2) ABSTRACT

Traditionally shrimp larval culture has been carried out using live feeds. In recent
years the industry has began to complement feeds with artificial diets. However, the efforts
to completely substitute live feeds still have not given the desired results. It has been
proposed that the amino acid profile present in the body of the organisms could be used as a
reference for the nutritional requirements of the animals. For this reason the data obtained
on the amino acid profile of different larval stages of Penaeus vannamei were used to
elaborate a microencapsulated feed produced by a commercial company (diet A), and
another microencapsulated feed with a different amino acid profile (diet B). With these two
diets, four feeding trials were carried out under controlled laboratory conditions.
Furthermore, one treatment using live feed (microalgaec and Artemia sp nauplii), two

“treatments using a single dose of live algae (SDLA) followed by artificial diets, and two
treatments combining the artificial feeds with live feed were evaluated. Survival with the
live feed was in the order of 80% with good growth and larval development. Diets A and B
on the other hand displayed mortalities between 80-90% after the second and third day of
the experiment. Treatments using SDLA resulted in better survivorship, but only for the
first 3 days of the trial, then survivorship decreased to a percentage similar to that found for
diets A and B. Finally, the treatments using live feed in combination with the artificial
diets, tested in an experiment lasting 5 days, increased survivorship in comparison to the
treatments using the artificial diets alone, and the treatments using SDLA, however,
survivorship was very low (close to 18%), and development delayed, but without a
significant statistical difference (P<0.05). The results obtained with the experimental diets,
show that larval growth, survivorship and development is not directly related to the amino
acid profile of the diets, but is due to other factors, such as, lack of some essential
compounds, or due to the presence of some toxic compounds generated during the storage,
or in the manufacture of the microcapsules.



3) INTRODUCCION

El cultivo de camarén es de gran importancia actualmente en todo el mundo y en

especial para paises en vias de desarrollo como lo es México.

Uno de los aspectos principales a desarrollar dentro del cultivo de camarén es el
establecimiento de alimentos adecuados, para lo cual se requiere conocer los requerimientos

nutricionales de la especie (Akiyama ef al., 1993).

Algunos autores han determinado el requerimiento de distintos nutrimentos de
algunas de las especies mas cultivadas de camarones, mediante estudios con dietas practicas
y purificadas, evaluando el efecto en el crecimiento y tasa de conversién alimenticia, al

variar los niveles de inclusin de un ingrediente problema.

El requerimiento de estos nutrimentos ha sido establecido principalmente para
Jjuveniles y adultos de camarén, y pocos estudios se han realizado para los estadios larvarios
(Watanabe y Kiron, 1994).

La proteina es uno de los ingredientes més importantes a considerar en la
alimentacién de los animales que son cultivados dentro de la actividad de acuacultura, por
el elevado requerimiento que tienen los organismos de este sustrato, y por el costo elevado

- de incluir en la racién alimenticia ingredientes ricos en proteina.

Con el objeto de hacer 6ptima la cantidad de proteina a emplear dentro de las dietas,
se han venido desarrollando diversos estudios acerca de los aminoécidos que la constituyen,
tratando de determinar cuales son mds importantes en la alimentacion, la cantidad en que
deben estar presentes en la proteina a suministrar, asi como la capacidad del organismo de

digerir la proteina y asimilar los distintos aminoacidos.



Estudios recientes destacan la importancia del balance de los amino4cidos en las
dietas utilizadas, ya que se ha visto estos deben encontrarse en el momento justo y en una
proporcion determinada que permita la sintesis de las proteinas propias del organismo y en

consecuencia su crecimiento y salud.

En los peces se ha encontrado alta correlacién de la cantidad de aminoécidos del
cuerpo mismo de los organismos y el requerimiento que tienen de éstos (Tacon, 1987), esto
plantea la posibilidad de estudiar ¢l perfil de aminoacidos del cuerpo del organismo y en

base a esto formular dietas con la proteina adecuada.

Establecer el requerimiento de proteina y aminodcidos en base al anélisis del cuerpo
de los organismos resulta especialmente 1itil en el caso de los estadios larvarios, ya que los
estudios convencionales de los requerimientos nutricionales son dificiles de aplicar en ellos,

dado su reducido tamafio.

La alimentacién de los camarones peneidos durante sus estadios larvarios se ha
llevado a cabo por medio de alimento vivo, con diversas especies de microalgas y con
nauplios de Artemia sp. (Emmerson, 1980; Alfonso y Leal, 1985; Kuban et al., 1985;
Sénchez, 1986; Gallardo et al,, 1995), lo cual tiene como problema el requerir espacio
dentro de la instalacion de produccidn, un excesivo trabajo en mantener estos cultivos de

apoyo y emplear mano de obra altamente calificada.

En el caso de la tecnologia de alimentos se han venido desarrollando y
perfeccionando métodos que permiten elaborar alimentos microparticulados, caracterizados
principalmente por tener un tamafio reducido y mantener la proporcién preestablecida de
ingredientes en su interior (Kanazawa, 1982).

Se han probado distintas formas de elaboracién para mejorar el rendimiento en la
produccion y las caracteristicas fisico-quimicas de los alimentos microparticulados, como

son la estabilidad en el agua, la pérdida de material interno, la aceptacién por los



organismos y la capacidad para asimilarlas una vez que son ingeridas (Villamar y Langdon,
1993; Lopez-Alvarado et al., 1994), teniéndose grandes avances en todos estos aspectos; sin
embargo, falta aiin desarrollar alimentos artificiales con una calidad de formulacién tal, que

permita sustituir el alimento vivo en su totalidad en la alimentacién de larvas de peneidos.

Al conocer el perfil de aminodcidos del cuerpo de las larvas de camar6n P.
vannamei, y proponerse como el patrén indicado para cumplir con el requerimiento de esta
especie, serd posible formular de manera més precisa, para lograr cultivos larvarios

exitosos, basados exclusivamente en una alimentacién artificial.

En base a las ideas anteriormente expuestas, el objetivo del presente estudio fue
calcular el requerimiento de aminoécidos teérico de larvas de P. vannamei, en base a los
aminogramas obtenidos en un trabajo anterior (en el trabajo de Cruz-Reyes, 1997), y
utilizar estos datos para tratar de optimar un alimento larvario comercial modificando su
perfil de aminoAcidos mediante la adicién de amino4cidos puros. Finalmente, evaluar
mediante bioensayos de alimentacion, si este tipo de dieta permite cultivos larvarios con

mejores resultados que los obtenidos hasta la fecha con dietas artificiales comerciales.



4) ANTECEDENTES

4.1) INICIOS DEL CULTIVO DE LARVAS DE CAMARON

En el presente siglo se ha tenido gran interés eil el desarrollo de la acuacultura, ya
que se ha visto su gran potencial para producir i)mteina de buena calidad, la cual es cada dia
mas requerida por la creciente poblacién humana, y debido a que se estima que la obtencién
de recursos por medio de la pesca si se mantienen los niveles actuales de captura, puede

llegar a sus limites de explotacién en un tiempo no muy lejano.

El dominio en el cultivo de una especie consiste en primer lugar en conocer su ciclo
de vida, describiendo los cambios que sufre el organismo, las necesidades ambientales y
nutricionales en cada estadio, posteriormente se plantea promover la reproduccién y obtener

buen crecimiento en el menor tiempo hasta llegar a la talla comercial.

DCI;tI'O de los organismos cultivados en la actividad de acuacultura, se ha puesto
gran interés en dominar el manejo de las diferentes especies de camarones peneidos, esto
debido en gran parte a la elevada demanda y aceptacién por parte de los consumidores en
todo el mundo, y por resultar un negoctio redituable. -

Para establecer el cultivo de ‘camar6n manipulando el ciclo de vida completo, es
necesario lograr €l mantenimiento exitoso durante los primeros estadios de su desarrolio. La
induccién al desove en camarones peneidos se realizé por primera vez a nivel de laboratorio
en el afio de 1934 por Hudinaga; ademés, el primer trabajo que se reporta en donde se
describe el desarrollo larvario de un camarén peneido fue realizado por este mismo autor en
1942, donde se detallan los cambios morfolégicos que ocurren en el desarrollo de Penaeus

Japonicus (Cruz-Suarez, 1988).

En el caso del camar6n blanco Penacus vannamei, especie que se encuentra en la

costa occidental de México, los estudios sobre su desarrollo larvario fueron realizados por



Kitani (1986). Este investigador describe los estadios de nauplio y establece las
caracteristicas morfol6gicas ttiles en la identificacién de esta especie en sus diferentes

subestadios larvarios (ver anexo 1).

El camar6n blanco Penaeus vannamei ha sido una de las especies més cultivadas en
México, debido a sus caracteristicas de ripida adaptacién a las condiciones ambientales de
los sistemas de cultivo. El abastecimiento de las larvas a las granjas de engorda se realiza
por tres fuentes: a) por la produccién en laboratorios nacionales, b) captura del medio
silvestre, y ¢) importacién de paises con laboratorios certificados (SEPESCA, 1994). Dado
que la tendencia es hacia un aumento €n la producciéon de camarén por acuacultura, el
abastecimiento de larvas producidas en laboratorios tiende a tomar gran importancia para

abastecer la demanda.
. 42) CULTIVOS LARVARIOS CON ALIMENTO VIVO

En los laboratorios comerciales de produccién de larvas de camarén desde hace
algun tiempo se tienen establecidas rutinas de alimentaciéon mediante alimento vivo, el cual
consiste en diversas especies de microalgas y nauplios de Arfemia sp. El logro de los

cultivos larvarios utilizando alimento vivo es producto de la investigacién y experiencia
| mediante la cual se han ido estableciendo ¢l tipo y cantidad de microalgas que dan buenos
resultados para determinada especie de camarén, De la gran cantidad de trabajos que se han
. venido realizando al respecto se puede mencionar a Simon (1978), quien estudia la forma
de establecer el cultivo de la diatomea Chaetoceros graéilis para ser utilizada en la
alimentacién de zoeas de Penaeus Islylirosfris y Penaeus vannamei, sugiriendo
procedimientos simples y econémicos para la proliferacién de esta microalga. Reporta
buenos resultados en sobrevivencia de las larvas de camarén de ambas especies estudiadas
y encuentra una concentracién éptima de las microalgas de entre 30,000 a 100,000 cel/ml
para alimentar las larvés, y reporta como problema ocasional en ¢l mantenimiento de las
microalgas, un aumento acelerado de su poblacién, con la subsecuente caida y perdida de
ésta. Posteriormente Emmerson (1980), realizé el cultivo de larvas de Penaeus indicus
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basadc; en el suministro de Thalassiosira weissflogii, Brachionus plicat'ilis y nauplios de
Artemia sp., logra una sobrevivencia promedio del 95.8% de las larvas cultivadas desde
nauplio 6 hasta postlarva 1. En ¢l trabajo se discuten los mecanismos de filtracién de las
larvas y se investiga el efecto del aumento de células de microalgas en el medio sobre los
diferentes estadios larvarios, encontrando correlacién entre la filtracién y crecimiento con la
calmtidad de alimento vivo ‘presente, y determinando los niveles de saturacién, donde un
aumento de particulas alimenticias en el agua no promueve mejoria en todos los parametros
evaluados. En 1984 este mismo autor realiza estudios para establecer el momento adecuado
en que Penaeus indicus aprovecha mejor los rotiferos y la Arfemia sp. Por otro lado Yufera
et al. (1984), establecen que las larvas de Penaeus kerathurus se alimentan bien de rotiferos
a partir de zoea 2 hasta postlarva 2, mientras que la Arfemia sp. es bien consumida a partir
de misis 2. Se observo que las larvas requieren presas mayores que el rotifero al entrar a
postlarva y en ausencia de presas se presenta un elevado canibalismo. Alfonso y Leal
(1985) estudian la influencia de algunas especies de algas unicelulares sobre ¢l crecimiento,
desarrollo y sobrevivencia de protozoeas de camardn rosado Penaeus notialis. Las especies
de microalgas utilizadas fueron Isochrysis galbana, Tetraselmis chuii y Chlorella kessleri.
Se probaron diferentes concentraciones y combinaciones de estas, encontrando un
desarrollo y sobrevivencia elevada (89%) cuando se alimenté con una combinacién de T.
chuii y C. kessleri. Por su parte Kuban, et al, (1985), realizan el cultivo de larvas de
camarén de cuatro diferentes especies, alimentdndolas con seis combinaciones de
microalgas de diferentes especies, encontrando una respuesta diferente segin la especie de
camarén y de microalga utilizada. Mientras que en el estudio de Sdnchez (1986) de tres
esﬁecies de microalgas utilizadas en el cultivo larvario, Isochrysis sp. dio los mejores
resultados con 53% de sobrevivencia. Loya-Javellana (1989) estudia la cantidad Optima de
- Tetraselmis sp. en los cultivos larvarios de Penaeus monodon, encontrando una respuesta
de saturacién al aumentar en exceso la densidad de alimento. Por otro lado Samocha et al.
(1989) estudian el cultivo de larvas de Penaeus semisulcatus mediante nauplios de Artemia
sp. y rotiferos (Brachionus plicatilis), encontrando que la Artemia sp. parece ser més
ventajosa cuando se realizan cultivos masivos de esta especie de Mn. Recientemente

~Gallardo ef al. (1995) proponen un programa de alimentacion para el cultivo larvario de
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microdietas, las cuales se pueden encontrar como alimentos microparticulados,
microligados, microagregados, microcubiertos © microencapsulados, dependiendo
principalmente de la relacién que existe entre las particulas de los ingredientes que la
constituyen, con la matriz que sirve como un aglutinante, cementante 0 como una cubierta
que envuelve por completo las particulas de alimento. En el caso de las dietas
microencapsuladas los ingredientes que constituyen la particula de alimento se encuentran
rodeados por completo (encapsulados) por una matriz cuyo fin principal es aumentar su
estabilidad en el agua.

4.4) CULTIVOS LARVARIOS CON DIETAS ARTIFICIALES

Kanazawa et al. (1982) estudiaron distintos tipos de dietas microparticuladas para el
cultivo larvario de Pemnaeus japonicus, donde algunas dietas microencapsuladas con
membranas de nylon-proteina y con zeina sostuvieron el crecimiento de las larvas desde
zoea | hasta postlarva 1. En términos de tasa de sobrevivencia y crecimiento, las dietas de
material pulverizado y unidas con zeina dieron los mejores resultados. El valor de la dieta
microligada con zeina fue comparable con el desempefio del alimento vivo (Chaefoceros
gracilis 'y Artemia sp.). El desarrollo alcanzado por las larvas con el alimento
microparticulado se llevé a cabo en un lapso de 8 dias con una sobrevivencia del 94%.
Finalmente en este trabajo se menciona la importancia de los lipidos en obtener una dieta
adecuada, ya que se deben incluir en la dieta: los dcidos grasos que son esenciales para el
organismo y que permiten obtener buenos resultados en la nutricién. Posteriormente Jones
et al. (1987) realizaron un estudio para evaluar el desempefio de alimentos
microencapsulados en el cultivo iarvario de tres especies de camarones (Penaeus monodon,
P. vannamei y P. stylirostris), en granjas comerciales de Ecuador, Taiwan y Filipinas, Las
dietas consisticron en alimentos microencapsulados con una membrana biodegradable
disefiada para protegerlas de la degradacién bacteriana, pero permitiendo la emisién de
sustancias atrayentes. Los autores mencionan que cuando las condiciones de cultivo son
adecuadas, con abundante aireacién que permita mantener en suspension a las particulas en

el agua, se tienen buenos resultados de desarrollo y sobrevivencia lo que permite sustituir
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parcialmentq el uso de alimento vivo en los cultivos larvarios. Tiempo después, Kurmaly et
al. (1989) realizaron un estudio con el objeto de reemplazar parcial o totalmente el
alimento vivo en la alimentacion larvaria de Penaeus monodon, mediante alimentos
microparticulados o por la combinacién de ambos. Los resultados presentados demuestran,
en primera instancia, lo prictico que resulta el establecimiento del cultivo larvario mediante
alimentos microencapsulados. Usando particulas alimenticias menores a 20 um y entre 40-
90 um, a concentraciones entre 20 a 45 pug/ml, se mantuvieron los cultivos larvarios desde
protozoea 1 hasta postlarva 1, utilizando alimentos microparticulados tanto en presencia o
‘ausencia de alimento vivo. Los autores sefialan que la alta sobrevivencia general de las
larvas mantenidas en medios combinados de alimento artificial y microalgas requiere mayor
investigacién, para determinar si esta combinaci6n representa un balance mas adecuado en
la dieta, una dieta maés digerible, o inclusive si las miéroalgas funcionan como biofiltros
removiendo los desechos txicos del agua de cultivo. Finalmente sefialan que en general los
alimentos estudiados fueron capaces de promover un reemplazo razonable del alimento
vivo. Pon; su parte Bautista e al. (1989), estudiaron el desempefio de dietas
microparticuladas utilizando kapa-carragenina como agente ligante para la alimentacién de
larvas de Penaeus monodon, logrando mantener el cultivo desde zoea 1 hasta postlarva 1
usando cinco tratamientos experimentales que incluian dietas comerciales y alimento vivo.
Las larvas alimentadas con la dieta experimental en combinaciéon con alimento natural, el
cual consisti6 de microalgas (Chaetoceros calcitrans) y Artemia sp., dieron los mejores
resultados de sobrevivencia (69.6%), sin encontrar diferencias significativas al alimentar
exclusivamente con alimento vivo, 0 con el alimento experimental como tnico alimento.,
Los autores sugieren la posibilidad de desarrollar alimentos microparticulados con el uso de
kapa-carragenina, capaces de sustituir parcial o totalmente el uso de las microalgas
tradicionalmente utilizadas. Otros cultivos exitosos donde se alimentd con dietas artificiales
son reportados por Jones et al (1979) y Teshima y Kanazawa (1983), en los cuales se

sugiere la posibilidad de sustituir al alimento vivo en los cultivos larvarios de camarén.

Por otro lado, mientras se han reportado resultados positivos empleando dietas

artificiales, se encuentran trabajos recientes que mencionan resultados negativos al tratar de
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desatrollar y/o probar dietas artificiales (Elendt, 1990; Garcia y Béez, 1994; Muir ¥ Sutton,
1994) de tal manera que se¢ afectan pardmetros del cultivo, como son, la sobrevivencia,
tamaifio y tiempo de desarrollo de las larvas o calidad de agua, cuando se compara con
cultivos larvarios alimentados exclusivamente con alimento vivo (Galgani y Aquacop,
1988; Le Vay et al. 1993; Rahman, 1996), por lo que se han seguido desarrollando
investigaciones para obtener nuevos tipos de dietas artificiales, es asi que Villamar y
Langdon (1993) reconocen la importancia en desarrollar alimentos microparticulados con
una estabilidad mayor en el agua a la que presentan muchos de ellos, por lo que estos
investigadores realizan su trabajo“con el fin de desarrollar un nuevo tipo de microparticula
de pared lipidica y un nicleo de ingredientes unidos por un gel de gelatina, a las que llaman
microcapsulas complejas. Encuentran una alta estabilidad de las particulas en el agua y con
ello demuestran su biodisponibilidad al encontrar que se libera su contenido en el lumen de
las larvas estudiadas de camaron (P. vannamei).. Finalmente sugieren el uso de
microparticulas de gran estabilidad, como una herramienta 0til en el estudio de los
requerimientos en la nutricién de larvas de camarén. Por otro Jado Lépez-Alvarado ef al.
(1994) estudian tres diferentes métodos pura la elaboraciébn de microparticulas como
alimento para larvas de peces marinos, con el objeto de evaluar la retencién de aminoacidos
agregados en las particulas. Las particulas elaboradas fueron del tipo microligadas,
microcubiertas y microencapsuladas, encontrando los mejores resultados con dietas
microencapsuladas. La unidén de los aminoédcidos en dietas microligadas con zeina,
carragenina o alginatos dieron resultados pobres, con una pérdida del 80% al 90% de éstos
en los primeros minutos de inmersion en el agua. Determinan que la microencapsulacién de
aminodcidos cristalinos con cépsulas de pared proteinica dan mejores resultados de
retencién de aminoécidos cristalinos, donde se observa que la retencion es de 60%, ademas
se observa que solo algunos aminoidcidos son los que se pierden en gran medida,
principalmente los de naturaleza hidrosoluble como el 4cido aspartico y glutdmico y
algunos otros como la histidina y alanina. Sefialan que el tipo de microencapsulacién con
una pared lipidica es la que impide de forma mas efectiva la pérdida de aminoacidos libres;

sin embargo, en el caso de las microparticulas de pared lipidica solo pudieron ser digeridas
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en el tubo digestivo de las larvas de pez estudiadas, en organismos de una edad mayor a 40

dias y no en las primeras larvas.

Como parte de los esfuerzos por entender las variables que permitan buenos
resultados en los cultivos larvarios se han realizado estudios para conocer la importancia
que juegan la densidad de siembra de las larvas (Emmerson y Andrews, 1981) y la calidad
- de agua del sistema de cultivo (Castille, et al., 1981; Ceccaldi y Yagi, 1990; Jian y Chi,
1991; Jackson, 1994; Vinatea y Andreatta, 1997).

4.5) REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE LAS LARVAS

El desamrollo de las dietas para los cultivos larvarios ha requerido un mayor
conocimiento sobre las necesidades nutricionales de las larvas. Una forma practica de
conocer ¢l requerimiento de un organismo es estudiar la composici&n quimica de los
alimentos que obtiene en su medio natural o de los alimentos que permiten adecuados
résultados en condiciones de cultivo, de esta forma, se tienen desde hace tiempo estudios
sobre la composicion quimica de distintas especies de microalgas, como en ¢l trabajo de
Parson et al. (1961). Algunos autores (Kurmaly ef al., 1989; Amjad y Jones, 1992; Le Vay
et al., 1993; Kumlu y Jones, 1995 y Boeing y Martinez, 1997) han reportado que la
presencia de una pequefia cantidad de microalgas en combinacién con las dietas artificiales,
_ es suficiente para ﬁejom de forma importante los resultados del cultivo. De modo similar
Biedenbach et al. (1990), obtienen buenos resultados al alimentar larvas de Penaeus
vannamei mediante el uso de microalgas Tetraselmis sueccica secadas por aspersion
(*“Spray-Dried”); sin embargo, estos autores no logran el reemplazo total de las microalgas
vivas, por lo que se tiene que ofrecer una pequefia cantidad de algas para incrementar la
sobrevivencia, crecimiento y metamorfosis. Estas ultimas observaciones han suscitado
lineas de investigacién para encontrar los compuestos presentes en el alimento vivo que
permiten resultados positivos en la alimentacion larvaria, asi se ha tratado de encontrar el

papel que tienen nutrimentos esenciales que podrian estar aportando las microalgas como
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pueden ser vitaminas (Rees, 1994; Dall, 1995), o 4cidos grasos poliinsaturados (Levine y
Sulkin, 1984; Kanazawa et al., 1985; Sorgeloos, 1992; Mourente et al., 1995).

En reportes recientes Jones (1995), menciona que las nuevas generaciones de
alimentos artificiales para larvicultura, estin tomando en cuenta la adicién de vitaminas,
como la vitamina C, asf como inmunoestimulantes y enzimas para ayudar en la digestién de

las dietas artificiales.

Para tratar de conocer los requerimientos de las larvas también se han realizado
estudios del desarrollo del tracto digestivo (Lovett y Felder, 1990a) y de la preiencia y
actividad de enzimas digestivas en los diferentes subestadios de-la larva (Lovett y Felder,
1990b; Fang y Lee, 1992; Le Moullac ef al. 1992; Le Moullac ef al. 1994; Le Vay et al.
1993; Kumlu y Jones, 1995; Rodriguez ef al., 1994 ), con el fin de relacionar el tipo de
alimento que requieren las larvas y que pueden digerir en cada estadio. Hay que destacar la
importancia que tiene el determinar los requerimientos nutricionales, lo cual es dificil de
realizar en las larvas de camar6n, dado su reducido tamaiio y hébitos alimenticios, lo cual
impide se puedan desarrollar los estudios cldsicos establecidos en organismos juveniles y
adultos.

4.6) REQUERIMIENTOS DE PROTEINA Y AMINOACIDOS

Una opcidn para establecer el requerimiento del animal es conocer el contenido
corporal, suponiendo que esta cantidad se aproxima mucho a lo que necesita en su
alimentacién. Es asi que se propone que el estudiar el contenido de aminoécidos del cuerpo
. de las larvas puede ser una buena guia para mejorar la formulacién actual de las dietas
artificiales.

En la bisqueda de los requerimientos nutricionales de las larvas de camarén, hasta
la fecha se ha dado poca importancia a la calidad de proteina de las dietas y més
especificamente al perfil de amino4cidos.
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Shewbart y Ludwing (1972), determinan la composicién de los aminoécidos
‘esenciales presentes en la proteina del cuerpo de adultos de camarén café Penaeus aztecus.
Los autores mencionan que los resultados cuantitativos son similares a los encontrados por
otros autores y con otras especies estudi:;das, sefialan que al parecer la proteina de las
distintas especies no varia en forma apreciable, por lo que el requerimiento para una de
ellas Wa ser adecuado para las demds. Por otro lado Chen y Roelants (1992) evaluaron el
tequerimiento de arginina para juveniles de Penc;eus monodon, para lo cual utilizan dietas
microcncapsuladas, donde después de ver en un primer ensayo que la L-arginina cristalina
microencapsulada no fue Bien utilizada por los organismos, se elaboraron dietas a base de
caseina con niveles crecientes de arginina; asf el requerimiento de este amino4cido fue
d‘etcrminadO por el método de punto de qhiebre de la curva, estableciéndolo en 25.0 g/kg de
proteina en la dieta. Por otro lado, Fox et al. (1995) determinaron el requerimiento dietario

de lisina en juveniles de Penaeus vannamei, estableciéndolo en 4.7 g/kg de proteina.

No obstante que la composicion cuantitativa de aminoécidos esenciales se ha
determinado en juveniles y adultos de camarones peneidos, los estudios sobre estos
. aminoécidos en larvas son muy escasos y solo se habian reportado para el estadio de zoea
en Penaeus japonicus y en Penaeus monodon (Tacon, 1989; Liao y Sheen, 1993).
Actualmente se cuenta con un estudio realizado por Cruz-Reyes (1997), en ¢l que determina
el contenido de aminoécidos del cuerpo de larvas de Penaeus vannamei en diferentes
estadios. Tomando como base los resultados de los cromatogramas ‘obtcnidos en este
estudio es posible proponer un perfil tedrico de aminodcidos para ser usado en la
fabricacién de una dieta artificial, la cual puede ser evaluada en bioensayos de alimentacién

con esta especie.

Durante el desarrollo larvario del camar6n, se presenta una seriec de metamorfosis,
donde la larva a partir del estadio de huevo se transforman en nauplio (6 subestadios de
nauplio), los cuales se alimentan de las reservas de vitelo. Posteriormente la larva

aprovechando las reservas del ultimo estadio de nauplio sufre metamorfosis y se genera la
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zoea 1 que ya requicre tomar alimento del medio circundante (alimentacidn exégena). A
partir del subestadio de zoea 1, la larva sufre una serie de cambios metamérficos en cada
muda que la hacen atravesar por los subestadios de zoea2 y 3, y misislli 2 y 3, antes de
llegar al estadio de postlarva, donde el organismo no presenta cambios morfologicos
drésticos ya que la forma de su cuerpo es muy similar a la de un organismo adulto. Estas
observaciones sobre los cambios morfolégicos importantes, ademas de cambios en los
hébitos alimenticios, ya que las zoeas tienden  filtrar microalgas, mientras que las misis
comienzan a capturar organismos del zooplancton, motivaron el estudio realizado por Cruz-
Reyes (1997), pard tratar de conocer la posible variacién en el perfil de aminoécidos en los
subestadios larvarios de zoeas y misis, dado que durante el desarrollo larvario se observa
una dinamica importante en la formacién de tejidos y 6rganos, asi como probablemente
puede haber variacion en la cantidad y tipo de enzimas que se adapten a los cambios en el
tipo de alimento, hormonas y demds compuesto, donde los aminoécidos pueden ser parte

constitutiva,

Si se tiene una estimacién del perfil de amino4cidos presente en el cuerpo de larvas
de camarén, resulta de interés elaborar dietas artificiales microencapsuladas que sigan el
perfil de aminodcidos encontrado, para evaluar si con este tipo de dietas se obtienen
resultados adecuados al realizar el cultivo larvario,

La referencia mas cercana donde se reporta el uso del perfil de aminofcidos del
' cuerpo de larvas para fabricar dietas, es la reportada por Teshima et al. (1992), quienes
mencionan la escasa informacién sobre los requerimientos nutricionales de larvas de
camarén y reportan el éxito en el cultivo de larvas de camarén Penaeus japonicus desde
nauplio hasta postlarva sin usar alimento vivo, con dietas cuyos perfiles de aminoéacidos
fueron formulados para tratar de igualar al encontrado en el cuerpo mismo de las larvas.
Asi mismo estos autores mencionan que al parecer los lipidos juegan un papel importante

en el éxito de las dietas artificiales.
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5) OBJETIVOS

5.1) OBJETIVO GENERAL

Evaluar si con una dieta artificial comercial microencapsulada, elaborada con un
perfil de aminodcidos similar al perfil corporal del estadio més exigente encontrado en
larvas de Penaeus vannamei, se obtienen mejores resultados en los cultivos larvarios que
con la misma dieta artificial comercial sin que sea modificado su perfil de aminoécidos

original.

5.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer un perfil de aminodcidos teérico, como el requerido por las larvas de
Penaeus vannamei, en base a estudios previos del perfil de aminoécidos del cuerpo de

larvas en diferentes estadios.

Establecer la metodologia en los bioensayos de alimentacién que permita evaluar el
desempeiio de las dietas artificiales microencapsuladas.

Evaluar el efecto de microcapsulas comerciales fabricadas de manera experimental,
formuladas en base al perfil de aminodcidos de las larvas de camar6n, en contraste con
microcapsulas de diferente formulacidn, sin modificar el perfil de amino4cidos original y

contra alimento vivo,

6) HIPOTESIS

El cultivo larvario de P. vannamei con dietas microencapsuladas con un perfil de
aminodcidos similar al encontrado en su cuerpo, permitird una respuesta mas adecuada de
crecimiento, sobrevivencia y salud, que los cultivos en los que se empleen dietas

microencapsuladas con un perfil de aminoécidos diferente al encontrado en su cuerpo.
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7 METODOLOGIA

“7.1) ESTABLECIMIENTO DE LOS REQUERIMIENTOS DE AMINOACIDOS

Con el objeto de establecer el requerimiento de aminoAcidos esenciales en la
alimentacién de larvas de camarén blanco Penaeus vannamei, y en base a ellos fabricar
dictas para realizar bioensayos de alimentacién fueron revisados aminogramas de diferentes
subestadios de larvas de esta especie, generados en el trabajo de tesis de Cruz-Reyes (1997).
Se procesaron los datos para establecer el perfil de aminoécidos propuesto como el

requerimiento de las larvas, como se describe a continuacién:

De todos los aminogramas disponibles, no se tomaron en cuenta los realizados en
los estadios de huevo y nauplio dado que en estos estadios no existe la alimentacion
exdgena, por lo tanto sus perfiles de amino4cidos no se tomarian en cuenta para fabricar
dietas, trabajando entonces con los cromatogramas correspondientes a los estadios de zoea,
misis y postlarva. De estos aminogramas fueron eliminados aquellos que mostraban algin
problema de saturacion de la sefial, se verifico el peso molecular de los aminoéacidos y se
revisé que la asignacion de los picos de acuerdo a su tiempo de retencion fuera correcta; asi
mismo, se revisd que no existieran omisiones 0 errores en las plantillas de calculo y/o en los

calculos realizados, obteni€éndose asi la base de datos.

En el caso de los amino4cidos esenciales en que no fue posil:;le obtener valores
analiticos (Arg, Thr y Lys) se procedi6 a hacer una estimacion tedrica de sus valores de la
forma que se menciona a continuacién: para calcular el porcentaje de arginina se multiplicé
el dato obtenido como el valor de los aminoacidos arginina y treonina sumado (en los
cromatogramas estos dos aminodcidos formaban un solo pico) por el factor 0.6730, y para
obtener los valores de treonina por el factor 0.3269. Estos factores se obtuvieron como el
promedio de valores publicados por Akiyama (1991) y por Fox (1996) y de la relacién en

porcentaje que existe entre estos dos aminoacidos. En cuanto a la lisina, su valor se estimé



19

al establecer la relacién entre la sumatoria de los aminodcidos determinados que publica
este Gltimo autor con la lisina, y la suma de estos mismos aminoé4cidos encontrados en

nuestro analisis en relacién a la inc6gnita que se trataba de la lisina,

Como un paso previo para establecer los valores del requerimiento, fueron
transformados los datos anteriores para llevarlos al cien por cientp de amino4cidos
esenciales més tirosina, considerando la sumatoria como el cien por ciento y aplicando

regla§ de tres para determinar qué porcentaje le correspondia a cada aminoécido.

Finalmente para determinar el requerimiento de aminoacidos esenciales, se
multiplicaron los datos anteriores por el factor 0.35 ya que en la publicacién de Tacon
(1989), se establece que del cien por ciento de la proteina contenida en el cuerpo de los

camarones ¢l 35% corresponde a los aminoacidos esenciales, més tirosina y cistina.

Una vez obtenido el perfil de requerimiento de aminoéacidos esenciales de cada
estadio se procedié a seleccionar aquel que mostrara un requerimiento mas exigente de
aminoacidos, suponiendo que si se cumplian los requerimientos del estadio maés exigente,
con mayor razoén se cumplirian los requerimientos de cualquier otro cuyas necesidades de
aminoécidos quedarian ya cubiertas. Se procedi6 a fabricar las dietas como se menciona a

continuacién.
7.2) DIETAS EXPERIMENTALES
7.2.1) FABRICACION DE LAS DIETAS
Con el fin de eliminar errores de tipo tecnolégico en la fabricacion de
microcdpsulas, se solicité a una compaiiia comercial, reconocida a nivel mundial por la

calidad de sus alimentos Iarvarios, su apoyo para la fabricacién de las dietas
experimentales. Las dietas fueron elaboradas por la compafiia a escala experimental, pero
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aplicando la misma tecnologia de los lotes comerciales. Una de las dietas experimentales se
elaboré con la formulacién que se sigue en los lotes comerciales (dieta B), mientras que la
otra dieta (dieta A) se fabricd modificando el perfil teérico original de aminodcidos
mediante la adicién de los aminoAcidos esenciales en los que se detectaron deficiencias,
agregandolos en forma cristalina pura, para tratar de igualar el perfil al del estadio larvario
evaluado previamente. Ambas dietas experimentales fueron elaboradas con un tamafio de
las microcdpsulas de entre 5 a 30 micras, que es el tamafio que maneja la i:ompaﬁia
comercial para la alimentacién de los subestadios tempranos del desarrollo. Por tratarse de
una compaiiia comercial no es posible detallar nada acerca de los ingredientes, tecnologia y

equipo utilizados.

Las dietas fueron elaboradas el mes de Agosto de 1997, enviadas y recibidas a
principios del mes siguiente. Una vez recibidas las dietas se mantuvieron refrigeradas (4°C)
y libres de humedad, colocdndolas dentro de bolsas de plastico y botes de sellado

hermético.

7.2.2) ANALISIS DE LAS DIETAS

Se realiz6 la determinacion del perfil de aminoacidos de las dietas A y B por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR), el cual se realizb con el apoyo de
un centro de investigacién mediante la metodologia y equipo establecidos en este lugar
(equipo Hewlett Packard 1050, columna C-18 marca Waters de 150 x 4.6 mm, hidrélisis a

. 112-116 °C de 20 a 24 hrs en Pico-tag al vacio con HCl 6 N + 0.5% de fenol, derivatizacién
precolumna con fenilisotiocianato y detector de UV a 250 nm) asi como el analisis quimico
proximal de las mismas segiin las técnicas establecidas por la A.0.A.C. (1990).

" Se realizé 1a comparacién entre el perfil teérico de requerimiento de aminoacidos
esenciales obtenido en la primera etapa de la investigacién, contra los perfiles de

aminodcidos de las dietas experimentales (dietas A y B) obtenidos analiticamente, para lo
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cual los valores a comparar fueron transformados a las mismas unidades, de la forma que se
menciona a continuacién: el perfil del requerimiento tedrico se obtuvo en porcentaje de
aminoécidos esenciales del cien por ciento de la proteina; es decir en g/100 g de proteina,
por lo tanto para llevar los valores obtenidos del analisis de aminodcidos de las dietas

_(obtenidos en g/100 g de dieta seca) a estas mismas unidades, se consideré el porcentaje de
proteina encontrado en cada dieta (55% en ambas) y mediante reglas de tres se
transformaron estos valores a g/ 100 g de proteina.

" Fueron obtenidas imédgenes al microscopio electrénico de barrido de las dietas
microencapsuladas (dietas A y B), colocando pequefias muestras sobre cilindros de
aluminio (1cm de didmetro x 1cm de altura aprox.) a los cuales se les colocd previamente
una pelicula adhesiva con el objeto de retener las muestras. Las dietas adheridas en los
cilindros fueron recubiertas con una capa de oro mediante un “lon - sputter” (recubridor
ionico) marca Balzers. Se utiliz6 un microscopio ISI Mini-Sem-5. Las fotografias se

tomaron de imdgenes aumentadas 700, 1000 y 1400 veces.

7.3) BIOENSAYOS DE ALIMENTACION

Con las dietas obtenidas se realizaron 4 bioensayos de alimentacién con larvas de
camardén blanco (Pengeus vannamei) bajo condiciones controladas. La metodologia estd
basada en el uso de matraces redondos (capacidad de 2 Its), donde se colocan 100 larvas por
litro y se regulan los pardmetros ambientales mediante equipo de laboratorio (lo cual se
detalla mas adelante).

Se fueron haciendo algunas modificaciones en los tratamientos aplicados en los
diferentes experimentos para tratar de evaluar las dietas microencapsuladas experimentales;
es decir, que al terminar un bioensayo se analizaron los resultados y en base a esto se

realizaron modificaciones a los disefios experimentales aplicados en el siguiente bioensayo;
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sin embargo, existieron condiciones generales aplicadas en todos los bioensayos, las cuales

se mencionan a continuaciéon:

El origen de los reproductores utilizados para obtener los nauplios de camarén fue
de animales reproducidos en granja. Los laboratorios comerciales que donaron los nauplios,

se localizan en los estados de Nayarit, Sinaloa y Baja California Sur,

El transporte de los nauplios se realizd en bolsas de plastico (60 x 90 cm aprox.) con
un tercio de agua marina y dos tercios de oxigeno. Las bolsas fueron cerradas mediante
ligas gruesas y colocadas dentro de cajas de unicel, donde se colocd también una bolsa
pequeiia (20 x 25 cm aprox.) con hielo para disminuir ligeramente la temperatura (de 28-
30° C a 24-26° C aprox.) y reducir el metabolismo de los organismos. Las cajas fueron

selladas con cinta adhesiva.

Al llegar al laboratorio se hicieron observaciones de los nauplios al microscopio
para determinar su estadio de desarrollo, observar su movilidad, la posible presencia de
material extrafio (protozoos, restos de alimento, etc.) y posibles deformidades. Se procedié

a aclimatar los nauplios hasta la temperatura en que serian mantenidos en los cultivos (28°
C).

Cuando los organismos se encontraban ya entre los estadios cie nauplio 3 y nauplio 4
se realizd el conteo mediante pipetas y contadores manuales. Se colo;:aljon 150 nauplios de
camardn en frascos esféricos de vidrio con capacidad de 2 Its, los cuales contenfan 1.5 lts de
agua marina con una salinidad de 35 ppt, filtrada a través de un filtro d; cartucho de malla
de 5 pm.

Se suministrd aireacién a cada frasco mediante una manguera de pléstico con una
llave de paso para regular el flujo de aire y un tubo de cristal en la punta (en el extremo que
llegaba a los frascos) de 17 cm de largo y 2.5 mm de didmetro interior aprox. Se ajust6 el

flujo de aire para que promoviera un movimiento adecuado de las particulas dentro del
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- frasco (de 120 a 180 burbujas por minuto aprox.), pero sin ser excesivo que impidiera la

toma del alimento por parte de las larvas,

Los frascos fueron colocados sobre bases individuales de plastico (PVC),

sumc:rgiéndolos hasta una tercera parte de su superficie, dentro de una tina a manera de
bafio maria con agua dulce recirculante y mantenida a una temperatura constante de 28° C,

mediante un calentador de titanio y un sistema automatizado de control de temperatura (ver
figuras 1 y 2). Se aphcé un fotoperiodo de 12 hrs de luz, de las 8:00 a las 20:00 hrs.
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Figura 1.- Frasco de vidrio con capacidad aproximada de dos litros en el cual fueron
colocados 150 nauplios de Penaeus vannamei. Cada uno de estos recipientes funciondé

como unidad experimental.
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Figura 2.- Sistema utilizado para los bioensayos de alimentacion larvaria. La tina
que se observa en la parte central, cuenta con un sistema de recirculacién de agua dulce, un
calentador y un termostato para mantener la temperatura a 28 °C. En el interior de la tina se
colocaron frascos esféricos de 2 lts de capacidad. Cada frasco cuenta con una manguera de
aireacion, una llave para regular el aire y un tubo de cristal en la punta para proporcionar
aireacién desde el fondo.

Se realizaron 6 replicados de cada tratamiento, los cuales fueron distribuidos al azar

dentro de la tina.
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En el primer bioensayo se realizé un seguimiento cada dos dias de la calidad del
agua en cuanto a pH (potenciémetro Orion mod. 720A), nitritos y amonio (determinados
por métodos colorimétricos: nitritos por la reaccién de Griess y amonio por cuantificacién
del azul de indofenol), mientras que en los otros bioensayos se implementaron recambios de
agua del 100% utilizando agua marina aireada, filtrada a través de un filtro de cartucho de §

micras a una temperatura igual al agua en que se encontraban los organismos.

El recambio de agua se realizé reteniendo a los organismos en un cilindro pléstico
con una malla planctdnica en el fondo, el cual se encontraba parcialmente sumergido en un
recipiente con agua marina para evitar que las larvas se golpearan directamente con la malla
y para evitar que quedaran expuestas sin agua por un tiempo prolongado. Finalmente los
organismos fueron regresados al frasco con agua limpia, utilizando una piseta con agua

marina.

En todos los bioensayos se aplicé un tratamiento de alimento vivo; como testigo
- positivo, el cual siempre se identificé como tratamiento I, el cual consistié en microalgas y
nauplios de Artemia sp. Las especies de microalgas utilizadas fueron Chaetoceros muelleri
e Isochrysis galbana, en una proporcion de 70:30 respectivamente, manteniendo una
cantidad de 100,000 cel/ml. Las microalgas fueron suministradas desde el ultimo estadio
naupiiar, hasta el final de los bioensayos (de nauplio 6 hasta postlarva 1). La cantidad de
microalgas se mantuvo mediante conteos diarios en cimara de Neubawer y reponiendo Ia
cantidad perdida por mililitro una vez al dia después de la medicién. Los nauplios de
Artemia sp. se sumin{sﬁ'aron a partir de M1, ofreciendo una cantidad de entre 0.5 a 3
nauplio de Artemia sp./ml/dia, es decir entre 75 a 450 nauplios de Artemia sp. diarios segin
s;e verificaba que hubieran sido consumidos al hacer observaciones periédicas a lo largo del
dia. La cantidad de nauplios de Artemia sp. suministrada en cada frasco se establecié
~ después de calcular el promedio de nauplios por mililitro en un recipiente con una cantidad
concentrada de estos organismos ql'le fueron obtenidos de muestras homogénea, las cuales
fueron tomadas con la ayuda de una pipeta. Finalmente se realiz6 el cdlculo de la cantidad

en mililitros que era necesario agregar para reponer los nauplios consumidos.
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El proceso de alimentacién con las dietas artificiales consistié en pesar la cantidad
de dieta requerida en una balanza de precisién (marca AND, mod ER-182A, precisién de
0.01mg) justo en el momento antes de alimentar, agitar abundantemente hasta lograr una
suspension de las particulas de alimento en una cantidad previamente determinada de agua
destilada (en los primeros dos bioensayos), o en agua marina ﬁltradz; a través de malla de
5um (en los dos ltimos bioensayos). Con una micropipeta automadtica se aplicé la cantidad
calculada de mililitros de dicha suspensién. Ambas dietas fucron ofrecidas en una cantidad
de 4 mg/lt/dia, distribuido en cuatro raciones diarias a las 8:00, 12:00, 16:00 y 20:00 hrs.

A partir del experimento 2 se aplicé un tratamienio de dosis Gnica inicial de
microalgas (DUIMA), la cual consistié en aplicar en la primera alimentaci6n, una cantidad’
pequefia de microalgas (25,000 6 50,000 cel/ml), y posteriormente continuar la
alimentacion en estos tratamientos exclusivamente con alimento artificial. A partir del
experimento 3 se aplicaron tratamientos combinando alimento vivo con las dietas
artificiales.

Fueron evaluadas la sobrevivencia, desarrollo (grado de metamorfosis), longitud y
peso seco de las larvas sometidas a los diferentes tratamientos, ademés de observaciones
respecto a la apariencia de salud de los animales, presencia de hilos de heces fecales o

posibles malformactones en el desarrollo.

La s;obre\rivencia se estim6 haciendo observaciones periddicas de Jos frascos,
contando el niimero aproximado de larvas nadando, observadas al levantar y sostener los
frascos (esto cuando la cantidad de larvas en los frascos era pequefia). Otra forma de
estimar la sobrevivencia fue contar a todos los sobrevivientes al final del experimento,
filtrando y concentrando el agua de cada frasco y contando a los organismos mediante
pipetas Pasteur y contadores manuales.
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El grado de desarrollo o metamorfosis se evalué haciendo observaciones diarias de
los frascos levantdndolos para det'ectar algin cambio aparente en el tamafio de las larvas, en
su comportamiento y forma de nadar, para después corroborar tomando muestras y
observéndolas al microscopio dptico. Las larvas fueron manipuladas mediante pipetas
Pasteur, evitando cambios bruscos de salinidad y temperatura, y regresando las larvas a los
frascos después de un andlisis rdpido (de 3 a 6 minutos para toda la muestra aprox.). El
cambio de un estadio a otro se considerd cuando mas del 80% de las larvas habia pasado al
siguiente estadio.

La determinacién de la longitud se llevé a cabo de la siguiente ;nanera: se utilizé un
ocular con reglilla, se establecié la equivalencia en determinado aumento de sus divisiones
contra una longitud conocida observada en la reglilla del porta t.ijetos, de esta forma se
obtuvo un factor (en este caso fue de 23.5) por el cual habia que multiplicar el niimero de
divisiones observadas bajo €l mismo aumento para cubrir la distancia a medir en la larva,
Los organismos se midieron al final de los bioensayos, después de ser sacrificados (fijados
en medio Davidson o por enfriamiento a 4° C de 10 a 20 minutos aprox.), tomando
muestras representativas de los frascos con altas sobrevivencias o midiendo todos los

organismos cuando se trataba de frascos con bajas sobrevivencias.

El peso seco promedio individual se midié de la forma siguiente: al final de los
bioensayos se tomaron con la ayuda de pinzas entomoldgicas una a una de 5 a 10 larvas, se
enjuagaron perfectamente en agua destilada para eliminar las sales y material adherido al
cuerpo y se colocaron dentro de pequeiias charolas de aluminio previamente puestas a peso
constante (0.5 cm de didmetro X 0.5 cm de alto). Para facilitar 1a colocacién de las larvas,
previamente se colocé una pequefia gota de agua destilada en el centro de las charolas.
Posteriormente s¢ colocaron en una estufa a 105° C por 24 hrs y después de permitir su
enfriamiento hasta temperatura ambiente se tomé el peso. Para conocer el peso seco

individual se rest6 el peso de la charola y el resultado se dividié entre el nimero de larvas

" colocadas en cada charola.
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A continuacién se describen los tratamientos aplicados en cada uno de los cuatro

bioensayos realizados:

Bioensayo 1

Tabla 1 .- Diseflo experimental aplicado en el primer bioensayo.

A
Tratamiento | Tipo de alimentacién Descripcién.
100,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e Isochrysis sp., en
| Alimento vivo. proporcion 70 : 30 respectivamente. 0.5 a 3 nauplios
de Artemia sp./ml/dia, a partir de M1. '
I Dieta A 4 mg/lt/dia (dividido en 4 raciones).
m Dieta B 4 mg/ It/dia (dividido en 4 raciones).
Bioensayo 2

Tabla 2 .- Disefio experimental aplicado en el segundo bioensayo.

Tratamiento | Tipo de alimentacion Descripcién
100,000 cel/ml de Chaetoceros sp. € Isochrysis sp., en
1 Alimento vivo proporcion 70 : 30 respectivamente, 0.5 a 2 nauphos
de Artemia sp./ml/dia, a partir de M1.
I Dieta A 4 mg/lt/dia (dividido en 4 raciones).
I Dieta B 4 mg/t/dia (dividido en 4 raciones).
4 mg/lt/dia + 25,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e
I\ Dieta A+ DUIMA | Isochrysis sp., en proporcién 70 : 30 respectivamente,
en una dosis unica.
4 mg/it/dia + 25,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e
\Y Dieta B+ DUIMA | Isochrysis sp., en proporcién 70 : 30 respectivamente,

en una dosis tinica.

" DUIMA = Dosis unica inicial de microalgas.
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Tabla 3 .- Disefio experimental aplicado en el tercer bioensayo.

Tratamiento | Tipo de alimentacién Descripcion -
100,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e Isochrysis sp., en
1 Alimento vivo proporcién 70 : 30 respectivamente. 0.5 a 2 nauplios

de Artemia sp./ml/dia, a partir de M1.

4 mg/lt/dia + 25,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e

II. Dieta A + DUIMA Isochrysis sp., en proporcién 70 : 30 respectivamente,

en una dosis Gnica.

4 mg/lt/dia + 25,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e
I Dieta B+ DUIMA | Isochrysis sp., en proporcién 70 : 30 respectivamente,

en una dosis dnica.

4 mg/lt/dia + 100,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e
v Dieta A + Alimento | Isochrysis sp., en proporcién 70 : 30 respectivamente,

vivo durante todo el experimento. ‘ )

4 mg/lt/dia + 100,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e

Vv Dieta B + Alimento | Isochrysis sp., en proporcién 70 : 30 respectivamente,

vivo

durante todo el experimento.
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Tabla 4 .- Disefio experimental aplicado en el cuarto bioensayo.

Tratamiento | Tipo de alimentacién « Descripcién
100,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e Isochrysis sp., en
I Alimento vivo propor¢ién 70 : 30 respectivamente. 0.5 a 2 nauplios
de Artemia sp./ml/dia, a partir de M1.
4 mg/lt/dia + 100,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e
II Dieta A+ DUIMA | Isochrysis sp., en proporcion 70 : 30 respectivamente,
en una dosis Wnica. '
. 4 mg/lt/dia + 100,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e
m Dieta B+ DUIMA | Isochrysis sp., en proporcién 70 : 30 respectivamente,
' en una dosis Gnica.
' 4 mg/lt/dia + 50,000 cel/ml de Chaetoceros sp. ¢
IV Dieta A + Alimento | Isochrysis sp., en proporcién 70 ; 30 respectivamente

YIvVo

durante todo el experimento.

Vv

Dieta B + Alimento
vivo

4 mg/lt/dia + 50,000 cel/ml de Chaetoceros sp. e
Isochrysis sp., en proporcion 70 : 30 respectivamente
durante todo el experimento.

Se detuvo el experimento cuando los organismos del tratamiento I llegaron a zoea 3. Se
realizaron recambios de agua cada dos dias del 100%.

7.4) ANALISIS ESTADISTICO

. Con los datos obtenidos en cuanto a sobrevivencia, longitud y peso de las larvas en
los bioensayos con resultados que asf lo permitieron, se realizaron analisis de ANOVAs de
una via, pruebas de “t” y comparacién multiple de medias de Tukey.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION
8.1) ESTABLECIMIENTO DE LOS REQUERIMIENTOS DE AMINOACIDOS

De los cromatogramas disponibles acerca del perfil de aminoicidos de diferentes
estadios de larvas de Penaeus vannamei se obtuvo la siguiente base de datos (tabla 5).

. Tabla 5 .- Andlisis del perfil de aminoicidos de subestadios larvarios de camarén
Penaeus vannamei (en porcentaje de aminoacidos analizados).

Estad- | Agp | Glu | Ser | His | Gly |Arg | Ala | Tyr | Met | Val | Trp | Phe | Ile | Len
Thr

102 143 882 441 588 103 969 294 444 879 104 421 605 8.8l

964 139 8.63 468 597 9.79 943 3.00 491 891 160 425 601 932

Z
Z
Z | 898 153 8.00 432 5.18 107 103 297 452 864 171 454 586 9.02
Z |968 146 846 445 588 103 9.62 3.10 493 8.07 162 427 542 9.62

med ] 9.63 | 14.5]|8.48|447]5.73]103]9.75]3.00)|4.7018.60|150]|432]5.83]920

D.E.|0.49]0.59]035]0.15]037)]037|0.38]0.07]0.26)0.37]0.30]0.15]0.28| 0.35

CV.|519]14.07]|414|343]641|3.62|3.86§2.31]545]432]20.5]|3.48|4.95]3.85

11.3 161 597 394 554 136 846 258 622 740 186 3.73 505 823

935 11.8 973 452 7.05 11.2 892 284 839 787 229 3.82 462 748

104 157 6.60 4.13 637 13.2 853 249 624 7.13 3.15 352 460 798

10.1 140 751 398 935 993 8.71 214 4.02 7.72 356 4.10 545 942

941 13.0 827 3.84 843 132 859 228 9.15 691 1.80 337 445 731

103 13.6 827 474 663 945 7.84 262 5.17 10.1 243 423 576 895

M
M
M
M
M ]1L5 16.1 644 421 6.17 128 740 259 476 6.66 133 427 578 9.96
M
M
M

982 132 7.73 458 682 132 854 257 559 7.05 239 4.17 564 8.65

med | 103 ]142]756)4.24]7.04|12.1|837]2.51]6.20]7.60]235]3.90]5.17]8.50

D.E.]0.79 ) 1.61 | 1.22 {033 ]| 1.25]|1.64]0.50] 0.21]1.76 | 1.09 ] 0.73 | 0.34 |} 0.56 | 0.93

CV.|770|113]11621784|17.7]|13.6|5971860|285]|143]|309|877|108|109

PL [9.23 135 100 396 833 109 893 238 5.13 672 2.18 3.76 598 9.05

PL |9.26 144 631 472 932 104 9.61 297 553 650 133 395 5.19 105

PL [9.68 13.5 7.76 490 548 892 8.71 290 862 7.82 148 430 6.02 9.87

PL | 105 157 6387 4.10 603 128 811 232 611 815 1.19 359 567 894

PL | 108 174 582 4,13 501 143 799 257 476 695 1.19 3.75 603 932

PL |9.81 160 581 432 463 115 831 3.01 599 796 143 4.55 635 103

PL | 101 144 6.62 421 509 9338 840 2.78 741 930 135 447 654 942

PL [ 104 160 6.18 560 521 10.5 832 284 626 7.82 1.58 437 556 933

med|9.98]1511692]|450]|6.14|11.1]854]2.72]6.22|7.6511.47|4.10]5.91]|9.60

D.E.|0.58 | 1.38|1.40]0.55|1.73|1.71 1052|026 1.25] 091 0.32]0.37 | 0.43 | 0.57

C.V.|579]9.15]1202|123|28.1]|154]6.15]9.78 ] 20.1 | 11.9] 21.6 | 9.11 | 7.33 | 5.97

Estad. = Estadio larvario. Z = Zoea. M = Misis. PL = Postlarva.
med = Valor promedio. D.E. = Desviacién estandar. C.V. = Coeficiente de variacién (%).




~ Como se mencioné en la metodologia, no se tomaron en cuenta los aminogramas de
los estadios de huevo y nauplio para estudiar su perfil de aminodcidos, sino linicamente los
aminogramas obtenidos de los estadios de zoea y misis para proponer un perfil de
requerimiento, este hecho requiere ser discutido, puesto que es posible argumentar que el
perfil de aminodcidos de los diferentes subestadios (zoea 1,2 y 3 y misis 1, 2 y 3) presente
variaciones segiin las condiciones y el tipo de alimento que reciban las larvas antes de ser
analizadas, lo cual limitaria la posibilidad para poder asegurar que el perfil encontrado
dentro de su cuerpo sea el que hay que'proporcionar en cultivos larvarios que se realizaran
posteriormente; sin embargo, si el muestreo de los diferentes subestadios se desarrolla de
forma adecuada, donde se tomen muestras representativas de diferentes cultivos larvarios
(de preferencia en diferente lugar y tiempo) y solo de cultivos larvarios con resultados
adecuados (sobrevivencia, crecimiento y salud de las larvas adecuados), permitiria obtener
valores promedio caracteristicos de la especie con una variacién estimada. El muestreo
realizado por Cruz-Reyes (1997) cumplié con haberse hecho de diferentes cultivos larvarios
de resultados adecuados; sin embargo, este muestreo se realizé en el mismo laboratorio y
con poca diferencia de tiempo, por lo tanto es recomendable complementar estos datos con
nuevos muestreos. Ademds cabe sefialar que bibliogrificamente no esta demostrado qué la
composicion aminoacidica del alimento afecte la composicion proteinica corporal. Esto
contrasta con lo reportado para €l caso de los lipidos dietarios, donde se ha observado que
el perfil de 4cidos grasos del alimento modifica la composicién corporal de manera
significativa. Por otro lado, hay que mencionar que si bien se puede cuestionar la
posibilidad de variacién en el perfil de amino4cidos de las larvas de camarén en los
diferentes subestadios seglin las condiciones del cultivo y ¢l alimento que consumen, y por
lo tanto se propusiera séguir el perfil del huevo o nauplio, también se debe considerar la
posibilidad de variacién en el perfil quimico de éstos, lo cual estaria dado en este caso por-
la alimentacién que recibieron los reproductores y por el desgaste que tiene la hembra, ya
que se ha visto una disminucién en la calidad de los huevos en los iltimos desoves que
tiene la hembra, donde se ha demostrado una disminucion en la viabilidad de la progenie
(Palacios ef al., 1998), por lo tanto para obtener datos confiables nuevamente se deben



33 .

hacer correcciones de acuerdo al muestreo. Finalmente hay que mencionar que se
. recomienda hacer el estudio del perfil de amino4cidos de los huevos y nauplios ya que van a
proporcionar informacion 1til al comparar si existe variacién entre su perfil de aminoécidos

'y el perfil de los estadios larvarios de alimentacién exégena (zoea y misis),

Después de realizar las consideraciones anteriores se procede a mostrar los

resultados obtenidos para establecer el perfil de amino4cidos de las larvas.

Se observa en la tabla 5, que los valores obtenidos para los diferentes aminoécidos
encontrados en este andlisis presentaron una variacién pequefia para la mayorfa de los
casos, ya que en la mayoria el coeficiente de variaciéon (C.V.), se reporta en valores
inferiores o cercanos al 10% lo que habla de una confiabilidad en los datos, ya que las
repeticiones se comportan de forma reproducible; sin embargo, existen algunos
aminoAcidos que presentaron un coeficiente de variacidn mayor al 20%. Para tratar de
corregir este problema se podrian hacer mas repeticiones y seleccionar para el anélisis solo
aquellas que cumplan con tener un coeficiente de variacién lo més bajo posible.

Usando el paquete estadistico SPSS se realizaron andlisis d¢ ANOVAS de una via y
pruebas de Tukey, para comparar los datos entre los estadios larvarios, obteniéndose los
resultados que se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6 .- Contenido promedio de aminoacidos en los estadios zoea, misis y
postlarva del camarén Penaeus vannamei (en porcentaje de aminoéacidos analizados). Se
indica la probabilidad obtenida mediante ANOVA de una via y los aminoacidos donde
hubo diferencias significativas (Tukey).

AA Zoezr Misis Postlarva ~° P
Asp 9.63 10.27 0.98 0.3109
Glu 14.51 14.20 15.10 0.4328
Ser 8.48 7.56 6.92 0.1336
His 4.47 4,24 4.50 0.4623
Gly 5.73 7.04 614 0.2508
Arg Thr 10.28 12.07 11.15 0.1766
Ala 975°* 8.40° 8.54° 0.0007
Tyr 3.00° 2.51° 272 0.0074
Met 4.70 6.20 6.22 ~0.1836
Val 8.60 7.60 7.65 0.1928
Tep 1.50® 2.35"° 147" 0.0073
Phe 432 3.90 4.10 0.1399
Ile 583% 517° 591° 0.0129
Leu 9,20 8.50 9.60 0.1226

P = probabilidad. ‘
Literales diferentes indican diferencia estadistica a una probabilidad (P<0.05).

En la tabla 6, donde se comparan los valores promedio de los diferentes
amino4cidos se pueden detectar los aminodcidos que son diferentes en cada estadio
analizado (Ala, Tyr, Trp e Ile), de estos cuatro aminodcidos Ala, Tyr e Ile se requicren en
mayor cantidad en el estadio de zoea qﬁe en el estadio de misis, es decir que el estadio de
zoea parece ser mas exigente en los amino4cidos en que se encontraron diferencias, por eso

se decidié tomar este perfil como base para elaborar la dieta experimental A.

Medianie la técnica utilizada para obtener los cromatogramas analizados no fue
posible separar los picos de la arginina (Arg) y la treonina (Thr), por lo que se reportaron'
juntos en las anteriores tablas (ArgThr); por otro lado, no fue posible determinar la lisina,
por lo que se realizé la estimacién de estos tres aminoacidos. Una vez que se tuvieron los

valores teéricos de estos tres aminoacidos se obtuvo la tabla siguiente (tabla 7):



35

Tabla 7 .- Promedio del porcentaje de aminodcidos esenciales mas tirosina
encontrados en los estadios larvartios de Pemaeus vannamei, respecto del total de
aminodcidos analizados.

AA Zoea Misis " Postlarva
His 4.47 4.24 4.50
Arg 6.92 8.12 7.50
Thr 3.36 3.94 3.64
Met 4.70 6.20 6.22
Trp 1.50 2.35 1.47
Val 8.60 7.60 7.65
Phe 4.32 3.90 4,10
Ile 5.83 5.17 5.91
Leu 9.20 . 8.50 2.60
Lys’ 747 7.57 1.77
Tyr 3.00 2.51 2.72
z 59.37 60.1 61.08

Posteriormente se transformaron los datos de la tabla anterior para llevarlos al cien

por ciento de amino4cidos esenciales més tirosina, obteniéndose la tabla siguiente (tabla 8).




36

Tabla 8.- Promedio del porcentaje de aminoécidos esenciales més tirosina de los
estadios larvarios de Penaeus vannamei, donde el 100% lo forman los aminoécidos
esenciales més la tirosina que es un amino4cido no esencial.

so—tmaliy -

AA Zoea Misis Postlarva
His 7.52 7.05 7.37
Arg 11.65 13.51 12.28
Thr 5.66 6.55 5.96
Met 7.91 10.32 10.18
Trp 2.53 391 241
Val 14.48 12.64 12.52
. Phe 7.27 6.49 6.71
Ile 9.82 8.60 9.67
Leu 15.50 14.14 15.72
Lys 12.58 12.59 12.72
Tyr 5.05 417 4.45
Total 100 100 100

x*

7

. Finalmente se obtuvo el requerimiento de aminoécidos esenciales, para los

diferentes estadios del camardn Penaeus vannamei, como se muestra en la tabla siguiente

(tabla 9),




kY

Tabla 9 .- Valor promedio estimado del requerimiento de amino4cidos esenciales y
tirosina en diferentes estadios del camarén Penaeus vannamei (en g/100g de proteina).

AA Zoea Misis Postlarva
His 2.63 2.47 2.58
Arg 4.08 473 4.30
Thr 1.98 2.29 2.08
Met 2.77 3.61 3.56
Trp 0.88 1.37 0.84
Val 5.07 442 438
Phe 2.55 2.27 ' 2.35
Ile 3.44 3.01 3.39
Leu 5.42 4.95 5.50
Lys 4.40 4.41 4.45
Tyr 1.77 1.46 1.56

.Se puede decir que fue adecuada la metodologia establecida para determinar el
contenido de amino4cidos en el cuerpo de larvas de camardn, ya que se obtuvieron valores
de casi todos los aminoicidos esenciales, desafortunadamente no fue posible.separar la-
arginina (Arg) de la treonina (Thr) y no se pudo determinar la lisina (Lys). Es necesario
corregir esos problemas en la técnica utilizada, para lo cual se podria utilizar una columna
cromatogréfica de mayor tamafio, con una mayor capacidad de separa'cién (mayor nimero
de platos tedricos). No obstante estos problemas, mediante una serie de célculos realizados,
relacionando los resultados con otras publicaciones, fue posible obtener una aproximacién
de los tres aminodcidos antes mencionados, y obtener el perfil teérico del requerimiento de

aminoécidos de las larvas.

Se tomaron los datos de la columna correspondiente al estadio de zoea como
referencia para elaborar la dieta microencapsulada A, ya que en la tabla 6 se observa que
entre los estadios de Zoea y misis, zoea es més exigente en la cantidad de los amino4cidos

esenciales donde se observan diferencias estadisticas. Una vez obtenida la dicta A y la dieta
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B (de diferente perfil de aminodcidos), se procedié a su analisis obteniéndose los resultados

que se muestran a continuacién:

Tabla 10 .- Porcentaje de humedad, proteina, grasa y ceniza de las dictas A y B.

Dieta Humedad Proteina Grasa Ceniza
(% +D.E) (% +D.E) (%+D.E) (% +D.E)
A 7.11 £ 0.01 55.45 + 0.44 17.72 £ 0.96 981 0.64
B 6.39+0.11 55.15+1.91 17.85+0.24 9.22+0.29

D.E. = Desviacién Estdndar.

El andlisis quimico proximal revel6 una gran similitud entre las dietas (Tabla le,
con un contenido promedio de proteina de 55%, lipidos de 17% y cenizas de 9%. Cabe
destacar que la cantidad de lipidos en ambas dietas es muy alta en comparacién con la
cantidad que se suele agregar en dietas para juveniles y adultos de camarén, ya que esta
suele ser de entre 6 a 8%.

El andlisis de las dietas A y B mediante Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (CLAR) mostr6 los siguientes resultados (Tabla 11):
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Tabla 11.- Amino4cidos de las dietas experimentales A y B en g/100g de la dieta
(materia seca). Las determinaciones se realizaron por triplicado (n = 3).

Dieta A . Dieta A ' Dieta B Dieta B
Aminodcido | /100 + D.E, C.V. (%) g/100 + D.E. CV. (%)
Asp 4721 0.22 4.76- 3.82+£0.20 5.2t
Glu 7.56 £ 0.36 4,75 6.098 £ 0.32 5.34
Ser 2.21 £ 0.10 4.58 1.80 £ 0.11 6.16
Gly 1.41 £ 0.06 4.09 1.16 £ 0.06 5.44
His 142 £ 0.10 6.80 1.21 £ 0.07 6.28
Arg 3.92+0.30 7.45 3.4810.19 5.62
Thr 221 £0.10 4.58 1.82 + 0.13 6.99
Ala 2.11 £+ 0.13 6.08 1.69 £ 0.11 6.26
Pro 249 +0.11 4,62 2.05 1 0.09 4,61
Tyr 2.45 £ 0.36 14.72 20210.17 ) 8.51
Val 230+ 0.12 5.37 1.89 £ 0.14 7.63
Met 1.38 £ 0.25 18.14 1.23 £ 0.04 3.68
Cys2 0.72+0.13 17.55 0.52 £ 0.05 . 9.90
Ile 1951015 7.63 1.68 £ 0.15 8.88
Leu 401 + 0.32 8.09 3.31+0.29 8.77
Phe 2.47 + 0.25 10.26 2.27 £ 0.20 891
Lys 2.16 £0.12 5.74 234 +043 18.52
Total 45.51 +2,70 593 38.41 + 2.43 6.33

D.E. = Desviacion estandar. C.V. = Coeficiente de Variacidn.

El analisis del perfil de aminodcidos de las dietas, mediante Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (Tabla 11) mostré una variacién peﬁueﬁa de valor promedio
de las repeticiones, ya que se puede observar que los coeficientes de variacion se
encontraron entre 5 a 10% en la mayoria de los casos, y en los casos en que el C.V. fue
superior al 10%, no llegd a rebasar el 20%, lo cual habla de su confiabilidad. En este
andlisis realizado en el laboratorio de un centro de investigacién que brindé este apoyo, se
obtuvicron valores para los aminoicidos arginina, treonina y lisina. Serfa conveniente hacer
otro muestreo de los diferentes estadios de larvas de camardn y realizar su anAlisis con el
equipo y la metodologia usados para el anélisis de las dietas, para corroborar los resultados

y evaluar la estimacion de los aminoédcidos cuyos valores fueron calculados teéricamente.
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Tomando en cuenta inicamente el perfil de aminoacidos esenciaies en g/100 g de
“proteina Embla 9) del estadio zoea, que fue determinado como el més exigénte en este tipo-
de aminodcidos, y companihdolo con los berﬁles determinados de las dietas experimentales
(dietas A y B) previa transformacién de sus valores para llevarlos a g/100 g de proteina
(para esto se consideraron los datos de la tabla 10 en cuanto a protefna y de la tabla 11), fue
posible establecer la tabla 12 donde se puede realizar la comparacién entre el perfil que se
deseaba obtener, con el perfil encontrado en las dietas microencapsuladas fabricadas por la

compaiiia comercial.

Tabla 12 .- Perfil de amino4cidos propuesto como requerimiento y perfiles de
aminoécidos analizados de las dietas A y B (en porcentaje de la proteina).

- Perfil del Dieta A Dieta B
Aminodcido Requerimiento (% de la proteina) {% de la proteina)
(% de la proteina)
His 263* 2.56° 2.18°
Arg 4.08° 7.12° 6.30°
Thr 198" 401° 3.30°
Met 2.77* . 249" 2.23°
Trp 0.88 N.D. N.D.
Val 5.07* 418" 3.43°
Phe 2.55° - 449" 4.12°
Ile 3.44° 3.54° 3.03°
Leu 542° 7.20° 6.01°
Lys 4.40 3.92° 4.25°
Tir 1.77* 4.43° 3.65°

N.D. = No determinado.
Literales diferentes indican diferencia estadistica a una probabilidad (P<0.05).

El perfil de requerimiento se obtuvo en un equipo y con una metodologia diferente
al perfil de las dietas experimentales (dietas A y B), por lo tanto se puede dudar de la
validez en la comparacion de sus datos; sin embargo, Si-previo al contraste se analiza que
ambas metodologias cumplan con ciertas exigencias en cuanto a la exactitug y precisién de
sus métodos, se podria tener una mayor confianza en que los resultados de esta
c‘omparacién se aproximen a la realidad, por lo tanto se verificé que ambas metodologias

consideraran algunos factores de correccién, como son el factor de respuesta a [a deteccién
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de cada aminodcido y la degradacion o pérdida caracteristica de cada aminodcido al
someterse al proceso de hidlfélisis (factor de hidrdlisis). En ambas metodologias, este
iltimo factor se calculé determinando las pérdidas por descomposicién y/o procesamiento
de una mezcla de aminodcidos sometida a las mismas condiciones de hidrdlisis y andlisis
cromatografico que las empleadas para las muestras. Con estas correcciones ambos
métodos tienen una exactitud mayor al 90% por lo que los resultados son comparables. Una
vez hechas estas consideraciones se procedi6 a hacer la comparacion entre los perﬁleg
7
En la tabla anterior (tabla 12) donde se muestra ¢l perfil teérico de aminodcidos
esenciales como requerimiento, junto con los aminoéacidos encontrados en las dietas A y B,
se observa que ambas dietas quedan ligera:‘nente por debajo del requerimiento para los
aminodcidos His, Met, Val y Lys; sin embargo, la dieta A se aproxima mads a los valores de
requerimiento. En e] caso de la Lys que en Ia misma tabla muestra valores mayores que las
" dietas, no es posible saber si esta diferencia es significativa, dado que el valpr de
requerimiento de este aminoécido es unico, ya que se obtuvo como una estimacién y no
tiene un valor de desviacion estindar que permita compararlo estadisticamente. Con la idea
de presentar de otra forma los resultados de la tabla 12 se realizd la grifica que se muestra a
continuacién, donde es posible observar las diferencias entre el perfil del requerimiento
contra el perfil de las dietas A y B, (ver figura 3).

mm Deta A -
C—Deta &
=i~ Requerimanto

Porcentaje de |a proteina
Q@ = N W A OF N D

tpEEEELEBE
Aminoécidos ’

Figura 3.- Perfil de aminoacidos propuesto como requerimiento en contraste coh los
. perfiles de las dietas A y B (en porcentaje de la proteina).
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En la tabla 12 y en la figura 3, se observa que la mayoria de los aminoacidos
esenciales de las dietas A y B se encuentran sobrepasando el requerimiento (Arg, Thr, Phe,
- Il y Leu). De estos aminodcidos se detectaron diferencias estadisticas entre estas dietas en
los aminodcidos Thr, Val y Leu. Se observa que los valores més altos se eﬁcuentran en-'l_a
dieta A, Esto quiere decir que esta dieta cubre el requerimiento minimo y tiene una.cantidad
mayor de sobra que evita una deficiencia; sin embargo, se ha mencionado que un bueh.
balance de aminoicidos no solo debe cubrir el requerimiento minimo, sino también debe
evitar el exceso ya que se presenta un imbalance que puede llegar a afectar el
aprovechamiento de estos, ya sea por no encontrarse en las proporciones adecuadm en el_

momento justo para la sintesis de proteinas, por la necesidad de consumir energia para

eliminar el exceso o por efectos antagdnicos entre ciertos aminoacidos.

' En términos generales se puede decir que las dietas probadas (dietas A y B),
presentaron un perfil de aminodcidoy diferente y el perfil de la dieta A sé acerca mas al
perfil del requerimiento ya que las deficiencias que presenta con respecto a este, son

pequeiias y menores a las de la dieta B.

El que no se pudiera logrm: un perfil de aminodcidos idéntico al requerimiento
obedece principalmente a las limitaciones que presenta la tecnologia en la elaboracion de.
las microcépsulas, ya que son requeridos algunos ingredientes cuyas cantidades solo pueden
variar dentro de ciertos limites; por otro lado, Ia formulacién y lireparacién misma de las
dietas conlleva cierto grado de error.

Con el objeto de fabricar dietas con un perfil de aminoécidos lo més cercano posible
al perfil teérico se deben usar ingredientes con un perfil lo mas par;:cido al que-se pretende
alcanzar, también se pueden usar ingredientes que se complementen muy bien en los
amino4cidos en que tengan deficiencias y ademas se recomienda tratar de usar aglutinantes
que no afecten el perfil de aminoécidos (que no sean de naturaleza proteica); por otro lado,

la exactitud que se tenga en obtener un perfil dado, dependerd de la exactitud del
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conocimiento aue se tenga del perfil de aminodcidos de cada uno de los ingredientes
utilizados, de la calidad del balanceo y del cuidado que se tenga en el momento de pesar y

mezclar ai fabricar las dietas.

En el analisis de microscopia electrénica, realizado con el objeto de observar el
tamaiio y apariencia de las microcapsulas A y B, se obtuvieron las imdgenes que se

muestran en las siguientes figuras (figuras 4 y 5):

Figura 4.- Fotografia en microscopio electrénico (1000x) de las microcapsulas A.



44

Figura 5.- Fotografia en microscopio electrénico (1000x) de las microcapsulas B.

Analizando las imagenes de microscopia electronica de las figuras 4 y 5 es posible
observar que las particulas de las dietas A y B son similares en cuanto a tamafio y
apariencia. Ambas dietas se encuentran en un intervalo de tamafio entre cinco a treinta
micras. Ya que las imagenes se encuentran a una escala de mil aumentos, cada milimetro de
la imagen corresponde a una micra. Las microcdpsulas lucen como pequefias esferas
deshidratadas. Se observa que las depresiones en su superficie no son poros sino

unicamente hundimientos de la pared, aparentemente por la pérdida de agua.

Las dietas experimentales presentaron el tamafié establecido por la compafiia
comercial para larvas de camarén en sus primeros subestadios (zoea 1, 2 y 3). Lograr este

tamafio de las particulas de alimento es deseable si se considera que las microalgas de las
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cuales se alimentan las larvas se encuentran dentro de este intervalo de tamadio (Isochrysis
sp. de 3 a 5 pm; Chaetoceros sp. de 4 a 6 pm y Tetraselmis sp. de 10 a 15 pm, segin Treece
y Yates, 1990); sin embargo, cuando se trata de dietas artificiales es probable que particulas
demasiado pequeiias presenten algin problema, ya que por un lado dificilmente se puede
llegar a pulverizar y tamizar los ingredientes que se utilizan en la elaboracion del alimento,
por lo que si esto no se logra correctamente se tendria la posibilidad de tener particulas que
no contengan una mezcla homogénea de los ingredientes y por otro lado, si las particulas
son muy pequefias es probable que estén constituidas basicamente de la matriz que se
utiliza para encapsular los ingredientes, lo que afectarfa la digestibilidad y calidad nqtritiva
de este tipo de alimentos. Es recomendable establecer el tamafio méximo con el que se
pueden alimentar las larvas en sus primeros subestadios y en base a esto elaborar las dietas
artificiales,

8.2) BIOENSAYOS DE ALIMENTACION

Una vez que se tenian las dietas, se procedid a realizar los bioensayos de
" alimentacién bajo condiciones controladas, hasta establecer la nietoddlogl'a que permitiera
evaluar las dietas A y B solas 0 en combinacién con alimento vivo, obteniéndose los

resultados que se muestran a continuacién:
Bioensayo 1.

En este experimento se planted comparar la capacidad de Tas dictas A y B solas (sin
~ aplicar alimento vivo); que diferian entre si en el perfil de aminoécidos con que fueron
elaboradas, en contraste con una alimentacion basada en alimento vivo (Tratamiﬁntb jl)s que |

serviria como testigo positivo.

Siguiendo la metodologia general, se hicieron observaciones como se describe a
continuacién: al dia siguiente de la primera alimentacién, los organismos de todos los

recipientes ya se encontraban en Z1. Todas las larvas lucian bien en general, aunque las
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alimentadas con microalgas se veian mds activas, mientras que las alimentadas con las
dietas A y B nadaban lento y se empez0 a notar en algunas de ellas, en ambos tratamientos,
- material adherido en la parte caudal. Tomando ﬁluestras y observandolas al niicroscopio fue
posible apreciar que el material adhérido al final del cuerpo eran hilos de heces. Los
animales comenzaron a alimentarse bien de las microcapsulas ya que se vefan sus tubos
digestivos llenos; sin embargo, en el transcurso del dia la cantidad de hilos de heces
adheridas fue aumentando y comenzé a pegarse en las demas partes del cuerpo;
principalmente en las antenas (ver figura 6). Daba la impresién que las larvas alimentadas
con las microcapsulas hubieran producidb heces con un exceso de mucosidad. En la tarde
de ese primer dia algunas de las larvas habian dejado de comer, esto era fécil de obser\;ar ya
que el tracto digestivo se encontraba vacio. La cantidad de heces y de microcépsulas
adheridas al cuerpo habia aumentado impidiéndoles nadar biep. Se observaron algunbs
organismos con deformidades consistentes en antenas y apéndices de diferente tamafio. En
el caso de las larvas alimentadas con fnicmalgas, se formaban hilos largos de heces pero

estos no se adherian a sus cuerpos.
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Figura 6.- Zoea de camaron alimentada exclusivamente con dietas
microencapsuladas (tanto A como B), donde se nota la formacion de hilos largos de heces y
particulas que se enredan y adhieren a diferentes partes del cuerpo.



En el segundo dia, las larvas alimentadas con microalgas ya se encontraban en Z2,
con una apariencia adecuada (muy activas y con el tracto lleno), mientras que las demas
larvas continuaban en Z1, con material adherido a sus cuerpos, presentando patacién lenta y

observandose un tracto digestivo con poco o nulo aliménto.

Al tercer dia, las larvas alimentadas con microalgas seguian activas y habian
mudado a Z3. Las larvas alimentadas con las dietas artificiales se encontraban en esiadio de
' 22,- presentandose en algunas de ellas deformidades, como cuerpos de men(rr tamaito,
;:spinas coras y curvas y en algunos casos ojos anormales mas pequeiios, ya que. en las Z2
normales los 0jos son més grandes. y tienen forma ovoide, mientras en estas. larvas se
observaban un poco mas pequefios y de forma esférica (ver figuras 7y 8). La soﬁrévivepci'a
de los tratamientos alimentados con las dietas A y B se encontraba en cero en la mayoriade
los frascos.

Cabe hacer notar que no se determind la frecuencia en la aparicion de las
deformidades consistentes en el desarrollo de ojos anormales; sin embargo, s¢ puede decir
que se presentaron casos de este tipo solo en tratamientos donde se. alimentd’
exclusivamente con las dietas artificiales y nunca al proporcionar alimento vivo. Seria
conveniente que en proximos trabajos donde se realice la alimentacién de larvas- de
camardn se tome en cuenta este tipo de observaciones procur_ando registrar la frecuencia de

aparicion de este fenémeno.
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Figura 7.- Fotografia de una zoea 2 alimentada con las dietas artificiales (A y B),
donde se observan los 0jos anormales por ser mds pequefios y de forma esférica cuando se
comparan con una larva normal que se muestra en la siguiente figura.



Figura 8.- Fotografia de una zoea 2 normal, alimentada con microalgas, donde se
observan los ojos de un tamafio adecuado y de forma ovoide.

Dos dias después (dia 5), las larvas del tratamiento con microalgas ya se
encontraban en M1, mientras que las pocas sobrevivientes de los tratamientos con las dietas
artificiales (A y B) seguian en Z2 muy débiles y més translicidas en comparacion con las

larvas alimentadas con microalgas.
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Transcurridos once dfas del bioensayo los organismos del tratamiento con

microalgas llegaron a PL1 con los datos que se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 13 .- Resultados de sobrevivencia, longitud, peso seco promedio individual y

tiempo de desarrollo, obtenidos en el tratamiento testigo de alimento vivo (tratamiento I).

Sobrevivencia | Sobrevivencia| Longitud Peso seco Tiempo
(No. de (% +£D.E) | media(base | promedio |requerido para
Tratamiento | organismos £ del rostro- individual PL1 (dias) |
D.E). caudal) (mm | (mgt D.E.) ‘
+ DE)
I 1184 £ 179 |78.93 £ 11.93| 4.357+.153 |.1055 +.0212 11

*u

D.E. = Desviacion estandar.

En el transcurso del experimento se hicieron observaciones a diferentes dias para

calcular el nimero aproximado de sobrevivientes en cada tratamiento, y a los once dias del

bioensayo se realizo el conteo de las larvas, obteniéndose la figura siguiente:

180

140

120

100

Sobrevivencia (No. de orgamiemos)

—t— Alim. wivo
—{— Digla A
== Dieia B

Figura 9 .- Sobrevivencia en los diferentes tratamientos (Tratamiento I = alimento
vivo, Tratamiento Il = Dieta A y Tratamiento Il = Dieta B)
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Al aplicar las dietas A y B solas la mortalidad fue muy elevada. Al cabo de los dos a
tres primeros dias en la mayoria de los frascos la sobrevivencia fue muy baj.a,y los pocos
sobrevivientes se encontraban en condiciones inadecuadas'de salud. Al transcurrir los once
dias la mortalidad era cercana a un 100% y no se contaba con postlarvas, por lo que no fue
posible obtener datos de longitud y peso de estos tratamientos, Gnicamente fue posible

hacer observaciones de sobrevivencia y grado de desarrollo.

En las determinaciones de la calidad del agua el pH se mantuvo entre 7.8 y 8, sin
que existieran diferencias entre los tratamientos. En cuanto a los nitritos y el amonio en el
tratamiento I (alimento vivo) la concentracion de estas sustancias disueltas en el agua
aumentaron en forma menos acelerada que en los tratamientos II y III (dietas A y B solas).
Ver figuras 10y 11.

—— Alim. Wvo
“-0--DeaA |
—&—DietaB '

r3
Tiempo (dias)

Figura 10.- Aumento de nitritos en los diferentes tratamientos.
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Figura 11.- Aumento de amonio en los diferentes tratamientos.

En este primer bioensayo, se observS que al iniciar la alimentacién de las larvas en
estadio de zoea 1 éstas fueron capaces de tomar las microcdpsulas de alimento de las dietas
A y B ya que se detect6 alimento en sus tubos digestivos y la formacién de hilos de heces;
sin embargo, estos hilos comenzaron a adhérirse a su cuerpo en forma excesiva. La
formacién de este tipo de heces podria estar relacionado con la digestibilidad de las
microcdpsulas o con un dafio fisico causado por éstas en las paredes del tracto digestivo, ya
que Elendt (1990), reporta un trabajo en el que alimentd cladéceros (Daphnia magna) con
una dieta microencapsulada similar a la utilizada en este trabajo, encontrando dafios en las
células de la pared del tracto digestivo. En el presente estudio no se realizaron |
observaciones histolégicas, pero seria conveniente evaluar si en este caso las microcipsulas
causan algiin dafio, lo que podria ocasionar la produccién de la mucosidad que propicia la
excesiva adherencia de particulas al cuerpo de las larvas; por otro lado, es posible que por el

tamafio de las particulas, aunado a la naturaleza quimica de su cubierta, se propiciara la
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adhesion entre ellas y al cuerpo de las larvas. Finalmente, como se mencioné con
anterioridad, el andlisis quimico proximal de las dietas experimentales mostré un alto
contenido en grasa (17%) en ambas, lo cual puede ser causa que las particulas tiendan a
adherirse entre si (por fuerzas hidrofébicas) y también puede ocasionar reduccién de su
digestibilidad. Existen reportes anteriores que sefialan el problema de la adherencia de las
particulas de alimento al cuerpo de las larvas, como el de Garcia y Béez (1994), en el cual

se reporta que no fue posible mantener a los organismos més all4 de M2, |

Como se muestra en la figura 9 las dietas solas A y B, fueron incapaces de sostener
el cultivo de las larvas de camardn. Estas dietas generaron un grave retraso de la
metamorfosis, con una mortalidad elevada de las larvas. Otra forma en que se podria
explicar el reducido aprovechamiento de las dietas es que la presencia de las microalgas al
inicio de la alimentacién de las larvas podrfa aportar enzimas, que participen de forma
importante en la digestién del alimento o como activadoras de las enzimas de la larva; por
otro lado, se piensa que podrian ser las bacterias presentes en el agua del medio de cultivo y
de la pared de las microalgas, una flora bacteriana importante que se establece en el tracto

digestivo y permite el mejor aprovechamiento de los alimentos ingeridos.

Se puede pensar que la presencia de microalgas y bacterias benéficas en el agua,
establece un equilibrio en el sistema en los tratamientos de alimento vivo, esto se relaciona
con la calidaci del agua, ya que estos organismos utilizan parte de los desechos nitrogenados
presentes en el agua (amonio, nitritos y nitratos). Como se observa en las figuras 10y 11, en
el tratamiénto con alimento vivo, el aumento de amonio y nitritos fue menor que en los
tratamientos alimentados con las dietas artificiales A y B. Kurmaly ef al. (1989) mencionan
la posibilidad que las microalgas tengan un papel como biofiliros que eliminen las

sustancias toxicas del agua de cultivo.

En los tratamientos con las dietas artificiales A y B se debe ir estableciendo una
_ poblacién bacteriana que comience a utilizar los desechos nitrogenados; sin embargo, se

requiere cierto tiempo para llegar a un tamaiio poblacional elevado. Si las bacterias no
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alcanzan a transformar de forma importante Jos desechos nitrogenados del agua se
contribuye a una forma de estrés para las larvas y se carece de la aportacién que podrian

estar haciendo las bacterias a la nutricién de las mismas.

Con respecto a la calidad del agua y la flora bacteriana, Vinatea y Andreatta (1997)
encontraron mejores resultados en el cultivo larvario de Penaeus paulensis al evitar e}
recambio de agua o que este sea moderado. Mencionan que los nitritos y el amonio no
Hegaron a niveles peligrosos y las larvas mejoraron en sobrevivencia, crecimiento y
desarrollo, concluyendo que las larvas podrian haber complementado su alimentacién con
la flora bacteriana (Pseudononas sp.).

Los resultados obtenidos con el tratamiento I (alimento vivo), para este primer
' bioensayo se muestran en la tabla 13. La sobrevivencia de 78.9% fue adecuada y dentro del
intervalo encontrado por otros autores (Emmerson,1980; Alfonso y Leal, 1985; Gallardo et
al.,1995; Bautista ef al., 1989) al proporcionar diversas especies de microalgas a larvas de
camardn. El tiempo de desarrollo fue adecuado, asi como la longitud y peso seco de los

organismos.

Para comprobar la necesidad de alimentar con una pequefia dosis de alimento vivo
que permitiera ¢l establecimiento de una flora bacteriana en el tubo digestivo de las larvas
y/o que participara en la capacidad enzmxé,tlca de las mismas, se decidié aplicar en el
siguiente bioensayo, tratamientos con las dietas artificiales A y B junto con una dosis tinica
inicial de microalgas (DUIMA). Por otro lado 1a presencia de alimento vivo promovia una
calidad de agua diferente a la establecida en los tratamientos con dietas artificiales, lo cual
estaba siendo una variable mis que podria estar impactando los resultados, por lo que en el
siguiente bioensayo se establecié el recambio de agua en todos los tratamientos, De esta
forma se tendria una calidad de agua similar.



56

' Bioensayo 2

Al observar la elevada mortalidad después de aplicar las dietas microparticuladas A
y B solas, se decidi6 aplicar en el siguiente experimento una dosis tinica de una cantidad
pequefia de microalgas en la primera alimentacién, dado que algunos autores (Amjad y
Jones, 1992; Kumlu y Jones, 1995; Boeing y Martinez, 1997) han encontrado una mejoria
en la sobrevivencia de las larvas al aplicar dicha dosis. Se piensa que la presencia de esta
cantidad de microalgas pueda tener un papel como activadora del sistema enzimético de las
larvas, que les permita entonces aprovechar mejor las dietas artificiales. La dosis Ginica
inicial de microalgas aplicada, consisti6 en dar 25,000 cel/ml de Chaefoceros muelleri e
Isochrysis galbana en una proporcién de 70:30 respectivamente en la primera alimentacién,

para continuar alimentando unicamente con las dietas artificiales.

Los resultados del tratamiento con alimento vivo fueron muy similares a los del
experimento anterior (ver tabla 14), con una sobrevivencia de 79.8%, un tiempo de
desarrollo de 10 dias y una longitud y peso cercanos a los del bioensayo anterior, con esto
es posible observar que este tratamiento fue reproducible y se comporté como un testigo
positivo. Se puede observar en los resultados obtenidos en este tratamiento que el haber

implementado recambio de agua no los afect,

Tabla 14.- Resultados de sobrevivencia, longitud, peso seco y tiempo de desarrollo,
obtenidos en el tratamiento testigo de alimento vivo (tratamiento I).

Tratamiento | Sobrevivencia [ Sobrevivencia| Longitud Peso seco Tiempo
| @o.de (% + D.E) | media(base | promedio |requerido para
organismos * del rostro- individual PL1 (dias)
D.E.). caudal) (mm | (mg £ D.E.)
+ D.E)
I 11972170 | 798+ 113 | 4439+ .023 | .1155 £ .020 10

D.E. = Desviacion estandar.
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Los resultados de los tratamientos con las dietas artificiales solas A y B nucvamente
mostraron los problemas que en el experimento anterior. Se adhirieron las particulas de
alimento, las larvas se veian transliicidas, pequefias, débiles y algunas con malformaciones
(cuerpo o antenas doblados, espinas curvas y ojos pequeios). Existié un gran retraso en el
desarrollo y existié una gran mortalidad entre el segundo y tercer dia del bioensayo.

5 8 B

180
140
g 10
£
g 100 —o—Alim. vivo
~8—Dieta A
¥ ~-&—Dieta B
i —>—Dieta A+ DUIMA
3 | —%—Dieta B + DUIMA_

Tiempo (dias)

Figura 12.- Sobrevivencia en los diferentes tratamientos (Tratamiento I = Alimento
vivo, Tratamientos Il y IIl = Dietas A y B respectivamente y Tratamientos IV y V = Dietas
Ay B + DUIMA, respectivamente).

En los tratamientos donde se aplicé la dosis tinica inicial de microalgas (DUIMA) se
mejoré la sobrevivencia en los primeros dias, pero al transcurrir algunos dfas, nuevémente
se present6 una elevada mortalidad, llegando a un nivel similar al de los tratamientos con
las dietas artificiales solas (ver figura 12j. Esta caida en la sobrevivencia después de un
tiempo indica que mientras las larvas tuvieron disponible cierta cantidad de alimento vivo
se mantuvo la sobrevivencia, y cuando este fue agotado, €l alimento artificial solo fue

incapaz de sostener el cultivo.
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Con los resultados ‘obtenidos hasta este bioensayo no era posible distinguir la
calidad de las dietas experimentales (diet:;s A y B), ya que los organismos presentaron
retraso en el desarrollo y no llegaron al estadio de PLI, o si llegaron la cantidad fue
pequefia para ser una muestra representativa para medirlos y pesarlos. -

Una vez comprobada la incapacidad de las dietas solas para sostener los cultivos
larvarios se decidié eliminar estos tratamientos en el siguiente bioensayo y aplicar
tratamientos donde se combinara alimento vivo con las dietas artificiales, de esta forma las
dietas servirian como un complemento y si alguna de ellas era ventajosa debido a su perfil
de aminodcidos esto se¢ reflejaria en los pardmetros evaluados. Ademas se planteé en el
siguiente bioensayo hacer muestreos a diferentes tiempos para poder tener datos de los
organismos en los diferentes estadios de desarrollo.

Bioensayo 3

Ya que las larvas alimentadas con las dietas artificiales no llegaron al eﬁtadio de PL
en los anteriores bioensayos, en este se hicieron muestreos a diferentes tiempos y por otro
lado, en este bioensayo se decidi6 eliminar los tratamientos empleando las dietas solas (A y
B ), y en su lugar se aplicaron tratamientos combinando las dietas artificiales con alimento
vivo, con la idea de ovaluar si una de las dietas de diferente perfil de aminoécidos
complementaba mejor la alimentacién con alimento vivo; sin embargo, la respuesta de los
tratamientos con las dietas A y B solas y de las dietas A y B mas la DUIMA fue muy pobre,
pero también en el caso del tratamiento I (alimento vivo) se tuvo una fespuesta muy pobre
de sobrevivencia y desarrollo, ademas los replicados de todos los tratamientos mostraron
una alta variabilidad.

Es probable que el problema fuera la calidad de las microalgas empleadas, ya que no
" fueron mantenidas en las condiciones indicadas de luz y temperatura, y no se pudo

garantizar que las microalgas proporcionadas sc encontraran en la fase exponencial de
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crecimiento que es el momento recomendado por su calidad y para evitar la presencia de

sustancias producidas en otras fases del crecimiento poblacional.

Los resultz;dos variables del experimento permitieron darle la importancia a la
_calidad del alimento vivo que se aplica en el tratamiento testigo de alimento natural, por lo
que se hicieron los ajustes necesarios y se tuvieron las precauciones propias para el

siguiente bioensayo.

" Otro factor que pudo ser de importancia en este bioensayo se relaciona a la calidad
misma de las larvas. Recientes estudios (Palacios et al., 1998), han encontrado que existe
una relacién entre ¢l contenido de triacilglicerol y gluéosa en los huevos y nauplios de
camarén Penaeus vannamei con el estado fisiolégico de los reproductores, existiendo
relacion directa con la viabilidad de las larvas. Se menciona por algunos productores de
camarén (comentario personal) que pueden existir lotes de larvas de inferior calidad y que
es comin que los resultados en los cultivos larvarios presenten algin problema
principalmente en la temporada invernal que fue la temporada en que se realizé este

bioensayo.
Bioensayo 4

Aplicando las correcciones en los tratamientos de los bioensayos anteriores se
planted en este aplicar los mismos tratamientos, aumentando la DUIMA e ir aumentando la
cantidad de alimento microencapsulado en forma gradual, para que las larvas se
mantuvieran un tiempo mayor en contacto con microalgas y se fortalecieran lo suficiente
antes de cambiar de alimento (en el caso de los tratamientos con DUIMA), o de incluir otro
tipo de alimento. Este proceso podria servir también para ir acostumbrando a los
organismos al nuevo tipo de alimento.

Deteniendo el bioensayo al quinto dia, cuando las larvas del tratamiento I se

encontraban en Z3 se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla siguiente:



Tabla 15.- Sobrevivencia, longitud, tiempo y grado de desarrollo de las larvas de
camarén alimentadas con alimento vivo (tratamiento I), con las dietas A y B més alimento
vivo (tratamientos II y III, respectivamente) y con las dietas A y B mds DUIMA
(tratamientos IV y V, respectivamente).

Tratamiento | Sobrevivencia | Sobrevivencia | Longitud del | Gradode | Tiempo para
(No.deorgt | (%1 D.E) | cefalotorax | desarrollo llegar al
\ DE) ° (mm 1 D.E)| (subestadio) | subestadio
(dfag)
I
(Alimento } 11954133 797188 837+ .024 Z3 5
vivo)
I
(DietaA+ | 275*16.6 | 183*+44 | .640"+.020 Z2 - 5
Alim. Vivo)
I
(DietaB+ | 24.0°+11.7 | 160°+7.8 | .641*1.022 22 5
Alim. Vivo)
1\Y
(Dieta A + 0 ————- o —— —-
DUIMA)
\'
(Dieta B + 0 ———e- o —mmme ———-
DUIMA)

Literales diferentes indican diferencias estadisticas significativas a una probabilidad (P<
0.05). Se aplicé una prueba de “t” entre los tratamientos Il y lll (no se comparan con el
tratamiento I por que las larvas se encuentran en otro estadio de desarrolio).

En este dltimo bioensayo se aplicaron los mismos tratamientos del bioensayo
anterior, sin embargo, se planteé detener el experimento transcurridos cinco dias de
alimentaci6n, ya que se decidié no llevar a los organismos hasta postlarva, sino detener el
éxperimento cuando las larvas del tratamiento de alimento vivo llegaran a zoea 3, de esta

. forma se tuvieron suficientes organismos para contar sobrevivientes y para medirlos; sin
embargo, en los tratamientos de alimento artificial combinade con alimento vivo existid un
retraso en el desarrollo y se obtuvieron larvas en zoea 2. Por la pequefia cantidad de
sobrevivientes y su reducido tamatfio, no fue posible determinar su peso seco; por otro lado,
las larvas tanto en Z2 como en Z3 después de ser fijadas para ser medidas, tienden a plegar
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su cuerpo, lo cual dificulta la medicién de su longitud desde la base del rostro hasta la parte

caudal, por lo que inicamente se midié la longitud del cefalotorax.

Al realizar las correcciones que permitieran proporcionar un alimento vivo de buena
calidad, los resultados de este tratamiento mostraron valores similares a los obtenidos en los
primeros dos experimentos, con una sobrevivencia de 79.7%, sin embargo, hay que tomar
en cuenta que la sobrevivencia de los otros bioensayos fue la observada entre el dia diez u
once, mientras que en el presente experimento fue al quinto dia, por lo que podria esperarse
que esta sobrevivencia disminuyera ligeramente al llegar al décimo dia. No obstante se
puede considerar que el tratamiento I de alimento vivo fue similar a los resultados de los
primeros bjoensayos y por lo tanto se comportd de forma adecuada como un testigo
- positivo.

Existen numerosos reportes donde se ha logrado el cultivo larvario utilizando
tunicamente alimento artificial, pero esto solo en condiciones experimentales (Jones et al.
1987; Kurmaly ef al,, 1989; Kumlu y Jones, 1995). Solo existe un reporte donde se -
menciona el logro exitoso del cultivo larvario con alimento artificial a nivel comercial
(Ottogali, 1993). Se observa que en el presente estudio las dietas experimentales A y B, no
solo no complemenfaron la alimentacién de las larvas, sino .que afectaron el
aprovechamiento del alimento vivo que se encontraba disponible en los tratamientos
combinados (tabla 15). Esto podria ser explicado por diversas causas; por un lado, si la
digestibilidad de las dietas no fue adecuada, al ser consumidas por los organismos se ocupd
espacio desplazando a las microalgas y ocasionando una nutricién deficiente; por otro lado,
el comportamiento fisico de las microcpsulas al adherirse pudo haber ocasionado un estrés
tal en las larvas que las debilité disminuyendo su aprovechamiénto del alimento natural. |
Otra posible explicacion pudo ser que la composicién quimica de las dietas contenia alguna
sustancia que result6 dafiina a las larvas, como pudieran ser residuos tdxicos del proceso de
elaboracién de las dietas; finalmente, se puede pensar que la falta de algin o algunos
nutrimentos importantes aparte de los aminodacidos (dcidos grasos, vitaminas o alg\n factor

de crecimiento desconocido), ocasionaron deficiencia nutricional de las larvas, aunque esto
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es menos. factible ya que las deficiencias se hubieran cubierto con. el alimento vivo
complementario.
. v

Al realizar un anélisis en conjunto de todos los bioensayos efectuados dentro del
presente estudio se puede decir que, tanto la dieta A como la dieta B al ser suministradas
solas, con la DUIMA o en combinacién con alimento vivo, fueron incapaces de sostener el
cultivo larvario de Penaeuys vannamel, no detectandose diferencias significativas entre los
resultados obtenidos al alimentar con cualquiera de ellas, donde al parecer algunos
problemas generados por las dietas como fueron su adherencia excesiva, la posible baja
digestibilidad o incluso la posible toxicidad de algin compuesto presente en estas dietas o
generado por la degradacion de las mismas, impidieron hacer una evaluaciéon adecuada que
permitiera apoyar en cualquier sentido la hipétesis propuesta, en la que se menciona que el
perfil de aminodcidos encontrado en el cuerpo de las larvas, puede ser una referencia til

para elaborar dietas que ofrezcan buenos resultados en los cultivos larvarios de camarén.

Es posible mencionar la deficiencia de nutrimentos esenciales diferentes a los
aminodcidos como causa probable de los resultados obtenidos con las dietas experimentales
utilizadas, como pueden ser &cidos grasos (principalmente del grupo de los
poliinsaturados), vitaminas y minerales, ya que asi como hace falta establecer el
requerimiento de aminodcidos de las larvas de camarén, también hacen falta estudios que
determinen ¢l requerimiento de este tipo de nutrimentos; sin embargo, es factible pensar
que aunque s¢ hubiera procurado los nutrimentos antes mencionados en las microcépsulas
experimentales, un exceso de lipidos donde quedarian incluidos los 4cidos grasos
. poliinsaturados (los cuales son altamente sensibles a la oxidacién), sin una inclusion
adecuada de antioxidante se pudiera haber generado un problema de rancidez e
indirectamente una deficiencia de vitaminas que participan como antioxidantes (vitaminas
C y E), lo que a su vez causa deficiencia de 4cidos grasos poliinsaturados, ya que una vez
que sufren oxidacién no pueden ser aprovechados por las larvas; sin embargo, otra
consideracion que debe ser tomada en cuenta es que en los tratamientos donde se aplicé

alimento vivo en combinacién con las dietas. artificiales, estas deficiencias podrian haber
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sido cubiertas por las microalgas, lo que lleva a suponer entonces como una explicacién
més factible la presencia de alguna(s) sustancia(s) toxica(s), producto de la oxidacién de
lipidos, como pueden ser per6xidos, hidroperdxidos, aldehidos y cetonas o algin téxico

residual del proceso de fabricacién.

El siguiente paso ser4 realizar el andlisis de las dietas experimentales utilizadas en el
presente estudio para tratar de verificar la posible presencia de niveles importantes de
alguna sustancia téxica. Se recomienda que en trabajos posteriores se tome en cuenta la
* inclusién de antioxidantes en niveles adecuados, adem4s de realizar el anilisis de las dietas
para evitar Ja presencia de sustancias que puedan resultar toxicas para las larvas.



9) CONCLUSIONES

En base a los aminogramas realizados en un muestreo de diferentes estadios de
rvas de camardén blanco Penageus vannamei, fue posible obtener la base de datos que
permitié hacer una estimacién tedrica de los requerimientos de aminoacidos en los estadios
lrvarios,

Se puede decir que la metodologia de experimentacion fue adecuada, pues con el
dimento vivo se obtuvieron resultados constantes y adecuados.

Los resultados obtenidos fueron efecto exclusivo de las dietas proporcionadas; sin
embargo, el efecto del perfil de amino4cidos no tuvo un papel importante en los resultados,
ya que al parecer otros factores establecidos por las mismas dietas tuvieron un efecto mas
importante, como pudo ser el problema por la adherencia excesiva de las particulas, la
pasible baja digestibilidad de las dietas, presencia de sustancias toxicas o la carencia de otro

tipo de compuestos esenciales para la nutricién de las larvas,

Los alimentos microencapsulados elaborados por la compaiifa comercial se utilizan
cam éxito en muchos laboratorios de produccién larvaria del mundo, complementando la
akmentacion de larvas de camarén de diferentes especies, por lo cual se decidié utilizar su
temologia para elaborar las dietas experimentales; sin embargo, es probable que en este
camo las dietas obtenidas experimentalmente presentaran algin problema particular, como
iJldiera ser la presencia de material téxico o que las dietas hubieran sufrido algin tipo de
degradacién quimica como una oxidacién haciéndolas téxicas. '

-De los alimentos para larvicultura que se elaboran actualmente, se puede observar
que sucle ponerse gran atencién a cubrir un cierto perfil de dcidos grasos; sin embargo, es
deinterés realizar mas trabajos donde se pruebe la importancia en cubrir un cierto perfil de
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aminodcidos. Es necesario investigar sobre el uso de nuevos ingredicntes y diferentes

tecnologfas tal vez més sencillas como la elaboracién de dietas microagregadas.

. Es importante realizar m4s estudios que permitan determinar el papel que jucgan las
microalgas en la alimentacién de las larvas de camarén. Es necesario conocer si aportan
compuestos quimicos esenciales para la nutricién de las larvas, complementos enziméticos

o si se trata de una relacién ecolégica mas compleja, donde podrian estar involucradas las
bacterias.
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10) RECOMENDACIONES

Ya que en el presente trabajo algunos de los ammodcidos esenciales propuestos
como ¢l perfil de requerimiento tedrico fueron estimados, serfa recomendable realizar un
nuevo muestreo de los diferentes estadios del camarén blanco Penaeus v;:mnamei, y realizar
su analisis con un equipo y metodologia que permita obtener valores analiticos de todos los
aminoacidos esenciales, para por un lado, corroborar que tanto se acercan los valores
estimados de la forma en que se hizo en el presente trabajo alos obtenidos analiticamente, y
por otro lado, afinar el perfil de aminoécidos tedrico que sirva como una propuesta en la

formulacion de alimentos larvarios de esta especie de camardn.

En diversos trabajos realizados con el objeto de mejorar el desempefio de dietas
artificiales para larvas de camardn, se ha tenido gran inferés en investigar y cubrir los
requerimientos de 4cidos grasos esenciales; sin embarge, son pocos los estudios para
establecer el requerimiento de protefnas y amino4cidos. Seria de interés utilizar los avances
en el establecimiento de los 4cidos grasos para emplearlos en nuevos trabajos donde se siga
investigando el papel de las proteinas y los aminoAcidos, para obtener dietas exitosas en

larvicultura.

Es necesario seguir investigando acerca de las propiedades quimicas y fisicas de las
dietas artificiales microparticuladas que se utilicen en la alimentacion larvaria, ya que se
podrian relacionar con una posible toxicidad de alguna sustancia presente en las particulas,
una baja digestibilidad de éstas o con ¢l fenémeno de la adherencia excesiva, por ejemplo,
el alto contenido de lipidos de las dietas estudiadas (17%), podrian haber generado el
fenémeno de la adherencia entre las particulas, debido a fuerzas hidrofébicas actuando

sobre ellas dentro del sistema acuético.

Como se mencioné dentro de las conclusiones, son necesarios mas estudios para

establecer el papel del alimento vivo dentro de la alimentacién larvaria para tratar de
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obtener dietas artificiales que simulen sus caracteristicas en cuanto adigestibilidad, aporte
de nutrimentos, tamafio y comportamiento fisico en el sistema.

Se recomienda realizar el andlisis quimico de las dietas que se utilicen en los

cultivos larvarios de camarén, para evitar la presencia de posibles sustancias téxicas.

Una de las propuestas, para seguir investigando el uso del perfil de aminodcidos en
dietas para larvas de camardn, es obtener dietas microparticuladas con una tecnologia més
sencilla que la necesaria para fabricar dietas microencapsuladas; es decir, tratar de obtener
dietas microparticuladas, microligadas o microagregadas, aunque existe el inconveniente
. que este tipo de alimentos son mucho menos eétables en el agua. Para lograr este tipo de
dietas es necesario seleccionar ingredientes adecuados, que se complementen bien en su
perfil de aminoécidos, o emplear ingredientes que pudieran tener un perfil de aminoacidos
similar al del organismo que se desea alimentar. En base a estas tltimas ideas se decidid
anexar al final del presente trabajo (ver anexo 2) una propuesta de formulacién mediante

ingredientes a los que se determino su perfil de aminoécidos esenciales,

Finalmente se decidi6 incluir al final de este trabajo algunas formas para elaborar

alimentos microparticulados con metodologias sencillas (ver anexo 3).
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12) ANEXOS

12.1) ANEXO 1

12.1.1) ESQUEMAS DE LOS NAUPLIOS, ZOEAS Y MISIS DEL CAMARON BLANCO
PENAEUS VANNAMEL '
A continuacjén se muestran algunos esduemas realizados por Kitani (1986), donde

se pueden observar caracteristicas de los diferentes subestadios del desarrollo larvario de

Penaeus vannamei.

, - § t::i'.( {__-

Figura 13.- Nauplios de P. vannamei, A-F: vista ventral. G: vista lateral. A-F:

nauplios del 1 al 6. G: primer nauplio. La escala equivale a 0.2 mm. (Tomado de Kitani,
1986).
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Figura 14.- Zoeas de P. vannamei. A: zoea 1 a la 3 en vista dorsal. B: primera
antena. C: segunda antena. D: mandibula. E: primer maxila. F: segunda maxila. G: primer
maxilipedo. H: segundo maxilipedo. I: vista lateral de zoea 3. Z: zoea. La escala equivale a
0.5 mm. (Tomado de Kitani, 1986).
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Figura 15.- Los tres estadios de misis y el primero de postlarva de P. vannamei. A:
vista lateral. B: primer antena. C: segunda antena. D: telson. E: primer maxila. F: segunda
maxila. G: primer maxilipedo. H: segundo maxilipedo. I: primer pereiopodo. J: cuarto
perciopodo. M1-M3: misis 1 a 3. PL: postlarva. La escala equivale a 0.5 mm. (Tomado de
Kitani 1986).
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12.2) ANEXO 2
12.2.1) FORMULACION DE UNA DIETA SIGUIENDO EL PERFIL DE
AMINOACIDOS ENCONTRADO EN LARVAS DE PENAEUS VANNAME!

Para la formulacién de la dieta propuesta se utiliz6 el programa computacional
Mixit-2, version 3.2, donde se generd una base de datos como se muestra en la tabla

siguiente.

12.2.1.1) BASE DE DATOS

Tabla 16.- Ingredientes y nutrimentos considerados en la elaboracién de una dieta
microparticulada para larvas de camarén blanco Penaeus vannamei.

cala- |ca- |pes- |trigo |glu- |ac. |co- |leci- |algi- |mine- | vita- |anti- | pig-
mar |ma- |cado ten |de les- [tina |mato |rales |mi- |oxi- | men-
rén de pes- |terol |de de nas |dante |to
trigo | cado soya |sodio

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 ] 11 ]12] 13

I |base J100}100]100]100]100|100] 100|100 100100 ]100] 100|100
2 Jhumed | 7 1 9 110] 8 | 0| 4 1 0 0 0 010
3 [prot 80]90 6512|781 0] 0|0} 00| O] 0] O
4 fgrasa | 7 | 4 8 | 1.8)1.711100]1 9% |99 ] O 0 0 0] 0
5 |ceniza | 6 | 5 | 14 [2.04].693] 0 | 0 | O | O J100] O | O 0
6 |fibra 010 ]024]35].115) 0 [ 0| 0] O 0 010 0
7 |ELN 0 | 0 |281]695|113]1 01 0| 0] O 0 010 0
8 Jenerg |5.1415.42]4.51]3.69]14.9219.5019.1219.40] 0 0 0 0 0
9 |His 1.17]1.43]12.811.29112.00f ¢ | 0 | O | O 0 01010
10|Arg  |3.08/16.42]|3.81]1.628]1493| 0 | 0 | O | O 0 0 010
I1{Thr }12.00]2.70]2.51].36012.36] 0 § 0 | O 0] 0 0] 0 0
12|{Met 11,62)2.1611.95]1.205|19751 0 {0 ] O] OO ]| O] O] O
13|val [241]3.0313.26].574|354] 0 } 0 | 0 | O 0] 0[O 0
14{FPhe 12.1213.09]2.44].616|2.82] 0 | 0 | O | O 010 [ O 0
15 1le 2.7013.1012.921.497|2.62] 0 | 0 010 0 0] 0 0
16|Lev ]3.89]/5.0214.77|1.85614.72) 0 | 0 [ O ] O | O 0]0] 0
17{Lys {3.55]5.04]14.56]|.350]2.98] 0 | 0 0] 0 01]0]0] 0
I8|Tyr 11.6712.44]2.01/.420]2.151 0 | O 0]1]010]0[0] 0
19colest | 0 | 0 |27| 0 | O [88]9% | 0] O[O | O[O ] O
20fosfoli f 0 [ 0 |325]403[ 0 |1 Jo]oJoJo]o[o]oO
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Los datos del calamar, fueron obtenidos al procesar una muestra de todo el cuerpo
de 20 calamares de California (longitud corporal media de 15 cm) adquiridos en un centro
comercial de la localidad. Los calamares fueron cortados en trozos pequeiios que fueron
liofilizados, molidos y mezclados perfectamente para tener una muestra lo mas homogénea
posible. Los datos del camarén se obtuvieron de la regién caudal (musculo sin
. exoesqueleto) de una muestra de 100 camarones (P. vannamei) colectados en una granja del
estado de Sinaloa, los cuales fueron cortados en trozos pequefios, liofilizados, molidos y
mezclados de la misma forma en que se realizd para el calamar. El pescado utilizado
consistié en una muestra de harina de pescado chilena (de la compaiiia Tepual. Clave en la
bolsa B-9274. Llegada al laboratorio el 24 del 6 de 1997), la cual fue mezclada para

garantizar una muestra homogénea.

Muestras homogéneas de los ingredientes arriba mencionados (calamar, camarén y
pescado) fueron analizadas mediante un andlisis quimico proximal y una porcién fue
desgrasada y sometida a su andlisis de aminoécidos mediante Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion (CLAR), en el CIAD-Hermosillo.

Los datos de los restantes ingredientes considerados en la tabla se obtuvieron de
datos bibliogréficos y de ingredientes con que se cuenta en el laboratorio y que han sido

previamente analizados.

Una vez que se tenia la base de datos de ingredientes y nutrimentos se procedié a
establecer sus restricciones.
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12.2.1.2) RESTRICCIONES DE INGREDIENTES Y NUTRIMENTOS,

Se establecieron las restricciones de ingredientes y nutrimentos que se muestran a
continuacién ( tablas 17 y 18).

Tabla 17.- Restricciones de ingredientes.

Ingrediente ~ Restriccién
Inclusién minima (%) | Inclusién maxima (%)
1 Calamar 0 100
2 Camarén 0 100
3 Pescado 0 100
4 Trigo 0 100
5 Gluten de trigo 6 9
6 Aceite de pescado 0 100
7 Colesterol 25 1 -
8 Lecitina de soya 3 10
9 Alginato de Na + 4 4.01
Hexametafosfato de Na (3 :1) :
10 Minerales 25 2501
11 Vitaminas 2.5 2.501
12 Antioxidante 02 - .0201
13 Pigmento 25 2501




Tabla 18.- Restriccién de nutrimentos,
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Nutrimento Restriccién
Inclusion minima (%) Inclusién méxima (%)

1 Humedad 0 12
2 Proteina 55 55.01
3 Grasa 4 12
4 Ceniza 1 14
5 Fibra 0 4.5
6 | Carbohidratos (ELN) 0 100
7 ~ His 1.45 100
8 Arg 2.24 100
9 Thr 1.09 100
10 Met 1.52 100
11 Val 2.79 100
12 Phe 1.40 100
13 lle 1.89 100
14 Leu 2.98 100
15 Lys 2.42 100
16 Tyr 0.97 . 100
17 Colesterol 0.25 1
18 Fosfolipidos 0.25 4

El valor considerado como el requerimiento minimo de aminodcidos es el requerimiento
establecido en este trabajo, ajustado a 55% de proteina que es la que en este caso se desea
obtener en la dieta.

Las restricciones de ingredientes y nutrimentos que se consideraron dentro de las
tablas anteriores se encuentran dentro del intervalo reportado en otros trabajos en que se
han elaboradp dietas para larvas de camarén (Teshima et al., 1886; Bautista et al., 1989;
Chen et al., 1992; Fox et al., 1995 y Rahaman, 1996).

En base a los ingredientes, nutrimentos, restricciones de ingredientes y restricciones
de nutrimentos, se obtuvo la propuesta de formulacién que se presenta a continuacién en la
tabla 19.



12.2.1.3) FORMULACION OBTENIDA
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Tabla 19.- Cantidad necesaria de cada ingrediente en la formulacion.

Ingrediente Inclusién (%)
1 Calamar 0.00
2 Camardén 0.00
3 Pescado 76.338
4 Trigo 4.781
5 Gluten de Trigo 6.00
T 6 Aceite de pescado 0.00
7 Colesterol 0.824
8 Lecitina de soya 5.025
9 Alginato de Sodio + Hexam. De Na 4010
10 Minerales 0.250
11 Vitaminas 2.501
12 Antioxidante 0.020
13 Pigmento 0.250
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El perfil tedrico esperado de los nutrimentos al mezclar los ingredientes en las

proporciones sefialadas en la tabla 19, es el que se muestra a continuacién (tabla 20).

Tabla 20.- Perfil de nutrimentos de la dieta formu'lada.

Nutrimento Perfil obtenido
(%)

1 Humedad 7.93

2 Proteina 55.01
3 Grasa 12.00
4 Ceniza 11.10
5 Fibra 0.36
6 Carbohidratos (ELN) 6.26
7 His 2.28
8 Arg 3.24
9 Thr 2.08
10 Met 1.56
11 Val 2.74
12 Phe 2.07
13 Ile 242
14 Leu — 3.98

15 Lys 3.69
16 Tyr . 1.69

17 Colesterol 1.00

18 Fosfolipidos 2.51

A continuacién se muestra en forma gréfica (figura 16) el perfil de amino4cidos que

se desea obtener ya que fue establecido como el requerimiento, en comparacion con el

perfil de amino4cidos encontrado en los ingredientes que son fuente importante de proteina

de los considerados en la presente formulacion (calamar, camarén y pescado)
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Figura 16.- Perfil de aminoécidos del requerimiento, en comparacion con el perfil de
aminodcidos de los ingredientes que sirven como fuente de proteina.

Al graficar los valores del perfil de aminoédcidos deseado (requerimiento) contra el
perfil de aminodcidos obtenido por el balanceo se obtiene la figura que se muestra a

continuacion (figura 17).
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Figura 17.- Perfil de aminodcidos obtenido, en comparacnén con el perfil de
aminoécidos deseado.
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Como se observa en la figura anterior (figura 17), los aminoécidos Met y Val son los
més limitantes en esta formulacién. Una solucién a este problema puede ser agregarlos en

forma pura o buscar otro grupo de ingredientes cuyo perfil se acerque mas al esperado.

Para realizar esta formulacion se establecié en el programa computacional que de
ser necesario algunos ingredientes no fueran incluidos, de esta forma, se puede observar que
no fueron incluidos tanto el camar6n, como el calamar ni el aceite de pescado.

Finalmente cabe sefialar que este es un ejemplo tebrico que probablemente requiera
ajusten en la formulacion segiin las caracteristicas fisicas obtenidas de la dieta,
principalmente su estabilidad en el agua, ya que si ésta es pobre se tiene que forzar la
inclusién de mas ingrediente(s) que participen en la aglutinacién,



12.3) ANEXO 3

123.1) EJEMPLOS DE METODOLOGIAS EMPLEADAS PARA FABRICAR
MICRODIETAS

A continuacién se mencionan algunas formas sencillas encontradas en algunos

trabajos, para elaborar alimentos microparticulados:
1) Dieta en la que se emplea Kappa-carragenina:

Se mezclan los ingredientes. Se agrega Kappa-carragenina (Rhée-Poulec) al 5%. Se
agita vigorosamente y se agregan lipidos y agua, Se calienta a 80°C en bafio maria. Cuando
la mezcla estd semiliquida se pone en una charola y se refrigera a 4°C y adquiere
consistencia gelatinosa. Se corta en pequefios cubos y se liofiliza. Posteriormente se muele

y se tamiza. Se almacena en congelacién (segin Teshima ef al., 1982)
2) Dieta pulverizada microligada.con zeina

Los ingredientes secos son fraccionados, pulverizados y tamizados. 8g de esta
muestra se disuelven con 5g de zeina disgelta en 25ml de etanol. Se mezclan (agitan)
vigorosamente. Se calienta en un horo a 40 °C de 24 a 48 hrs. La dieta seca es pulverizada
y tamizada a 10-50um. (Tomado de Kanazawa ef al., 1982).

3) Dieta microcubierta con membrana de zeina (en la que se utiliza etanol)

6g de muestra pulverizada se mezclan con 1.2g de zeina disuelta en 74ml de etanol
al 76%, se mezclan perfectamente, se afiade gota a gota 150ml de agua destilada. Se forman
las microcdpsulas y son colectadas por centrifugacién (1500 rpm, 15 minutos a 0°C).
(Tomado de Kanazawa ef al., 1982). |
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4) Dietas microcubiertas con membrana de zeina (en la que se utiliza Na OH)

7g de muestra pulverizada se suspenden en 70 ml de una solucién de Na OH, pH 12
que contiene 1.4g de zeina. Se agita en agitador magnético. La suspensién se diluye con 120
ml de agua destilada y se acidifica con écido acético hasta pH 4.5, Se forman las
microparticulas y son colectadas por centrifugacién (1500 rpm, 15 minutos a 0°C).
(Tomado de Kanazawa er al., 1982).

Nota : La zeina es una protefna del grupo de las prolaminas, caracteristicas por su
baja solubilidad en agua (la zeina es soluble en solucién de alcohol al 70%). Esta proteina
se encuentra en una proporcién elevada dentro de las proteinas presentes en el grano de
maiz (Badui, 1994).






