Masumura y Sugahara, 1985
Sugahara et al, 1987

lto efal, 1988

[to, 1988

Morales-Barreras, ef al, 1990

Mallerosina

Mollerosina sintética y ligada a proteinas

Mollerosina y su afinidad por receptores de histamina
Mollerosina y nivel de AMPC

Mollerosina + Harina de Pescado

Janssen y Germs, 1971

La fraccion grasa de la harina de pescado causa afeccién en los organismos

Una de las ventajas que ofrece la clasificacién de las H. P. de acuerdo a su
score biotoxicologico, es que toma en consideracién todas las sustancias que puedan
afectar a los organismos (pollos) que por otro criterio de calidad no pueden ser
evaluados (Galleguillos, 1994).




7.1.- EFECTO EN PECES DE SUSTANCIAS Y/O HARINAS DE PESCADO QUE
CAUSAN EROSION DE MOLLEJA EN POLLOS

En 1987 Watanabe et. al. estudiaron el efecto de la adicién de histidina o
histamina y a-tocoferol en harina de ballena incluida en dietas para trucha arcoiris y
pollos y su relacién con la aparicién de erosion estomacal. Los resultados indican una
anormalidad del estdémago de estos organismos causada por la harina de ballena
sobrecalentada conteniendo histidina o histamina. En observaciones histol6gicas
detectaron necrosis en las células de las glandulas gastricas en peces que consumieron
dietas con altas concentraciones de histamina y harina de ballena sobrecalentada. El
tratamiento con histamina y sin suplemento de a-tocoferol resulté en una
disminucién del crecimiento y scores més altos que en dietas con vitamina E.

Castro en 1991 estudio el efecto en salmén de H. P. ricas en histamina y aminas
biogénicas y encontr6 que el salmén no experimenta evidencias de lesiones
estomacales inducidas por la temperatura de procesado de la H. P. con material
fresco, sobrecalentado y conteniendo niveles altos de aminas biogénicas y
mollerosina. Este mismo autor en 1987 encontré lesiones estomacales en trucha
presentdndose tinicamente distensién abdominal y hemorragias.

Pike en 1994 menciona que el efecto del procesamiento de la H. P. a varias
temperaturas (60, 70, 80, 90 y 110°C) afecta el crecimiento de salmén, teniéndose
mejores resultados en incremento en peso a una temperatura de procesamiento de la
harina a 60y 70°C.

Fairgrieve et al. en 1994 realizaron un estudio de crecimiento, alimentacién y
desarrollo de anormalidades gastricas en juveniles de trucha alimentadas con dietas
que contenfan H. P. de toxicidad grave para pollos; suplementaron a las dietas
casefna con histamina y dos posibles potenctalizadores sospechosos de toxicidad con
histamina, putrescina y cadaverina, concluyendo que la trucha es poco sensitiva a las
H. P. que causan erosién en molleja (GE) en pollos y que no existe ademads una
correlacion entre el score y el valor nutricional de la H. P. Este estudio muestra que la
distensién abdominal que se observé en los organismos alimentados con H. P. GE-
positivo puede ser duplicado con la administracién en la dieta de 200 mg de
histamina por kilogramo de dieta.

Romero et al., (1995) realizaron varios experimentos evaluando 27 muestras de
H. P. provenientes de 6 plantas diferentes, identificadas en lo que respecta a lapsos
entre tiempo de captura y proceso, composicion préximal de la materia prima y del
producto final terminado, anilisis de aminas biogénicas, disponibilidad de lisina,
digestibilidad in vitro y digestibilidad proteica in vivo evaluada en truchas arco iris y
pruebas biotoxicologicas en pollos. Ademas 5 muestras fueron analizadas en Noruega



mediante la técnica de digestibilidad i vivo con mink, encontrando pobre correlacién
entre la digestibilidad aparente de proteina en trucha y algunos indicadores de
calidad usados por la industria elaboradora de H. P.

7.2.- EFECTO DEL SCORE Y DE MOLLEROSINA EN CRUSTACEOS

Chavez et al., (1991) probaron 10 dietas experimentales en P. vannamei de un
peso promedio de 1.95g, utilizando diversas H. P. que contribuian con el 50% de la
proteina en la dieta; las harinas utilizadas fueron LT, Norseamink y Noruega con
scores de 0.1, 0.2a y 0.2b respectivamente, una H. P. sin score toxicolégico como
control negativo y otra harina con score mediano (1.1) como control positivo;
utilizaron caseina para diluir la H. P. de score 1.1. Después de tres meses de
experimentacién no se observaron diferencias significativas en sobrevivencia, el
mayor crecimiento se obtuvo con dietas que contenfan 40, 30 y 8% de caseina en
combinacién con H. P. de score mediano, asi como con la H. P. sin score
biotoxicologico y LT. Ademds se realizaron estudios histolégicos encontrando dafios
celulares relacionados con la inclusién de caseina en las diferentes dietas, sin
embargo no es posible asegurar que sean producto de un agente téxico o de una
deficiencia o desbalance nutricional.

En 1994 Abdo de la Parra utilizé 4 H. P. en la elaboracién de dietas (30% de
inclusién de la harina en la dieta) para camarén blanco Penaeus vannamei de una talla
promedio de 0.07 g, con scores de 0.1a, 0.1b, 1.1 y 1.4 respectivamente. Ademés
suplementé DL-mollerosina sintetica a la dieta que contenia harina de pescado de
score 0.1 con dosis de 1, 3, 6, y 9 mg/Kg de alimento. Concluy6 que las H. P. de score
mayor a 1.1 y la administracién de DL-mollerosina disminuyen la sobrevivencia de
los organismos en un 20% y que las H. P. en dietas para camarones de esta talla
deben de tener un score menora1.1.

En ese mismo afio Cruz-Sudrez et al. (1994), evaluaron H. P. (score 0.1, 0.9, 1.3
y 2.0) a un nivel de inclusién del 40% en dietas para camarén blanco Penaeus vannamei
de una talla promedio de 0.26g., no afectindose la sobrevivencia, pero si el
crecimiento, siendo menor con las dietas que contenian H. P. de toxicidad mediana
(score 1.3) y grave (score 2.0). La tasa de conversién alimenticia fue mayor en la dieta
con H. P. de score 2.0. Cabe mencionar que la harina de score 2.0 se obtuvo por
sobrecalentamiento de la H.P. de score 1.3 en una estufa en laboratorio a 105°C por 5
horas, lo cual no sélo aument6 el score biotoxicolégico en pollos, pero también
disminuy6 drasticamente la digestibilidad de la proteina



IMPORTANCIA

La H. P. es uno de los principales ingredientes utilizados en la alimentacién de
camar6n. Hasta la fecha ha sido imposible substituirla, cuando es de buena calidad,
con otra fuente que pueda suministrar a los organismos acuaticos cultivados un buen
perfil de amino4cidos esenciales, una buena digestibilidad de proteina, 4cidos grasos
polinsaturados, etc.

La calidad de la H. P. depende de la etapa de captura, almacenamiento y
procesamiento del producto, lo cual afecta el crecimiento y sobrevivencia de
organismos de importancia comercial que la consumen tal como aves, cerdos y
Organismos acuaticos.

En lo que respecta a la alimentacion en camarén es importante determinar sf
el uso de H. P. con diferente score biotoxicolégico determinado en pollos afecta el
crecimiento, la tasa de conversion y la sobrevivencia para definir si la aplicacién de
este criterio de calidad en la seleccion de H. P. para alimentos balanceados de
camarén es necesaria.

ORIGINALIDAD

En la actualidad existen tres estudios sobre el efecto de la utilizacion de H.P.
con diferente score biotoxicolégico en alimentos balanceados para camarén, donde se
han obtenido resultados no concluyentes . El presente trabajo trata de complementar
el conocimiento sobre este tema en camarén blanco Penaeus vannamei utilizando dos
clases de talla, 4 H. P, dos niveles de inclusién y la combinacion en diferentes
proporciones de harinas de score extremo.

HIPOTESIS

1- El consumo de H.P. de score biotoxicoldgico mediano y grave a niveles de
inclusion elevados (mayores al 30 porciento) causa mortalidad en animales menores a
0.2g y afecta negativamente el crecimiento y la tasa de conversiéon alimenticia en
ellos, causando en ambos casos dafios histolégicos; y acelera la velocidad de respuesta
en el bioensayo.

2.- Las H. P. de score grave pueden usarse mezcladas con H. P. de score normal en
ciertas proporciones, sin afectar el crecimiento, la tasa de conversion alimenticia y la

sobrevivencia del camarén.

3.-El efecto toxico de las H. P. es independiente de su valor nutricional.



OBJETIVO GENERAL

Confirmar el efecto del consumo de harinas de pescado con diferente score
biotoxicolégico sobre el crecimiento, sobrevivencia y tasa de conversién alimenticia
de camarén blanco Penaeus vannamei.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar el efecto de la inclusién de 50 porciento de H.P. con diferente score
biotoxicologico (4 grados) en dos tallas de camarén Penaeus vannamei (1y 0.17 g)

2.- Determinar el efecto nutricional de la inclusién del 30 porciento de H.P. con
diferente score biotoxicolégico en camarones de 1.2g.

3.- Determinar el efecto de dos niveles de inclusién (50 y 30%) de dos harinas de
score extremo (0.1 y 2.3) y su interaccién en P. vannamei de 0.17g.

4.- Determinar el efecto del reemplazo creciente (4 niveles) de una H.P. de score 0.1
(normal) por una de score 2.3 (grave) en organismos de 0.17 y 1.2g a un nivel de
inclusién del 30%.

5.- Evaluar la digestibilidad in vivo de la proteina de las dietas que contienen 30
porciento de inclusién de las H.P. experimentales.

6.- Evaluar posibles dafios histopatolégicos en los organismos debido al efecto del
consumo de H.P. con diferente score.



MATERIAL Y METODOS

1- HARINAS DE PESCADO EXPERIMENTALES

Se utilizaron 4 H. P. procedentes de Chile, seleccionadas y certificadas por
Fundacién Chile con scores biotoxicolégicos de 0.1, 0.8, 1.3 y 2.3 respectivamente

(Tabla 5).
Tabla 5.- Andlisis quimico-nutricional de las H. P experimentales, proporcionadas por Fundacién Chile
(Base humeda).

Analisis Score 0.1 Score 0.8 Score 1.3 Score 2.3
Humedad (%) 84 79 8.6 6.3
Proteinas (%) 67.7 63.2 64.2 66.6
Grasa (%) 8.4 85 9.2 10.8
Ceniza (%) 153 201 171 15.5
Calcio (%) 35 48 37 46
Fésforo (%) 25 31 25 238
Cloruros (%) 31 45 47 17
Histamina (ppm) 253 954 1542 208
TVN mg N/100g 103 102 110 74
Acidos Grasos Libres (%) 7.8 89 9.3 96
Digestibilidad de proteina (%) %6.6 95.4 96.2 95.1
Lisina disponible (g/100g Proteina) 7.1 74 6.6 7.0
HPLC
Histamina (ppm) 283 1214 1897 245
Cadaverina (ppm) 250 577 731 166
Putresina (ppm) % 300 570 63
Tiramina (ppm) 81 186 183 46
Fenilletilamina (ppm) 42 100 128 36
Presencia de vomito negro (VN) — — VN VN
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2.-FORMULACION Y COMPOSICION DE LAS DIETAS

Se formularon dietas experimentales, por medio de un programa
computacional mitix-2, en funcién de la composicion bromatolégica de las H.P.
experimentales y de los demas ingredientes, para obtener dietas isoproteicas,
isocaloricas e isolipidicas, cumpliendo los requerimientos nutricionales para
camarén publicados por Akiyama et al (1991).

En las primeras dietas (1 a 4) la H.P. se incluy6 al 50 porciento como
principal fuente de proteina, y se usé caseina y lecitina de soya para compensar las
pequefias diferencias en el contenido proteico y de grasa de las cuatro H.P.
experimentales. También se incluyé celulosa para complementar el 100 porciento de
la materia seca de cada dieta (Tabla 6).

Tabla 6.- Composicién de las dietas experimentales 1 a 4 (50 porciento de inclusién de las H.P.)

Ingrediente Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
Harina de Pescado score 0.1 50 - - -
Harina de Pescado score 0.8 - 50 - -
Harina de Pescado score 1.3 - - 50 -
Harina de Pescado score 2.3 - - - 50
Almidén de Trigo (%) 39 39 39 39
Gluten de trigo (%) 5 5 5 5
Casena (%) - 242 1.8 0.59
Celulosa (%) 28 016 1.35 3y
Lecitina de sova (%) 2.5 245 21 1.3
Mezcla vitamuruca (%) 022 0.22 0.22 0.22
Inositol (%) 0.03 0.03 0.03 0.03
Colesterol (%) 0.30 0.30 0.30 0.30
Vitamina C (%) 0.03 0.03 0.03 0.03
Cloruro de colina al 60% 0.08 0.08 0.08 0.08
Antoxidante (%) 0.02 0.02 0.02 0.02
Total $99.98 100.01 100.01 100.01

Para las dietas 5 a 8, las harinas experimentales se analizaron
bromatolégicamente en el Laboratorio de Maricultura, mediante las técnicas de la
A.O.AC, (1990) y los resultados obtenidos se utilizaron en su formulacién.

Se elaboré una dieta base con 30 porciento de inclusién de la H.P. 0.1 (dieta
5) en la cual ademés de una menor inclusion de H.P. se le hicieron los siguientes
cambios con respecto a la dieta base 1: se aumenté el gluten de trigo (aglutinante)
de 5 a 8 porciento, se reemplazé el almidén por harina de trigo (con el fin de
mejorar la estabilidad de las dietas en el agua), también se adicioné harina de
camarén y aceite de pescado (atractantes). En las dietas 6, 7 y 8, se incorpor6 la H.P.
de score 2.3 a niveles de 10, 20 y 30 porciento respectivamente, en reemplazo de la



H.P. de score 0.1, sin cambiar los otros elementos de la férmula base, ya que las dos

harinas tenfan composiciones proximales similares (tabla 7).

Para las dietas 9 a 11 se consider6 como férmula de base la dieta 5
cambiando dnicamente el tipo de H.P. (diferente score) al mismo porcentaje de
inclusion para estas dietas.

La dieta 11 tiene la misma férmula que la 5, pero se trata de una segunda

fabricacion.

Tabla 7.- Composicién de las dietas experimentales 5 a 11 (30 porciento de inclusién de la H.P.).

Ingrediente {%) Dieta 5 Dietaé | Dieta? Dieta8 | Dieta9 Dieta 10 Dieta 11
Harina de pescado de score 2.3 . 10 20 30 - - -
Harina de Pescado de Score 1.3 - - - - 30 - -
Harina de Pescado de score 0.8 - - - - - 30 -
Harina de Pescado de score 0.1 30 20 10 - - - 30
Harina de trigo 51.53 51.53 51.53 51.53 51.53 51.53 51.53
Gluten Trigo ] 8 8 8 8 8 8
Harina de camaron 6 6 & 6 6 6 6
Lecitina soya 15 1.5 15 15 1.5 15 15
Aceite pescado 1.5 1.3 1.5 15 15 1.5 15
mezcla de vitamunas 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22
vitamina C 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
Colina 0.076 0.076 0.076 0.076 0.076 0.076 0.076
Inositol 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031
Antioxidante 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015
Metionina 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 01 0.1
Fosfato monobasico 1 1 1 1 1 1 1
Total 100 100 100 100 100 100 100

3.- PREPARACION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Todos los ingredientes se molieron finamente utilizando un molino de café
moulinex. Se pesaron de acuerdo a la formulacién y se mezclaron en una batidora
Kitchen Aid de una capacidad de 4 litros. Primeramente se mezclaron los
ingredientes mayores. De la misma manera se hizo una micromezcla con los
ingredientes menores a la cual fue incorporanda posteriormente la macromezcla. La
lecitina de soya y el aceite de pescado se adicionaron después de mezclar las
harinas. Para evaluar la digestibilidad in vive de las dietas 8 a 11, se separd de la
mezcla total de cada dieta 300g adicionando 1% de cromo. Finalmente se afiadieron
275 ml de agua. La mezcla de los ingredientes se pasé por un molino de carne para



obtener pelets de 2 mm de didmetro; los cuales se secaron a una temperatura de
100°C por 8 minutos y se conservaron en refrigeracién a 4°C en recipientes
herméticos.

4.- ANALISIS DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Cada una de las dietas se analizd en el laboratorio de Maricultura de la
Facultad de Ciencias Biolégicas mediante los métodos de andlisis proximal
descritos por la AOAC (1990), para los siguientes pardmetros: humedad, ceniza,
extracto etéreo, fibra cruda y extracto libre de nitrégeno. Se realizaron pruebas de
estabilidad en cada una de las dietas mediante el método Aquacop (1978), para
determinar la pérdida de materia seca después de una hora de inmersién en agua
marina a 35 g/It. La concentracién de éxido de cromo en las dietas para
digestibilidad ( 1 a 8), asi como en las heces de camarén se determiné con el
método de Bolin, et al.,1952 modificado por Nieto-Lépez (1995).

5.- BIOENSAYQOS
5.1.- SALA DE BIOENSAYOS

La sala de zootecnia consta de 48 acuarios de fibra de vidrio de 60 X 30 X 35
cm, con un volumen de 60 litros (usados para los bioensayos con camarones de 0.17
y 1.2g), 3 tanques para preengoda de fibra de vidrio con una capacidad de 500
litros y 5 tanques de 1100 litros, de los cuales, dos son reservorios que abastecen de
agua a los acuarios por gravedad y los otros reciben el agua de recirculacion. Cada
tanque reservorio cuenta con un contactor bioldgico rotatorio. Ademas el sistema
estd equipado con 2 filtros de cartucho, dos filtros de carbén activado y 2
espumadores. Para mantener la temperatura constante se cuenta con un sistema
cerrado de agua dulce e intercambiador de calor en los tanques reservorios. El agua
marina que se utilizé fue agua marina sintética Fritz, de la cual se preparé
quincenalmente 500 litros para reemplazar lo perdido por sifoneo y fugas o
recambio en acuarios experimentales.

Para el bioensayo con camarones de 1g se utilizaron acuarios pequeiios de
fibra de vidrio de color negro sin recirculacién (20x30x20 cm, volumen 10 litros),
colocdndolos dentro de los tanques de preengorda para mantener la temperatura
constante. Cada dia, se cambi¢ del 25 al 50% del agua de cada acuario, tirdndose el
agua cambiada al drenaje, para evitar una eventual contaminacién del sistema con
sustancias solubles como mollerosina. De esta manera, se puede considerar el
sistema utilizado como abierto (no hay recirculacién).
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Para el bioensavo de digestibilidad aparente se utilizaron los acuarios de un
volumen de 60 It, y se uso la metodologia reportada por Nieto-L6épez (1995).

5.2.- PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Diariamente se registr6 la temperatura, salinidad y semanalmente pH,
nitritos, nitratos y amonio.

5.3.- CAMARONES

La procedencia de los organismos utilizados fueron las siguientes: para
organismos de 1g fue del Laboratorio de Produccién de Postlarvas Génesis de
Puerto Pefiasco, Son., para 0.17g del Laboratorio de Produccién de Postlarvas el
Camarén Dorado de Cd. Obregén Son. y para organismos de 1.2g del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNor) de la Paz B. C.S.

Los camarones de 2.5g utilizados para digestibilidad fueron los mismos con
que se evalué el efecto del score de las H. P. a 30% de inclusién.

Al llegar las postlarvas al laboratorio fueron aclimatadas en los estanques de
engorda y se mantuvieron bajo observacion por 1 6 2 semanas, alimentdndose con
la dieta de base del experimento al cual iban a ser sometidos.

5.4.- PARAMETROS DE LA EVALUACION BIOLOGICA
Se determind durante los bioensayos, consumo de alimento, ganancia en
peso, tasa de conversion alimenticia y sobrevivencia de cada tratamiento, mediante

las siguientes férmulas:

Cantidad de alimento consumido por acuario (g)

Consumo Individual (g)* = - -
Numero de organismos por acuario

*Para calcular el consumo individual acumulado sobre un perfodo
dado, se suman los valores de consumo individual obtenidos cada dfa .

Peso promedio final(g) - Peso promedio inicial (g) X100

G . P 0 f:/ = N
anancia en Peso (%) Peso promedio inicial (g)



Cantidad de alimento consumido (g)

Tasa de conversion alimenticia =
Incremento en peso (g)

Numero final de organismos

Tasa de Sobrevivencia (%) = X100

Numero inicial de organismos

Para determinar la digestibilidad aparente de la protefna en la dieta se utilizé
la siguiente ecuacién:

% i 0 :
DAPD (%) =100—100 [ o Cromo en ladieta % Proteina en heces]

X
% Cromo en las heces % Proteina en dieta

5.5.- CORTES HISTOLOGICOS

Al inicio y al final de cada bioensayo se fijaron los organismos con AFA de
Davidson mediante la técnica propuesta por Lightner y Bell (1988), para realizar
cortes histologicos en parafina y determinar posibles dafios histolégicos (tincién
hematéxilina-eosina). Se realizaron cortes sagitales del cefalotorax y del quinto
segmento abdominal as{ como cortes transversales del primer y del cuarto
segmento abdominal. Los cortes histolégicos fueron realizados en el Departamento
de Patologia de la Facultad de Medicina UANL.

5.6.- DISENO EXPERIMENTAL

En el bioensayo con organismos de 1g, se utilizaron 3 organismos por
acuario con 6 replicados para cada tratamiento. Se alimentaron durante 28 dias con
las dietas experimentales 1 a 4.

En camarones de 0.17 g se colocaron 8 organismos por acuario con 6
replicados por tratamiento. Durante 56 dias los camarones fueron alimentados con
las dietas experimentales 1 a 8.



En camarones de 1.2g se usaron 6 organismos por acuario con 5 replicados
por tratamiento. Se alimentaron con las dietas experimentales 6 a 11 durante 42
dfas.

Para evaluar la digestibilidad in vivo de la proteina de las dietas que
contenfan H.P. de score creciente (dietas 8 a 11) se utilizaron organismos de un peso

promedio de 2.5g , colocando 10 organismos por acuario y 3 replicados para cada
tratamiento.

En los biocensayos antes descritos se utiliz6 un disefio completamente
aleatorio.

En todos los bioensayos los animales se alimentaron ad lLibitum fijando la
primera désis al 10% de la biomasa por acuario e incrementando asi la cantidad de
alimento en el tiempo, con el fin de que los organismos tuvieran siempre un ligero
exceso de alimento. La frecuencia de alimentacion fue de dos veces al dia.
Diariamente se sifonearon todos los acuarios para eliminar heces y residuos de

alimento, registrindose mortalidad, muda y restos de alimento. Se hicieron
biometrias cada dos semanas.

Se fijaron 3 individuos por acuario al final de cada bioensayo para estudio
histolégico.

En la evaluacién del score biotoxicoldgico (objetivo 1y 2) se compararon las
dietas 1 a 4 (dieta 1 como control), dietas 8 a 11 (dieta 11 como control). Para
determinar diferencias significativas entre los tratamientos se realiz6 un analisis de
varianza simple. Los valores promedios fueron sometidos a pruebas de
comparacién multiples de Duncan y Dunnet (Zar, 1974) para determinar
diferencias a un nivel de significancia «=0.05 aplicando el programa SPSS.

Para evaluar el efecto de dos niveles de inclusiéon de dos harinas de score

extremo y para su interaccién (objetivo 3) se realizé un anélisis de varianza de dos
factores de los parametros biolégicos con el siguiente arreglo.

% de Inclusién
30 50
Score
0.1 Dieta 1 Dieta 5
23 Dieta 4 Dieta 8

Para evaluar el efecto del reemplazo de una H. P. de score normal (0.1) por
una de score grave (2.3) en organismos de 0.17 y 1.2g, sobre los parametros
biol6gicos (objetivo 4), se realiz6 un anélisis de varianza de dos factores, utilizando
el siguiente disefio:



Score Talla (g)
0.17 1.2
0.1 (30°%) Dieta 5 Dieta 11(=5)
0.1 {20%) v 2.3 {10°%) Dieta 6 Dieta 6
0.1 (10%) v 2.3 (20%) Dieta 7 Dieta 7
2.3 (30%) Dieta 8 Dieta 8

Para determinar diferencias de digestibilidad in vivo entre las dietas (objetivo

5) se realiz6 un analisis de varianza simple y una comparacién de medias por
Duncan (a= 0.05).

-
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RESULTADOS

1.- ANALISIS DE LAS DIETAS

El resultado del anilisis proximal de las dietas 1 a 4 fue relativamente
similar en las 4 formulaciones (Tabla 8). El contenido de proteina promedio de las
dietas fue de 39% con un CV (coeficiente de variacién) de 0.97% y el porcentaje de
lipidos promedio de 6.6% con un CV de 5%. La cantidad de fibra en las dietas
varié de acuerdo a la cantidad de celulosa agregada. El contenido de energia
tedrico fue en promedio de 4.6 Kcal/g, considerandose como dietas isocaldricas.

Al realizar la prueba de estabilidad a las dietas, se encontraron diferencias
altamente significativas entre ellas (P<0.01). Las dietas 1 y 3 (con H.P. de score 0.1
y 1.3) presentaron un mayor porcentaje de lixiviacién en comparacién con las
dietas 2y 4. Pero en general la estabilidad de esas 4 dietas fue muy baja.

Tabla 8.- Analisis proximal de las dietas 1 a 4.

Andlisis Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
Score0.1 | Score0.8 | Scorel.3 Score 2.3
Materia seca (%) 935 4.8 941 94
Humedad (%) 6.3 52 5.9 6.0
Energia bruta (Kcal/g) ** 4.7 16 17 46
Proteina cruda (%) 39.1 39.3 393 38.5
Grasa cruda (%) 6.8 6.2 6.9 6.4
Carbohidratos (%) 418 43.5 442 457
Fibra cruda (%) 1.3 0.1 05 14
Ceniza (%) 8.1 10.9 91 8.0
Lixiviacion (%) * n=4 45+10.6b | 2449.2a 34.1+9.2ab | 22.346.05a

Nota: datos expresados en base seca
* Letras diferentes muestran diferencia significativa {Duncan, a=0.05)
** Proteinas = 5.6 Kcal/ g; Carbohidratos= 4.1 Kcal/ g Lipidos 9.5 Kcal/ g (Tacon,1989)

El resultado del analisis préximal de las dietas 5 a 11 (con 30% de H.P.) fue
relativamente homogéo (Tabla 9). El contenido de proteina promedio de las dietas
fue de 37.310.6 % con un CV de 1.71%. En cuanto al contenido de lipidos el valor
promedio de las 7 dietas fue de 6.2+0.44 con un CV de 7.1%. El contenido de
energia tedrico promedio fue de 4.6 kcal/g considerdndose como dietas
isocal6ricas.



Al comparar la estabilidad de este grupo de dietas con las primeras 4
(donde se incluy6 la H.P. al 50%) se observa que la pérdida de materia seca o el
porcentaje de lixiviacién disminuye considerablemente de un promedio de
31.3%110.47 a uno de 10.1%=+2.5. Cabe sefialar que en los dos casos ( 30 y 50% de

inclusion) las dietas con H.P. de score 1.3 (dietas 3 y 9) presentaron la mas baja

estabilidad.
Tabla 9.- Analisis proximal de las dietas 5a 11

Andlisis Dieta 5 Dieta 6 Dieta 7 Dieta 8 Dieta 9 Dieta 10 Dieta 11

Score01 | 20/10 10/20 Score 2.3 | Score 1.3 Score 0.8 | Score 0.1
Materia seca (%) 922 94.8 92.5 22 95.0 93.8 94
Humedad (%) 79 5.2 7.5 7.8 5.0 6.2 8.0
Energia bruta (keal/g)* | 4.6 4.6 46 46 4.6 45 45
Proteina cruda (%) 37.2 az.2 363 368 379 7.2 382
Grasa cruda (%) 55 6.5 6.8 6.4 6.2 6.2 5.8
E. L N.(%) 77 474 47.8 7.6 459 456 451
Fibra cruda (%) 0.7 0.7 0.98 1.0 0.9 1.0 1.0
Ceniza (%) 8.9 8.2 8.1 8.2 9.1 10.1 8.9
Lixiviacion (%) n=5 6.1=1.9b 11.9+5.1a 10+0.8ab | 7.7+1.5b
Lixiviacién {®)b n=5 7.7£1.5b 13.4+1.3a 10.240.7b | 11.2+0.7b

Nota: datos expresados en base seca
Letras diferentes indican diterencia significativa (Duncan, ==0.05), {Prob ANOVA P = (.022 y 0.000).
** Protemnas = 5.6 kcal/ g; Carboludratos= 4.1 keal/g; Lipwdos 9.5 keal/ g (Tacon,1989)

2.- PARAMETROS DE CALIDAD DEL AGUA

Los parametros de calidad de agua (Tabla 10) se mantuvieron constantes
durante la realizacién de todos los bioensayos.

Tabla 10.- Pardmetros de calidad del agua.

Temperatura | Salinidad | pH Amonio Nitritos Nitratos

(-} {g/D) (ppm) (ppm) (ppm)
Organismos de 1.0g | 27.9+1.6 3354£21 [ 914045 | 03102 0.45+0.4 2510
Organismos de 0.17g | 27.3x1.2 33.6x1.3 7.75:0.3 | 0.3x0.2 0.24£0.12 440
Organismos de 1.2g | 27.3+2 34.9+15 8.05£0.07 | 0.42+0 0.27£0.08 4410

[
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3.- EVALUACION BIOLOGICA

3.1.- EFECTO DE LA INCLUSION DE 50 PORCIENTO DE H.P. DE DIFERENTE

SCORE EN DOS TALLAS (1Y0.17g) DE CAMARON Penaeus vannamei

Los resultados zootecnicos obtenidos en los bioensayos realizados para
determinar el efecto de inclusién de 50°% de H.P. en camarones de 1y 0.17g se
presentan en las Tablas 11, 12, 13 y 14 respectivamente.

Tabla 11- Resultados de la evaluacién biolégica en camarones de 1g

(Efecto del score biotoxicoldgico a 50% de inclusién de la H.P.), n=6 (3 organismos por acuario)

Dieta 1 2 4 Valor F | Prob.
Score 01 0.8 13 23

Peso promedio (g)

Dia0 1.041.0.1 1.05+0.08 1.04+0.08 1.02+0.11 0.83NS |0.83
Dia 14 1.5410.31 1.5110.22 1.54+0.19 1.4310.21 0.43NS |043
Dia 28 1.9940.29 2.16+0.19 2.01+0.36 1.7540.21 0.21 NS |0.21
Consume de Alimento(g)

14 dias 1.42+0.05a |1.36+.005b |1.44+0.03a |142+004a [450** |0.01
28 dias 3.55+.024 3.03+.092 3.59+.017 3.39+0.16 1.63NS ]0.21
Ganancia en peso (%)

14 dias 43+ 13 43+74 49+ 12 40211 0.7LNS |0.55
28 dias 91t 27 106z 19 94% 35 71+ 23 1.74 NS | 0.19
Tasa de Conversion Alimentcia

14 dias 3.06£1.07 3.29+1.16 197+.071 3.66+.094 0.60NS |0.63
28 dias 4.05+1.43 3.09=.45 4.11+1.43 5.03+1.5 2.27NS |0.11
Sobrevivencia (%)

14 dias 100+ 0 1000 100+ 0 100+ 0 - -

28 dias 8318 94+14 94114 89+17 0.67 NS |0.58

Nota: letras diferentes muestran diferencia signuficativa {Duncan, <= 0.05)
NS: Daferencias no sigruficativas, * * Diferencias altamente sigruficativas.

Tabla 12 - Resultados de la evaluacién biolégica en camarones de 1g mediante la prueba de Dunnet
(Zar, 1974), utilizando la dieta 1 como control.

(Efecto del score biotoxicolégico a 50% de inclusién de la H.P.)

Pardmetro Dietas |Promedic |qc qta0.05 |Prob Conclusién
Ganancia en peso (%)
1 91 - - - -
28 dias 2 106 498 (209 <001* |2#1
3 94 0.89 |[238 >0.05NS |3=1
4 71 676 |254 <0.01* |4#1
Sobrevivencia (%)
1 83 - - - -
28 dias 2 94 449 |[2.09 <0.01+ 2+1
3 94 449 238 <0.01* |31
4 89 245 [254 >0.05NS |4=1

NS= Diferencias no signihcativas (P>0 03), * Diferencias signuficativas (<0.05),
** Diferencias altamente signtficativas (P<0.01)

[
[ ]



Tabla 13.-Resultados de la evaluacién biolégica en camarones de 0.17g

(Efecto del score biotoxicoldgico a 50% de inclusion de la H.P.), n= 6 (8 organismos por acuario)

Dieta 1 2 3 4 Valor F | Prob
Score 0.1 0.8 1.3 2.3

Peso promedio (g)

Dia 0 0.17+0.05 (0.1740.05 |0.17+0.04 0.1710.05 0.23NS |0.98

Dia 14 0.33£0.03 | 0.35+0.005 |0.35£0.05 0.33+0.05 020NS |0.89

Dia 28 0.59+0.08 0.6510.08 0.6310.05 0.58£0.11 091 NS 045

Dia 42 1.03+0.15 1.1610.01 1.1140.21 1.054+0.23 0.61 NS | 0.61

Dia 56 1.652.022 [1.81+0.02 [1.6540.23 1.55+0.42 0.82NS |0.50

Consumo individual (g)

14 dias 0.28+0.02b ] 0.2730.04b | 0.3520.07a |0.29+0.04b [390* |0.02

28 dias 1.01+0.18 0.9840.15 1.1910.1 1.07+0.14 22N5 012

42 dias 2.26+0.49  [22040.25 | 259033 231+0.17 1.62NS |0.21

56 dias 4.38£0.56 |4.564086 |4.78+0.98 451+1.02 0I9NS [090

Ganangcia en Peso (%)

14 dias 89+ 22 ¥+17 91+ 36 90+ 35 0.15NS 093

28 dias 242+ 67 278+ 27 2461 28 2361 70 0.79NS |0.52
42 dias 488+119 571z 61 505+112 5031140 0.64 NS |0.59

56 dias 84381168 919+131 8031107 7931249 1.01NS 041

Tasa Conversion Alimentcia

14 dias 1.8640.43 (1.61:0.22 | 22540.56 1.97+0.39 243 NS J0.09

28 dias 248+039 |203£0.16 |2.6640.34 2.71+0.56 293NS | 0.05
42 dias 2.70+0.67 223013 |295+091 2.73+0.64 026 NS | 0.26
56 dias 299+042 | 2.80=0.51 3.31+0.85 3.12+0.62 1.06 NS | 0.39
Sobrevivencia (%)

14 dias 93+10a 94=10a 73:17b 90+15a 333+ 0.04

28 dias 83%17a 9012a 60+15b 73115ab 488 ™ 0.01

42 dias 77+22ab 83+10a 52+15¢ 63+ 8bc 5.67™ 0.00

56 dias 60+24 71213 48+15 5610 202NS |0.14

Nota: letras diferentes muestran diterencia sigruticativa {Duncan, x= 0.05)
NS: Dnferencias no sigruficativas (P>0.03), * Diferenctas signuficativas (<0.05), ™ Diferencias altamente significativas

(P<0.01).



Tabla 14.- Resultado de la evaluacién biolégica en camarones de 0.17g mediante la prueba de
Dunnet (Zar, 1974), utilizando la dieta 1 como control.
{Efecto del score biotoxicologico a 50% de inclusién de la H.P.)

Dieta | Promedio |qc qta 0.05 Prob conclusién
Dieta
Ganancia en Peso (%)
14 dias 1 89 - - - -
2 9 369 |209 <001* | 221
3 91 074 |2.38 >)05NS |3=1
4 % 0.37 |254 >005NS |4=1
Ganancia en Peso (%)
28 dias 1 242 - - - -
2 278 762 |209 <0.01* |2%1
3 246 085 |2.38 >0.05NS |3=1
4 236 1.27 |254 >0.05 NS |4=1
Ganancia en Peso (%)
42 dias 1 488 - - - -
2 571 1477 |2.09 <0.01 ** 2z]
3 505 269 |238 <005* 31
4 303 238 254 >0.05NS |4=1
Ganancia en Peso (%)
56 dias 1 848 - - - -
2 919 9.05 (209 <0.01* 2#1
3 803 373 (238 <0.01* |3=x1
4 793 01 | 254 <001* (421

NS= Dhferencas  no  sigruhcabvas (>0, 3), **  Diferencias  altamente  significatrivas  (P<0.01)
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CONSUMO

En los dos bioensayos a los 14 dias se diferenci6 el consumo de una de las
dietas experimentales, sin encontrar la misma respuesta ya que en el caso de los
camarones de 1g la dieta 2 (con un score 0.8) fue la menos consumida mientras
que con los camarones de 0.17g la dieta 3 (con un score 1.3) fue la més
consumida. Sin embargo en los dos bioensayos a los 28 dias (hasta los 56 dias para
los camarones de 0.17g) ya no se presentaron diferencias significativas de

consumo.
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Fig. 1.- Consumo individual en P. vannamei de peso inicial de1y0.17g

(Efecto del score biotoxicolégico a 50% de inclusion de la H.P.)
Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas {P<0.05)



GANANCIA EN PESO

En este parametro biolégico no se encontraron diferencias significativas
entre las dietas. Sin embargo, al hacer una comparacién con respecto al control
(dieta 1), se encontraron diferencias significativas (P<0.05) s6lo a los 28 dias en
camarones de 1g y a los 14, 28, 42 y 56 dias en los camarones de 0.17g
obteniendose el mejor crecimiento para ambos bioensayos con la dieta 2.
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Fig. 2.- Ganancia en peso en P. vannamei de pesc inicial de 1y 0.17g

(Efecto del score biotoxicol6gico a 50% de inclusién de la H.P.)



TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

Este parametro no se vio afectado significativamente por el uso de harinas
de pescado de diferente score para ninguna de las dos tallas. Pero de manera
general se obtuvo una tasa de conversién relativamente mala, dedido al consumo
posiblemente sobreestimado por la gran lixiviacion de los alimentos.
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Fig. 3.- Tasa de conversién alimenticia en P. vanname: de peso inicial de 1y 0.17g

(Efecto del score biotoxicologico a 50% de inclusion de la H.P.)



SOBREVIVENCIA

En el bioensayo con camarones de 1g no se presentaron diferencias
significativas (P>0.05) en lo que respecta a la sobrevivencia en los diferentes
tratamientos a los 14 y 28 dias. Sin embargo, al comparar Gnicamente con el
control las dietas 2 y 3 (H.P. score 0.8 y 1.3) se diferenciaron presentando mejores

sobrevivencias. De manera general la sobrevivencia en este bioensayo fue suerior
al 80%.

En el caso del bioensayo con camarones de 0.17g la sobrevivencia fue
afectada por el score de las harinas encontrandose diferencias significativas entre
los tratamientos desde la primera biometria (14 dias) hasta los 42 dias de
bicensayo. A los 14, 28 y 42 dias, el tratamiento 3 provocd mortalidades
significativas con respecto a los otros tratamientos (P<0.05) incrementandose la
mortalidad con el tiempo.

A los 42 dias de bioensayo la dieta 4 produce una mortalidad similar a la
de score 1.3, del orden de 40%, diferencidndose significativamente de las dietas 1y
2 que produjeron mortalidades del orden del 20°% para este perfodo de evaluacién.

Finalmente, entre los 42 y 56 dias de experimentacién se presenté una
mortalidad generalizada en todos los tratamientos por algin pardametro
desconocido de tal manera que en este periédo de tiempo se perdieron las
diferencias entre tratamientos que se habian confirmado en las tres primeras
quincenas del bioensayo.
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Fig. 4.- Sobrevivencia en P. vannmner de peso inicial de 1y 0.17g.

(Efecto del score bictoxicolégico a 50% de inclusion de la H.P.)
Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas {(P<0.05).



3.2.- EFECTO DE LA INCLUSION DE 30% DE H. P. DE DIFERENTE SCORE
EN CAMARONES Penaeus vannamei de 1.2g

Los resultados zootécnicos obtenidos en el bioensayo realizado para
determinar el efecto de inlcusién del 30% de H.P. en camarones de 1.2 se
presentan en las Tablas 15y 16.

Tabla 15.- Resultados de la evaluacién bioclégica en camarones P. vannamei de 1.2g

(Efecto del score biotoxicolégico a 30% de inclusién de la H.P.),, n=5 (6 organismos por acuario)

Dieta 11 Dieta 10 Dieta 9 Dieta 8 Valor F Prob
Score 0.1al30% |0.8al30% 1.3 al 30% 2.3 al 30%
Peso promedioe (g)
inicial 1.25+0.15 1.25+0.14 1.2640.13 1.2510.14 |0.32NS |0.8064
14 dias 1.97+0.09 191:0.09 1.9710.17 1.3610.10 |056 NS |0.5620
28 dias 2.28+0.11 2.26+0.10 2.3610.16 2264025 |044NS |0.725
42 dias 2.40+0.16 |2 46+0.12 2.57+0.13 2592027 |133NS |0.2570
Consumo de alimento (g)
14 dias 1.71+0.06a |1.40:0.25b 1.3520.24bc 1.10+0.16¢ |7.27 ™ 0.0027
28 dias 3.00+0.10a | 2.46+0.33b 2.42+0.38b 1.99+0.26c |1030* |0.0005
12 dias 3.93+0.14a |3.39-037b 3 39+0.44b 29240.33b (744 % 0.0024
Ganancia en Peso (%
14 dias 57+7 53=6 5613 5047 045NS |0.7154
28 dias 811 81+10 8e=12 81+17 0.22NS |0.8772
42 dias 9111 97+13 10329 108+19 138NS |0.2835
Tasa conversion alimenticia
14 dias 24240305 | 2.1120.26ab |1.92+0.23b 1.76£0.31b (520 0.0106
28 dias 2.9610.29a | 2.45=0.20b 2.11+0.08bc 2.03+0.36c |12.57* [0.0002
42 dias 3.4740.35a | 2.82+0.32b 2.59+0.14b 2.21+0.28¢ |17.36™ | 0.0000
Sobrevivencia
14 dias 100 100 100 9747 - -
28 dias 100 100 100 9717 - -
42 dias 100 100 100 9747 - -

Nota: letras diferentes muestran diferencias sigruficativa (Duncan, P<0.05)
NS= Diferencias no signaficativas {P>0.05), ** Diferencias altamente significativas (F<0.01)



Tabla 16.- Resultado de la evaluacion biologica en camarones de 1.2g, mediante la prueba de
Dunnet, utilizando la dieta 11 como control.

(Efecto del score biotoxicologico a 30% de inclusién de la H.P.)

Dieta Dieta | Promedio gc qt « 0.05 Prob conclusién
Ganancia en Peso (%)
11 57 - - - -
14 dias 10 33 239 |212 <0.05 1011
9 56 0.59 |2.42 >0.05 NS 9= 11
3 50 419 |2.59 <0.01 8211
Ganancia en Peso (%)
11 81 - - - -
28 dias 10 81 0 212 >0.05 NS 10=11
9 86 793 |242 <0.01 911
8 81 0 2.59 >0.05 NS 8=11
Ganancia en Peso (%)
11 91 - - - -
42 dias 10 97 287 |212 <0.05* 10«11
9 103 574 (242 <0.01 9211
8 108 813 |2.59 <0.01* 8211

NS= Diferencias no sigruficativas (P=0.05), * Diterencias sigruficativas (P<0.05); ** Diferencias altamente sigruficativas

(P<0.01).
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CONSUMO DE ALIMENTO

Desde la primera quincena y hasta los 42 dias que dur6 el bioensayo, se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre las dietas evaluadas, siendo la
dieta 11 (H. P. score 0.1) la méds consumida, las dietas 10 y 9 medianamente
consumidas y la dieta 8 la menos consumida.

Cabe sefialar que en este caso el consumo fue estimado de una manera mas
precisa debido a que la estabilidad de las dietas fue significativamente mejor que
cuando se evaluaron las H. P. a un 50% de inclusién ( lo cual puede explicar por
que en este caso encontramos diferencias de consumo a diferencia de los
bicensayos anteriores).
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Fig. 5.- Consumo individual P. vannamei de peso inicial de 1.2g.

(Efecto del score biotoxicolégico a 30% de inclusién de la H.P.)
Las letras diferentes indican diferencias significatvas  (P<0.05)



GANANCIA EN PESO

Durante la realizacion del bioensavo no se presentaron diferencias
significativas (P>0.05) de ganancia en peso entre las dietas evaluadas. Sin
embargo, al comparar la dieta control (dieta 11) desde los 14 dias se detectan
diferencias significativas (P<0.05), dando mejores crecimientos la dieta 10 y el peor
crecimiento la dieta 8 en comparacién con el control. A los 28 dias la dieta 9y a
los 42 dfas la dieta 8 presentaron mejores resultados que el control; mientras
mayor es el score mayor es el crecimiento no habiendo continuidad en la
respuesta.
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Fig. 6.- Ganancia en peso en P. vannamei de peso inicial de 1.2g,

(Efecto del score biotoxicolégico a 30% de inclusién de la H.P))



TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

Desde el inicio hasta el final del bicensayo, se detectaron diferencias
significativas (P<0.05) con las dietas evaluadas; de manera general, a mayor score
se obtuvo mejor tasa de conversién . Este resultado refleja el comportamiento de
consumo que presentaron los animales ante las diferentes dietas, ya que el
incremento en peso de los animales no vari¢ significativamente.
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Fig. 7.- Tasa de conversién alunenticia en P. vannamei de 1.2g

(Efecto del score biotoxicoldgico a 30% de inclusion de la H.P))
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
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SOBREVIVENCIA

Las dietas conteniendo 30% de H. P. de diferente score no afectaron la
sobrevivencia de los organismos que las consumieron, como se observa en la

figura 8.
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Fig. 8.- Sobrevivencia en P. vanmamet de peso inicial de 1.2g

(Efecto del score biotoxicologico a 30% de inclusién de la H.P.)



3.3.- EFECTO DE DOS NIVELES DE INCLUSION (50 Y 30%) CONTRA DOS
HARINAS DE SCORE EXTREMO (0.1 Y 2.3) Y SU INTERACCION EN P.
vannamei DE 0.17g

Después de realizar un anélisis factorial para cada biometria (14, 28,42y 56
dias), se encontraron diferencias significativas (P<0.05) a 56 dias de bioensayo
s6lo en los parametros de consumo y tasa de conversién, habiendo un mayor
consumo y tasa de conversién a mayor porcentaje de inclusién sin importar el
score de las harinas (Tabla 17).

Tabla 17.- Probabilidades obtenidas del anova bifactorial a los 56 dias de bioensayo

Consumo(g) Ganancia en Peso (%) TCA Sobrevivencia(%)
Score 0.156 0.433 0.574 0.562
% inclusién 0.034 0.722 0.016 0.562
Interaccion 0.244 0.974 0.216 0.9G7




34.- EFECTO DEL REEMPLAZO CRECIENTE DE UNA H.P. DE SCORE 0.1

(NORMAL) POR UNA DE SCORE 2.3 (GRAVE) EN ORGANISMOS DE0.17 Y
1.2g A UN NIVEL DE INCLUSION DEL 30

Los resultados zootécnicos obtenidos en los bioensayos realizados para

determinar este objetivo se presentan en las Tablas 18,19, 20y 21.

Tabla 18.- Resultado de la evaluacidn biolégica en camarones de 0.17g.
(Efecto del reemplazo de H. P. a 30% de inclusién), n= 6 (8 organismos por acuario)

Dieta 5 6 7 3 Valor F | Prob.
Score 0.1 (30%) 0.1(20%) 0.1(10%) 2.3 (30%)

2.3 (10%) 2.3(20%)
Peso promedio (g)
Dia0 0.17+.05 0.17+.05 0.17+£05 0.17+.05 022NS |0.98
Dia14 0.34+.02 0.33+.04 0.33:.04 0.32+.03 034 NS | 0.79
Dia 28 0.60+.04 0.58+.07 0.52+.09 0.57+.06 1.67 NS | 0.20
Dia 42 1.10+.09 1.06+.09 0.93+.21 0.98+.11 1.59NS |0.22
Dia 56 1.67+.07 1.67+.15 1.55+.39 1.51+.08 0.79NS ]0.52
Consumo de alimento (g}
14 dias 0.28+.03 0.27+.02 0.28+.04 0.27+.02 0.27 NS |0.84
28 dias 1.06+.23 0.95£.12 0.97+.10 0.99+.14 058 NS (083
42 dias 2.32+56 2.04+.26 2.07=.49 214123 052 NS | 0.67
56 dias +.03=45 4.45+1.38 3.66=82 3.41+0.48 1.30NS (031
Ganancia en Peso (%)
14 dias 749 90t 17 §7+18 83+ 13 0.20NS |0.39
28 dias 234£15 231+ 42 197+ 49 225+ 5 0.29NS 029
42 dias 06+ 47 505+ 34 426116 459+ 76 1.25NS 1032
56 dias 824+ 52 860140 774212 764+ 55 0.61 NS | 0.61
Tasa Conversién Alimenticia
14 dias 1.78+28 1.76+.34 1.87+.34 1.92+.48 0.24 NS |0.86
28 dias 2.51+55 240+ .49 3.01£93 2.55+.50 1.04 NS | 0.34
42 dias 2.55+.72 2.33£.25 2.83+.57 2.69+.36 1.06 NS )0.38
56 djas 27136 2.96+,73 2.78+.67 2.57+.32 0.42NS |0.74
Sobrevivencia (%)
14 dias 94+ 7 94+ 7 89+15 92+10 023 NS |0.87
28 dias 77+18 88+ 8 75+16 69+13 1.76 NS |0.18
42 dias 71£25 7910 6522 56115 160 NS |0.22
56 dias 56127 63118 54120 50+21 034 NS | 0.59
NS= Diferencias no significativas
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Tabla 19.- Resultado de la evaluacion biolégica en camarones de 0.17g, mediante la prueba de
Dunnet, utilizando la dieta 5 como control.
(Efecto del reemplazo de H. P. a 30% de inclusi6n)

Dieta Dieta | Promedio q¢ qta 0.05 Prob conclusion
Ganancia en Peso (%)

5 234 - - - -
28 dias é 21 1342 [2.09 <001 |6&5

7 197 178.89 |2.38 <0.01"™ |7#5

8 225 1025 [2.54 <0.01* |8«5
Ganancia en Peso (%)

5 506 -- - - -
42 dias 6 305 0.25 2.09 >0.05NS |e=5

7 126 2021 |2.38 <0.01* |75

8 459 11.87 |2.54 <0.01* |[8«5
Ganancia en Peso (%)

5 824 - - - -
56 dias 6 860 8.24 2.09 <001* |65

7 774 1096 |238 <0.01*™ |7%5

8 764 1316 |2.34 <0.01 ** 8=5
Sobrevivencia (%)

5 94 - - - -
14 dfas 6 91 0 2.09 >005NS |6=3

7 89 3.31 238 <0.01* |7=5

8 92 1.33 254 >0.05 NS | 8=5
Sobrevivencia (%)

5 71 - - - -
42 dias 6 79 277 209 <0.05* 65

7 65 208 2.38 >0.05N5 |7=5

8 56 5.20 2.54 <0.01* |825
Sobrevivencia (%)

5 56 -- - - .
36 dias 6 63 222 209 <0.05* &5

7 54 0.61 2.38 >0.05 NS |7=5

8 50 1.83 2.54 >0.05NS [8=5

NS= Diferencias no sigruhcativas (P>0.05), * Diferenaas Significativas (P<0.05),
** Diferencias altamente significativas (P<(.01).



Tabla 20.- Resultados de la evaluacion biologica en camarones P. vannamei de 1.2 g.
(Efecto del reemplazo de H. P. a 30% de inclusién), n= 5 (6 organismos por acuario)

Dieta 11 Dieta 6 Dieta 7 Dieta 8§ Valor F | Prob

Score 0.1 (30 ») 0.1(20 o) 0.1(10 o) 23 (30%)
2.3 (10%) 23(200)

Peso promedio (g)
inicial 1.25+0.15 |[1.25+0.13 1.24+0.13 1.25+0.14 016 NS |0.9165
14 dias 1.97+0.09 1.91+£0.08 1.80+0.12 1.88+0.10 244 NS |0.1041
28 dias 2.2740.11 241410 2194012 2.26+0.24 1.75 NS |0.1956
12 dias 2.40:0.16 | 2.79£0.16 2.55+0.14 2.59+0.12 337 NS |(0.0328
consumo de alimento (g)
14 dias 1.7110.06a [1.33£0.12b |1.08+#0.13¢ |1.10+0.19¢ 2130+ | 0.0000
28 dias 3.00£.10a | 24540176 | 2.00+0.21c¢ | 1.994+0.25¢ 30.34* [0.0000
42 dias 394+0.14a |3.44£0.18b |297+0.21c |2.9240.15¢ 22.09* 10.0000
Ganancia en Peso (%)
14 dias 57:7 53417 45+10 45+10 1.75 NS |0.1956
28 dias 81+10 93110 76+11 81+17 1.67 NS |0.2121
42 dias G1+11b 124+12a 105%10ab 108+1%ab 489" 0.00134
Tasa conversidn alimenticia
14 dias 2.42+030a |2.0040.22ab |1.99+0.39ab |1.76+0.31b 13.90** 0.0207
28 dias 2962+0.29a | 21240.18b |2.13#0.16b [2.03+0.36b |14.05* |0.0001
42 dias 3.47+035a |2244021b [229+028b [2.21+0.28b | 22.839* |0.0000
Sobrevivencia
14 dias 100 100 100 97+7 - -
28 dias 100 100 100 97+7 - -
42 dias 100 100 100 97+7 - -

Nota: letras diferentes muestran duferencias sigruficativas { P<0.03)
NS= Dhferencias no sigruficativas (P>0.05), ** Diferencias altamente sygruficativas (P<0.01).

Tabla 21.- Resultado de la evaluacion biolégica en camarones de 1.2g, mediante la prueba de
Dunnet, utilizando la dieta 11 como control.

(Efecto del reemplaze de H. P. a 30% de inclusi6n)

Dieta | Promedio qc qta 0.05 Prob conclusion
Dieta
Ganancia en Pesc (%)
11 57 - - - -
14 dias 6 54 1.79 212 >0.05 NS 6=11
7 15 7.18 242 <001 ™ 711
8 15 718 259 <0.01* 8=11
Ganancia en Peso (%)
I 81 - - - -
28 dias 6 93 6 212 <0.01 " 611
7 76 250 242 <0.05* 7=11
8 81 o 2.59 >0.05 NS §=11

NS Diferencias no signihcativas (P»0.03), * Diferencias sigruficativas (P<0.05),
** Diferencias altamente sigruficativas (P<0.01).



CONSUMO DE ALIMENTO

En los dos bioensayos con camarones de 0.17 y 1.2g el consumo de
alimento disminuyvé con el reemplazo de la H. P. 0.1 por la H. P. de score grave.
Se presentd el mayor consumo con la H. P. de score 0.1, siendo las diferencias
significativas (P<0.05) sdlo en el caso de los camarones de 1.2g en las tres
biometrias realizadas.
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Fig. 9.- Consumo individual en P. vannamei de peso inicial de 0.17 y 1.2g

(Efecto del reemplazo de H. P. a 30% de inclusi6n)
Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
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GANANCIA EN PESO.

En organismos de 0.17 g no se encontraron diferencias significativas (P>0.05)
entre los tratamientos y para el caso de los organismos de 1.2g las diferencas solo
fueron significativas (P’<0.05) a los 42 dias de bioensayo. Sin embargo, al comparar los
tratamientos con el control se detectaron diferencias significativas (P<0.05), siendo la
dieta 6 (2/3 de H.P. de score 0.1 y 1/3 de H.P. de score 2.3) la que prentd el mejor
crecimiento para las dos clases de talla.
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Fig. 10.- Ganancia en peso en P, vannamei de peso inicial de 0.17 y 1.2g

(Efecto del reemplazo de H. P. a 30% de inclusion)
Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
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TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

En organismos de 0.17g la tasa de conversion alimenticia no se afecto
significativamente (P >0.05) con el reemplazo de H. P. normal por harina grave, pero
en el caso de los organismos de 1.2g la dieta con 30% de harina normal se diferencié
significativamente (P<0.05) de las otras por su mayor tasa de conversién como
consecuencia de su mayor consumo.
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Dieta 5 (Score 0.1 al 30%)
Dieta 6 (score 0.1 al 20% y 2.3 al 10%)
Dieta 7 (score 0.1 al 10% y 2.3 a] 20%
‘ Dieta 8 {score 2.3 al 30%)

-3 Dieta 11 (Score 0.1 al 30%)

B3 Dieta 6 (score 0.1 al 20% y 2.3 al 10%)
Dieta 7 (score 0.1 al 10% y 2.3 al 20%
Dieta 8 (score 2.3 al 30%)

Fig. 11.- Tasa de Conversién Alimenticia en P. vannamei de peso inicial de 0.17 y 1.2g.
(Efecto del reemplazo de H. P. a 30% de inclusion)

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05)
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SOBREVIVENCIA

Los camarones utilizados para el bicensayo de organismos pequefios
pertenecian al mismo lote de organismos 0.17g con que se evalu6 el efecto del
score biotoxicologico, obteniéndose también de manera general wuna
sobrevivencia baja al final del experimento.

Para el caso de los organismos de 0.17g no se encontraron diferencias
significativas (P<0.05) entre los tratamientos, pero al compararlas con el control
(P<0.05) a los 14, 42 y 56 dias obtenemos que la dieta 6 presenta la mejor
sobrevivencia y la dieta 8 el valor mas bajo.

En el caso de los organismos de 1.2g no se presentaron diferencias entre
las dietas evaluadas durante los 14, 28 y 42 dias de experimentacion.
Habiéndose obtenido de una manera general una excelente sobrevivencia
mayor al 97% con todos los tratamientos

-
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14 28 42 56 Dias

= Dieta 5 (Score 0.1 al 30%)
Dieta 6 (score 0.1 al 20% y 2.3 al 10%)
Dieta 7 (score 0.1 al 10% y 2.3 al 20%
. Dieta B (score 2.3 al 30%)

F-3 Dieta 11 (Score 0.1 2l 30%)

B Dieta 6 (score 0.1 al 20% y 2.3 al 10%)
M Dicte 7 (score 0.1 al 10% y 2.3 2l 20%
. Dieta 8 (score 2.3 al 30%)

Fig. 12.- Sobrevivencia en Penaeus vannamei de 0.17 y 1.2g

{Ef «io d | reemplazo d» H. P. a 30% de inclusidn)



3.5.- EFECTO DEL REEMPLAZO CRECIENTE (4 NIVELES) DE UNA H.P. DE
SCORE 0.1 (NORMAL) POR UNA DE SCORE 2.3 (GRAVE) EN ORGANISMOS
DE0.17 Y 1.2g A UN NIVEL DE INCLUSION DEL 30%.

Al realizar el andlisis factorial se encontdron diferencias significativas en los
parametros biologicos evaluados (Tabla 22).

El consumo individual se dio en funcién de la talla de los organismos, lo
cual es l6gico ya que los organismos grandes consumen maés que los chicos, en
valor absoluto. Por otro lado a mayor inclusién de harina de score grave el
consumo disminuy6 (I’<0.05).

La tasa de conversion alimenticia, ganancia en peso y sobrevivencia no se
vieron afectadas por el nivel creciente de la harina de score grave, estos
pardmetros fueron afectados inicamente en funcién de la talla de los organismos:
a menor talla menor TCA, mayor tasa de crecimiento y mayor mortalidad.

Tabla 22.- Resultados del analisis factorial de niveles crecientes de una harina de pescado de score
grave (2.3) contra la talla de los organismos

14 dias 28 dias 42 dias
Parimetro Factor F Prob. {F Prob F Prob
Consumo individual (g) Talla 1272+ |0.000 675 0.000 1288 * |0.000
Reemplazo 249* | 0.000 238 |0.000 T4 0.001
Interaccion 245" 10.000 17.7* 10.000 7w 0.019
Tasa de conversién alimenticia Talla 4.2 0.046 4.1* 0.05 0.13NS |0.720

Reemplazo 1.2NS |0.309 21NS jo11 27+ 0.002
Interaccién 25NS 0071 33+~  |0.029 6.9 0.001

Ganancia en peso (%) Talla §1.5* 10.000 231.3* 10.000 362.9* |0.000
Reemplazo 0.58 NS [0.626 1.6 NS [0.195 1INS |0.337
Interaccidn 0.45NS |0.713 0.67 NS [0.574 1O0NS |0.366

Sobrevivencia (%) Talla 83+ 0.006 4.1+ |0.000 535+ | 0.000
Reemplazo 0.34 NS 10.796 18NS [0.154 16NS |0.1%4
Interaccion 0.24 NS ] 0.867 TONS |0.396 0.96 NS [0.419

NS= Driferencias no significativas (P>0.05), * Diferencias sigruficativas (P<0.03), ** Diferencias altamente significativas
(P<0.01).
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3.6~ DIGESTIBILIDAD IN VIVO DE LA PROTEINA DE LAS DIETAS QUE
CONTIENEN 30 PORCIENTO DE INCLUSION DE LAS Hp.
EXPERIMENTALES

No se encontraron diferencias significativas (P=0.24) en digestibilidad
aparente de la proteina de los tratamientos (Tabla 23 ) .

Tabla23.- Digestibilidad aparente de la protemna en las dietas (DAPD)

Dieta |Score |% DAPD Valorde F | Prob.
8 23 8§5.4+1.3 1.72 0.24

9 13 31.425.7
10 0.8 §3.322.1
11 0.1 80.3=2.8

100

3
—f-

DAPD(%) 50

0 + t

] Dieta 8 (Score 2.3 [] Dieta 9 (Score 1.3
D Dieta 10 (Score 0.8 - Dieta 11 (Score 0.1

Fig. 13.- Digestibilidad aparente de la proteina de la dieta DAPD



37- DANOS HISTOPATOLOGICOS EN LOS ORGANISMOS DEBIDO AL
CONSUMO DE H.P. CON DIFERENTE SCORE

No se encontraron lesiones cuya presencia sea ligada a los tratamientos,
esporadicamente se encontraron granulomas melanizados en el tejido intersticial
interorgano en la regién del cefalotérax e infiltraciones hemociticas en el tejido
intersticial alrededor del estémago y presunsion de cuerpos de inclusién de origen
viral (IHHN) en el tejido nervioso. La confirmacion de la presencia de virus IHHN
por medio de sondas de hibridacién molecular no se realizo.



DISCUSION
1.- HARINAS DE PESCADO EXPERIMENTALES
1.1.- PARAMETROS DE CALIDAD EN LAS HARINAS EXPERIMENTALES

Las harinas experimentales fueron seleccionadas de acuerdo a su score
biotoxicologico, evaluado en pollos; sin embargo, estas harinas no provienen del
mismo lote de pescado, ni de las mismas plantas procesadoras, por lo que algunos
parametros de calidad varian de manera importante. A continuacién se analizan
las variaciones detectadas en las harinas experimentales.

Humedad

Varios autores (Galleguillos Y Romero, 1994; CIA Pesquera San Pedro,
1992), mencionan que valores bajos de humedad indican un tratamiento térmico
excesivo, repercutiendo sobre la calidad nutricional de la harina, reflejéndose en
una disminucién de la digestibilidad de los nutrientes (Cia Pesquera San Pedro,
1992). Los valores de humedad de las harinas experimentales fueron mayores al
6.5%, por lo que podriamos decir “a priori” con respecto a este criterio que las
harinas no fueron sobrecalentadas.

Proteina

El porcentaje de proteina presenta una variacion del 4% entre las harinas,
siendo la harina de score normal (0.1) con el mayor valor (67.7%), y la harina de
score leve (0.8) con el mas bajo (63.2%); este rango es parecido a los reportados en
diferentes harinas chilenas usadas para evaluar el score biotoxicolégico en
camarén (set I 64-68.7% y set Il 65.3-67.5% proteina respectivamente) (Abdo de la
Parra, 1994; Nieto-Lépez, 1995). En este aspecto es importante remarcar que el
origen y proceso que siguieron las harinas experimentales no es el mismo ya que
se trata de lotes de harinas producidas comercialmente en Chile y su seleccion se
baso exclusivamente en el score biotoxicoldgico que presentaban. Por lo tanto, las
diferencias en proteina pueden deberse a factores tales como especie, materia
prima, época del afio y proceso.



Lisina Disponible

Los valores de lisina disponible fueron mayores al 6.6 g/100g de proteina,
siendo la H. P. de score mediano (1.3) la que present6 el menor valor. Se observa
que estos parametros de calidad de las harinas, no siguen una correlacién con la
clasificacion por score. Los valores de lisina disponible en H. P. oscilan entre 5.8 a
7.9 g/16g N (Pike, 1990; Barlow y Windsor, 1994). De acuerdo a estos valores de
lisina disponible, las H. P. experimentales fueron procesadoas a una temperatura
adecuada.

Digestibilidad in vitro de la proteina

Los valores recomendados por varios investigadores (Abdo de la Parra, et
al.1993; Akiyama, 1993; Pike, 1994; Galleguillos y Romero, 1994) para
digestibilidad in vitro con pepsina para H. P. de buena calidad (Torry modificado)
deben ser superiores al 90%. Al analizar los resultados de digestibilidad in vitro,
todos los valores son mayores al 90%, por lo que con esto confirmamos que las
H.P. no fueron sobrecalentadas. En este caso no existe una correlacién con la
clasificacién por score.

Ceniza

Se observan contenidos mas altos en ceniza en las harinas de score 0.8 y 1.3
(20.1 y 17.1% respectivamente) que en las harinas de score 0.1y 23 (153y 15.5%
respectivamente). Estas variaciones podrian indicar que las harinas fueron
elaboradas a partir de diferentes especies y/o de subproductos de pescado (Karl
Marius Lillevik, 1996; comunicacién personal).

Contenido de grasa y écidos grasos libres

En contraste con los indices de calidad anteriores, el contenido de grasa y
acidos grasos libres se incrementa con el score. Estos ultimos indican el grado de
hidroélisis enzimatica de la grasa de la materia prima utilizada para la elaboracién
de las harinas de buena calidad. Hardy y Masumoto (1991), mencionan que las
H.P. no deben contener mas de 4.5% de acidos grasos libres, aunque otros autores
(Castro, 1989 y Galleguillos, 1993) mencionan que la acidez puede llegar hasta
valores del 20% y seguir siendo consideradas como de buena calidad.

Como ya se mencioné anteriormente, las diferencias en grasa podrfan ser
debidas a lotes de pescado de diferente origen, pero es evidente que mientras
mayor sea el conténido de grasa, mavor sera la probabilidad de oxidacién.

1)



TVN

EITVN enla H. P. fue menor en la harina de score grave (2.3), sin embargo,
no mostrando ninguna relacién con el score, estos valores de TVN no reflejan el
grado de frescura del producto final, lo que miden son sustancias volatiles, las
cuales se pueden perder durante el secado de la materia prima. Como indicadores
de frescura de la materia prima se debe usar el TVN de la materia prima y/o el
contenido de aminas biogenicas en el caso de la harina.

Aminas biogénicas

La concentracién de aminas biogénicas, en especial la histamina fue mayor
en la harina de pescado de score mediano (1.3) por el contrario la harina de score
més alto (2.3) presenté los niveles mas bajos de aminas biogénicas, no
observandose una relacién entre aminas y score. Estos resultados concuerdan con
los reportados por Galleguillos (1993) y Castro (1989) quienes mencionan que no
existe una correlacién entre la concentraciones de aminas biogénicas, en especial la
histamina, y el puntaje de la erosién en mollejas en pollos.

2.- DIETAS EXPERIMENTALES

La composicion proximal de los grupos de dietas experimentales que se
compararon (30 y 50°% de H. P.) fue homogénea. Sin embargo, el nivel de inclusién
de la H.P. afect6 la estabilidad de los alimentos en el agua.

La inclusidén de 50% de H. P., aunada al hecho de eliminar otras fuentes de
proteina (gluten de trigo) para no aumentar el contenido proteico de las dietas,
produjo una mala estabilidad de las dietas. Al interior de este grupo, las dietas
con H. P. de score 0.1 y 1.3 presentaron mayor lixiviacién que las otras dos dietas.

El grupo de dietas con 30% de H. P. present6 una lixiviacién tres veces
menor. La dieta con H. P. de score 1.3 volvié a ser la menos estable. Esto podria
relacionarse a un mayor contenido de solubles de pescado en esa H. P.



3.- EFECTO DE HARINAS DE PESCADO DE SCORE CRECIENTE
CONSUMO

En organismos de 1 y 0.17g no se encontraron diferencias en consumo de
alimento por efecto del score de las H.P. incluidas al 50%, esto posiblemente se
debi6 a que presentaban una alta lixiviacién sobrestimindose el alimento
consumido. Estos resultados concuerdan con los reportados por Abdo de la Parra
(1994) quien evalué en organismos pequenos de P. vannamei (0.066 g) H. P. de
diferente score biotoxicologico, no encontrando efecto del score sobre el consumo
de alimento. En el caso de un menor porcentaje de inclusién (30%) los alimentos
fueron mds estables y al evaluar en organismos de 1.2 g, se encontraron
diferencias significativas, presentando el mayor consumo los organismos que se
alimentaron con la H. P. de score normal (0.1); posiblemente debido a un efecto de
frescura de la materia prima con que se elaboré la harina. Abdo de la Parra, et al.,
1993; Aquacop et al.,, 1996 y Ricque et al., 1996, evaluaron el efecto de la frescura
de la materia prima en varias especies de peneidos; para el caso de P. vannamei, el
consumo del alimento fue mavor cuando la H.P. estaba elaborada con la materia
prima muy fresca.

Resultados contradictorios u opuestos se han reportado para trucha
(Fairgrieve, 1994, Cowey y Cho, 1992) en donde el consumo de alimento se
incrementa con dietas que contienen cantidades considerables de aminas
biogénicas, tales como la putresina y cadaverina, sustancias que normalmente
deben estar ausentes en la materia prima fresca.

Asf mismo, existen varios autores (Harpaz et al, 1988; Cowey y Cho, 1992;
Costero y Meyers; 1993; Fairgrieve et al.,, 1994; Montemayor, 1995) que mencionan
que las aminas biogénicas, algunos aminoacidos y otros compuestos funcionan
como atractantes. Para el caso especifico del langostino, la adici6én de 0.2% de
putrescina 6 cadaverina provoca que el alimento sea mas atractivoy esto da por
resultado que sea consumido en un menor tiempo.



GANANCIA EN PESO
Score biotoxicolégico

En organismos grandes (>1g) y pequefios (0.17g), no se observaron
diferencias en ganancia en peso por efecto del score; esto concuerda por lo
reportado por Abdo de la Parra (1994) y Cruz et al. (1995) al evaluar en P.
vannamei de 0.06g y 0.26g harinas de diferente score biotoxicolégico.

Frescura de la Materia Prima

Diversos autores mencionan un efecto negativo en los organismos
alimentados con H.P. elaboradas a partir de materia prima de frescura alterada.
Aquacop et al. (1996) y Abdo de la Parra, et al. (1993) evaluaron H.P. con diferente
frescura de la materia prima en varias especies de Penaeus; para el caso de P.
vannamei mayor a 1g no encontraron diferencias significativas en crecimiento,
pero en organismos menores a 1g el crecimiento disminuye conforme se
incrementa la descomposicion de la materia prima. En truchas (Pike, 1994) el
crecimiento se ve afectado negativamente conforme aumenta la descomposicién
de la materia prima.

Temperatura de Secado de la Harina de Pescado

Uno de los factores ligados directamente a la calidad de harina de pescado,
es la temperatura de secado. Existen diversos estudios sobre la variaciéon de la
calidad de la H. P. con respecto a tipo de secador y temperatura de secado. En
salmones se ha reportado (Pike, 1994) que la tasa de crecimiento disminuye
cuando las harinas de pescado son secadas a un temperatura de 80°C. Para el caso
de camaron Penaeus vannamei, Abdo de la Parra en 1994 elaboro una harina de
pescado de score grave a partir de una harina de score mediano, sobrecalentando
esta @ltima harina a 103°C por 5 horas, como resultado se obtuvo una menor
digestibilidad de la harina de pescado, un mayor consumo en alimento y un
menor crecimiento, pero la sobrevivencia no fue afectada.

Efecto promotor de Crecimiento

Varios autores (Watanabe, ef al.,1987; Cowey y Cho, 1992; Galleguillos y
Romero,1994; Bakker, 1994; Cruz-Sudrez, et al, 1995, Montemayor, 1993)
mencionan un efecto promotor de crecimiento en diferentes organismos por la



presencia de aminas biogenicas a una concentracion determinada en el alimento.
Cuando estos valores son sobrepasados se observan efectos negativos, tales como
la intolerancia al alimento, hipersensibilidad, dafio intestinal, mortalidad, flacidez
y distensién abdominal etc.

En pollos se han reportado datos positivos de las aminas biogénicas
(putrescina, histamina) como promotores de crecimiento (Smith, 1989; Galleguillos,
1995), encontrando que a una dosis de 0.2% de putrescina se incrementa la
ganancia en peso y que a una dosis mayor a 0.8% es toxica. En el caso de la
histamina, una dosis mayor a 350 ppm afecta significativamente el crecimiento.

Para truchas se han obtenido resultados opuestos; Watanabe, et al., (1987)
menciona que el crecimiento en trucha se ve favorecido por la adicién de 70 mg
de histamina en la dieta. En cambio Fairgrieve, et al., (1994) y Cowey y Cho (1992)
mencionan que adicionar cadaverina y putrescina en las dietas no afecta la
ganancia en peso de estos organismos.

En el caso del camaron, Cruz-Suérez, et al., (1995) reportan un mayor
crecimiento de las H. P. de score leve, observandose un efecto promotor de
crecimiento en H. P. que contienen niveles bajos de aminas biogénicas (histamina
de 1084 a 2377, cadaverina de 338 a 577 y putrescina de 109 a 300 ppm); en
cambio, en organismos pequefics, las H. P. con niveles altos de aminas biogénicas
causan mortandad (histamina de 1542 a 4840, cadaverina de 731 a 4040 vy
putrescina de 570 a 1760 ppm).

Una de las explicaciones del efecto promotor de crecimiento en varios
organismos (pollos, truchas, prerumiantes, etc), es que estas sustancias actuan de
manera indirecta en el metabolismo de los organismos; por ejemplo, la putrescina
incrementa la permeabilidad intestinal y facilita el flujo de nutrientes, es esencial
para el crecimiento celular y se cree que tiene un papel importante en la sintesis
de DNA, RNA y proteinas; pero afecta la actividad de ciertas enzimas (Cowey and
Cho, 1992, Bakker, 1994; Ricque et al, 1996 en prensa; Mendoza-Alfaro, et al.,
1996).

TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

En organismos pequefios (0.17g), no se observaron diferencias entre los
tratamientos evaluados. Estos resultados corresponden a lo reportado por Abdo
de la Parra (1994) en donde concluyo que el score biotoxicol6gico de las H. P. no
afecta la tasa de conversion alimenticia. Esto mismo se observé en truchas
(Fairgrieve, et al., 1994) cuando se evaluo el efecto del la adicién de cadaverina y
putrescina en H.P. atoxicas v to* icas para pe llos.



En organismos grandes (1.0 g) no se encontraron diferencias significativas
debido a la mala estabilidad del alimento; al volver a evaluar estas harinas en
organismos de la misma talla (1.2g) a un porcentaje menor de inclusién (30%) se
encontraron diferencias entre los tratamientos, disminuyendo la tasa de
conversién conforme se incrementa el score. Un efecto contrario fue observado
por Cruz-Sudrez, et. al (1995) con una harina de pescado de score 1.3, la cual
presento una tasa de conversion ligeramente més alta que con harinas de score
leve y mediano (diferencia no significativa).

Estos resultados en diferentes experimentos nos hacen pensar que el score
no tiene relacion con la tasa de conversién en camarén.

El dnico incremento importante (significativo) en tasa de conversioén fue
obtenido por Cruz-Sudrez, ef al, (1993) con la misma H. P. de score 1.3,
sobrecalentada a 105 °C por 5 horas; en este ltimo caso se entiende que la tasa de
conversién se increment6 en razén del dafio que sufrié la proteina al estar
expuesta a altas temperaturas. Al contrario, en procesos comerciales, la torta de
prensa en su mayorfa generaimente no sufre sobrecalentamiento; sélo algunas
particulas quedan atrapadas incrementdndose el tiempo de permanencia en el
secador, siendo el sitio de formacion de toxinas responsables del score
biotoxicolégico en pollos, por lo tanto la mayorfa de la torta de prensa no sufre
una disminucién de su digestibilidad ain cuando algunas particulas
sobrecalentadas son suficientes para conferir toxicidad a la harina (Pike, 1995,
comunicacion personal).

Tampoco existe una correlacién entre la tasa de conversién alimenticia y la
cantidad de aminas biogénicas: al comparar la tasa de conversion de las dietas que
contienen H. P. de score 0.1 y 2.3, las cuales tienen niveles semejantes de aminas
biogénicas y en poca cantidad, vemos que la primera tiene una tasa de conversién
alta y la segunda la tasa de conversién mas baja. Al contrario, Abdo de la Parra
(1994} encontr6 una tasa de conversién alta con la dieta que contenfa H. P. de score
1.3, con alto nivel de aminas biogénicas.

Estos resultados se oponen a los obtenidos en truchas y salménidos, en
donde concentraciones elevadas de aminas biogénicas disminuyen la tasa de
conversién alimenticia (Cowey y Cho, 1992; Pike, 1994).

ih



SOBREVIVENCIA

En organismos grandes (>1g), no se observaron diferencias significativas
por efecto del score en sobrevivencia, esto concuerda por lo reportado por Cruz-
Sudrez, et al (1995), en donde evaluaron H.P. con diferente score sobre juveniles de
P. vannamei (0.27g ), no encontrando diferencias en sobrevivencia. Esto mismo se
observa en trucha (Fairgrieve, et al., 1994) en donde no encuentran un efecto toxico
de la cadaverina y putrescina adicionadas en H.P. téxicas y atéxicas en pollos.

Esta respuesta se observa al evaluar el efecto de frescura en varias especies
de peneidos con organismos de mds de 1g (Abdo de la Parra, et al., 1993; Ricque et
al., 1996; Aquacop et a., 1996) en donde no encuentran un efecto de toxicidad por
pérdida de frescura de la materia prima utilizada para elaborar H.P.

Los organismos pequefios (0.17g) resultaron ser los mas afectados en
sobrevivencia; a pesar de que se obtuvieron en general bajos porcentajes de
sobrevivencia de todos los tratamientos, la mayor mortalidad se present$ con la
dieta 3 que contenia la H.P. de score mediano (1.3), la cual se caracterizaba por
tener una mayor cantidad de aminas biogénicas y acidez (ver tabla 5). Estos
resultados concuerdan con los reportados por Abdo de la Parra (1994), quien
encontré la mavor mortalidad en organismos alimentados con H.P. de score
mediano que contenia altas cantidades de aminas biogénicas y acidez, asi como
con la adicién de mollerosina sintética en el alimento. Es posible que exista una
interaccién de histamina y acidez, en que esta ultima pudiera potencializar el
efecto téxico en organismos pequefios.

Unos de los puntos importantes a los que se le pudiera atribuir la mayor
mortalidad en organismo pequeiics, es que estos tal vez no tengan un sistema
detoxificador de aminas bien desarrollado. En el caso de peces, pollos y
mamiferos, se ha reportado que cuentan con un sistema de enzimas detoxificantes
tal como la mono-amino-oxidasa (MAO) y la di-amino-oxidasa (DAQO) que son las
encargadas de degradar las sustancias toxicas en compuestos inofensivos para los
organismos. Ademds otra posibilidad serfa la insuficiente capacidad de las
“enzimas intestinales” MAO/DAO y la alta cantidad de aminas biogénicas
consumidas (Bakker, 1994).

Otra explicacién de la toxicidad de las harinas con altos niveles de aminas
biogénicas y acidos grasos libres, es que pudieran existir otros compuestos dentro
de la harina que actiien negativamente en la sobrevivencia de los organismos:
endotoxinas bacterianas, las cuales bien podrian producirse al mismo tiempo que



las aminas biogénicas y dcidos grasos libres (es decir cuando el pescado pierde su
frescura y es el sitio de un desarrollo bacteriano intenso) durante el
almacenamiento, antes de iniciar el proceso de coccion de la materia prima.

4.- EFECTO DE NIVELES CRECIENTES DE LA HARINA DE SCORE GRAVE

En organismos de 0.17 g y mayores a 1 g, el consumo y la tasa de
conversién alimenticia disminuyen conforme se incrementa el porcentaje de
inclusién de la harina de pescado de score 2.3. Una de las posibles causas serfa en
una mayor frescura de la materia prima que fue utilizada para fabricar la harinas
de score 0.1.

La tasa de crecimiento se ve mejorada con un 10% de inclusion de la harina
de score grave (1/3 de H.P. de score 2.3, 2/3 de H. P. de score 0.1). Con este
mismo tratamiento la sobrevivencia en organismos grandes no es afectada por el
efecto del reemplazo, pero en organismos de talla pequefia la sobrevivencia se ve
mejorada con respecto al control en un 10%.

La explicacién de estas mejoras podria ser que se diluyen los factores
negativos de las harinas puras v se complementen mas beneficios. Es conocido en
la practica comercial el efecto benéfico de las mezclas as de H. P. de buena calidad
en lugar de una séla (Kurmaly, 1995.)
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5.- DIGESTIBILIDAD IN VIVO DE LAS HARINAS EXPERIMENTALES

Los resultados del analisis de digestibilidad in vivo muestran diferencias no
significativas entre las dietas evaluadas (P= 0.24), confirmando los resultados de
Nieto-Lépez (1994), en cuanto a la ausencia de la relacién entre el score
biotoxicolégico y la digestibilidad en camarén (Cruz-Suérez et al., 1995) .

Cabe mencionar que en un experimento previamente mencionado
(Cruz-Sudrez, et. al, 1995), en donde se uso una H.P. de score 1.3 calentada en una
estufa a 105 °C por 5 horas, se obtuvo una reduccién significativa de la
digestibilidad in vive en camarones de 1g asi como en crecimiento y tasa de
conversién alimenticia, demostrando de esta manera que los camarones son
sensibles a una deterioracién de la calidad de la proteina cuando esta es sometida
a un exceso de temperatura. Esta misma harina sobrecalentada fue sometida a
una prueba biotoxicologica en pollos, y obtuvo un score de 2.0, pero en
camarones de 0.26g no demostré ningun efecto téxico (el efecto nutricional en
camarén fue independiente del aspecto toxico).

Varios autores (Anderson et al, 1992, 1993 y 1995; Nakazagwa et al., 1994 y
Romero, et. al,, 19963) han tratado de correlacionar la digestibilidad in vivo en
salmones, evaluando diversos parametros de calidad (tipo de secador, contenido
de aminas biogénicas, TVN, score biotoxicoldgico, etc) no encontrando correlacion
alguna entre los resultados obtenidos.

Es interesante observar que las pruebas de crecimiento y digestibilidad in
ivo en camarédn permiten distinguir las propiedades téxicas de las harinas de alto
score de sus calidades nutricionales, lo que no es posible en pollos, cuya
digestién es afectada directamente por los factores del score biotoxicolégico: el
exceso de secrecién acida provocada por los toxicos presentes en estas harinas
merma la digestion, la salud y el crecimiento de los pollos, atin cuando la proteina
de estas harinas sea de muy buena calidad.
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CONCLUSIONES

1.- El score biotoxicolégico no es un buen indicador de calidad para seleccién de
H. P. a utilizar en la elaboracién de alimentos para camarén, ya que no se
encontré correlacién alguna entre éste y los resultados obtenidos durante el
presente trabajo, esto debido a que otras variables en la composicién de las H.P.
estan interfiriendo y parecen tener un efecto mayor que la variable en estudio.

2- Las H. P. comerciales evaluadas en este estudio presentan variaciones
importantes no correlacionadas con el score biotoxicolégico, especialmente en
pardmetros quimicos de calidad ligados al grado de frescura de la materia prima,
COmMO SOI;

- Contenido de aminas biogénicas
-Acidos grasos Libres

Las principales variaciones observadas en este trabajo, en la respuesta de
los camarones parecen ligadas a la frescura de la materia prima:

- En organismos mayores a 1g, se obtuvieron mejores resultados en tasa de
conversion con la H. P. de score grave (2.3), principalmente en razén del menor
consumo, en comparacién con la H. P. de score 0.1, lo cual también podria estar
ligado a una mayor frescura de la materia prima.

- En los camarones pequefios (0.17g) se produce mortalidad con H. P. que
contienen altos valores de aminas biogénicas (histamina 1080, cadaverina 577 y
putrescina 300 ppm) y niveles altos de 4cidos grasos libres (9.3%), mientras los
organismos mayores a 1g no son afectados.

3.-Conel reemplazo parcial de una harina de score normal (0.1) por una de score
grave (2.3), se obtienen mejores resultados lo que confirma una practica
aparentemente estableciada a nivel comercial en Asia.

4.- Al parecer las H.P. que provocan erosién de la molleja en pollos no causan
darios histolégicos en camarén.
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RECOMENDACIONES

1.- Evaluar H.P. elaboradas a partir de materia prima en descomposicién con el
objeto de evaluar el efecto téxico de las aminas biogenicas y endotoxinas de

origen bacteriano presentes en la H. P. pescado sobre organismos muy
jovenes, de 0.1 a 0.2g.

2.- Evaluar por separado y en combinacién aminas biogénicas puras (histamina,

cadaverina, putrescina, espermidina, espermina, etc) adicionadas en dietas
para camaron.

3.- Evaluar el efecto atractante y promotor de crecimiento de las aminas biogenicas
en camaron.

4.- Evaluar toxinas de origen bacteriano originadas por la pérdida de frescura de

la materia prima, y que posiblemente disminuyan la sobrevivencia de
Organismos pequerios.

5.- Confirmar darios celulares por efecto de las aminas biogenicas y/o tdxinas
presentes en las harinas de pescado.

6.- Determinar si los camarones cuentan con enzimas detoxificantes para aminas
biogénicas, endotoxinas y otras sustancias téxicas, tal como Mono- animo-

oxidasa (DMA) y di-amino-oxidasa (DAO), etc presentes en otros
Organismos.
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