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RESUMEN

En la actualidad se ha implementado el uso de biofloculos y la alimentacion a base de harinas
vegetales en sustitucion de harina de pescado en cultivos de camar6n. Se trabajé con un
cultivo de camarodn (Litopenaeus vannamei) en estadio de postlarva y juvenil en baja salinidad
(5%0) en el cual se produjeron biofléculos mediante la manipulacion de la razén C:N, para
evaluar el efecto de cuatro alimentos experimentales (0, 10, 20 y 30% de harina de pescado) y
un alimento comercial (control), sobre calidad del agua, crecimiento, comunidad bacteriana,
actividad enzimatica digestiva, composicion proximal y perfiles de 4acidos grasos y
aminodacidos del camaron y biofloculos. El desarrollo de biofloculos contribuyd a mantener
buena calidad del agua en todos los tratamientos. Algunos cambios significativos (p<0.05)
ocurrieron durante el cultivo, siendo mas evidentes aquellos relacionados con compuestos
nitrogenados, SST y clorofila-a, asi como en la comunidad bacteriana, la cual tuvo un
incremento de microorganismos benéficos (6.01 a 7.91 y.65 a 823 Log UFC/mL) y
disminucion de Vibrio (3.44 a 1.54 UFC/mL). En cuando a actividad enzimadtica digestiva, se
observaron valores mas altos en los sistemas con biofloculos comparado con sistema de agua
clara. Los acidos grasos y aminodcidos esenciales estuvieron presentes en ambas fuentes de
alimento (formulado y biofloculos); la proporcion de estos nutrientes en biofléculos y camardn
fueron independientes del alimento, mientras que la relacion n-3/n-6 fue diferente entre
alimentos y biofloculos; en tanto que las muestras de camaron no tuvieron diferencias. En
conclusion, el cultivo de postlarvas y juveniles de camardn a baja salinidad en sistemas con
biofloculos, utilizando dietas con menor contenido de harina de pescado, puede ser exitoso,
ya que no se observaron diferencias en crecimiento y supervivencia. Los biofloculos pueden
contribuir a mejorar la calidad del agua, proveer alimento de alta calidad y nutrientes

esenciales en estos sistemas.

Vi



ABSTRACT

In recent years, biofloc technology and fishmeal substitution in feed have been implemented in
aquaculture. A shrimp (Litopenaeus vannamei) postlarvae and juvenile culture under low-
salinity (5%o) conditions in which bioflocs were produced by manipulation of C:N ratio, was
experimentally evaluated to assess the effect of four experimental feeds (with 0, 10, 20 and
30% of fishmeal, substituted by vegetable meal mix) and a commercial feed as control, on the
water quality, growth performance, bacterial community, digestive enzymatic activity,
proximate composition, fatty acid and amino acid profile of shrimp and biofloc. The
development of biofloc contributed to maintain good water quality in all the treatments. Some
significant changes (p<0.05) occurred over the culture age (p<0.05), the most evident related
to nitrogen compounds, TSS and chlorophyll-a, as well as bacterial community with the
increase of heterotrophic and nitrifying bacteria (from 6.01 to 7.91 and from 7.65 to 8.23 Log
CFU/mL) and the decrease of Vibrio (from 3.44 to 1.54 CFU/mL). Regarding digestive
enzymatic activities, it was shown greater values in the biofloc system compared with clear
water system. Essential fatty acids and amino acids were found in the two feed sources
(experimental feed and biofloc) with variations, nevertheless the proportion of these nutrients
in biofloc and shrimp were independent of the composition of the experimental feed. Different
n-3/n-6 ratios were found in feed and biofloc among treatments, nevertheless these variations
were not observed in the shrimp tissue samples. In conclusion, low-salinity shrimp nursery
and culture can be successfully developed with minimum inclusion of fishmeal in feeds when
bioflocs are produced, without significant effect on growth response and survival. Biofloc can
maintain good water quality, and provide high quality feed and essential nutrients in these

systems.
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INTRODUCCION

En los ultimos seis afios, la camaronicultura mexicana ha disminuido notoriamente su
produccion, de 130,000 toneladas en 2008 a 86,000 toneladas en 2014 (FAO, 2016),
debiéndose principalmente a las numerosas enfermedades que afectan a los organismos,
algunas de ellas como consecuencia de las malas practicas de cultivo. Actualmente se estan
desarrollando nuevas tecnologias con un enfoque sustentable y bioseguro. Los sistemas
cerrados o con minimo recambio de agua presentan una opcion prometedora para el cultivo de
camaron. Estos sistemas ademés de mejorar el aprovechamiento de recursos como agua,
terreno y alimento, incrementan la bioseguridad y mejoran significativamente la produccion

final (Crab et al., 2012).

Una de las tecnologias desarrolladas en estos ultimos afios es aquella que incluye el uso
de los biofloculos en los sistemas de produccion de camarén vy tilapia (De Schryver et al.,
2008). El desarrollo de biofloculos en los sistemas de minimo o cero recambios mantiene el
equilibrio de compuestos nitrogenados téxicos a la vez que promueven el crecimiento de
microorganismos con propiedades benéficas para el camardn. La investigacion del cultivo de
organismos acuaticos en sistemas con biofloculos se ha desarrollado, en mayor medida con
temas relacionados a la calidad de agua y la respuesta productiva de los organismos cultivados
(Azim y Little, 2008). En general, estos estudios concluyen que estos sistemas son una
alternativa que mejora la supervivencia y mantiene producciones estables (Martinez-Cérdova

etal., 2015).

Los biofléculos, al ser agregados de microorganismos desarrollados en el agua tienen
caracteristicas (alto porcentaje de proteinas y buena fuente de lipidos) que permiten su
aprovechamiento como alimento vivo (Avnimelech, 2007; Ekasari et al., 2010). Esta

propiedad permite reducir la cantidad de proteina en los alimentos balanceados.



Adicionalmente se minimiza la descarga de efluentes hacia los sistemas acuaticos.
Recientemente, la composicion y estructura de biofloculos desarrollados en diferentes
ambientes de cultivo ha sido tema de interés en diversas investigaciones; sin embargo el
conocimiento de las estructuras que conforman sus proteinas y lipidos (aminoacidos y acidos

grasos, respectivamente), asi como su efecto en el tejido del camardn, son limitados.

Por otro lado, la harina de pescado es el ingrediente mas utilizado como fuente de
proteina en alimentos balanceados para cultivar diversas especies acudticas; sin embargo la
alta demanda de este insumo encarece los alimentos y contribuye a la contaminacion del agua
de cultivo. En respuesta a esto se han desarrollado alimentos balanceados sin harina de
pescado o con una minima proporcion de ésta, utilizando fuentes alternativas de origen animal
o vegetal como sustituto. Algunos estudios recientes han demostrado que es posible cultivar
camaron Yy tilapia utilizando alimentos con harinas vegetales en sistemas de minimo recambio

de agua (Avnimelech, 2007; Megahed, 2010).

Recientemente se ha investigado el efecto funcional de estos agregados mas alla del
alimento vivo, incluyendo propiedades de digestibilidad que confieren al alimento, actividad
enzimatica digestiva y los beneficios relacionados con la inhibicion de bacterias patogenas

(Xu y Pan, 2012; Becerra-Dérame ef al., 2012).

El presente estudio se realizd con la finalidad de conocer como varia: 1) la actividad
enzimatica digestiva de los organismos cultivados y 2) la composicion de los biofloculos y del
camaron cultivado a baja salinidad, al sustituir harina de pescado por harina vegetal en los
alimentos balanceados. Los resultados pueden ser utilizados en el disefio de alimentos

especificos para sistemas hiper-intensivos de minimo recambio de agua.



I. ANTECEDENTES

I. 1. Situacion actual del cultivo de camaron en sistemas con biofloculos

En afios recientes se ha observado un menor desempefio en la produccion, asi como baja
supervivencia del camarén de cultivo debido a la presencia y diseminacion de enfermedades
(bacterianas y virales) (Sampaio et al., 2010). Debido a esto, los acuacultores han explorado
nuevas estrategias para mejorar el rendimiento del cultivo, destacando los sistemas cerrados en

dos vertientes: con recirculacion de agua y con minimo recambio (Crab ef al., 2012).

Los sistemas de minimo recambio de agua son aquellos en los que un volumen minimo
es intercambiado entre el medio natural y el de cultivo. Sus principales caracteristicas son la
bioseguridad y la optimizacion de insumos como tierra, agua y alimento (Ray et al., 2011).
Estos sistemas permiten densidades de siembra superiores a 300 individuos por m? obteniendo
supervivencias de 90%, y logran una reduccion del uso de agua de hasta 400 veces en sistemas
con biofloculos (Sampaio et al., 2010) y de 24 veces en sistemas de recirculacion de agua

(Poleo et al., 2011).

Los sistemas con biofloculos estimulan el desarrollo microbiano y mejoran la eficiencia
del uso de nutrientes. Audelo-Naranjo et al. (2012a) realizaron un estudio en el que se utilizd
unicamente el alimento natural promovido en un sistema con minimo recambio y se observo
que éste fue suficiente para nutrir a los organismos cultivados; sus resultados indican que es
posible eliminar el costo de alimento formulado y de intercambio de agua; ademas de
mantener buena calidad del agua y rendimientos cercanos a 1000 kg/ha. Los principales
beneficios de los sistemas con biofloculos son: el desarrollo de bacterias y microalgas que
transforman materia orgénica y compuestos nitrogenados toxicos en biomasa, la cual
complementa la nutricion de los organismos cultivados, el aporte nutricional de los

microorganismos, y un menor uso de espacio y agua.

El cultivo de camardn en sistema con biofloculos ha sido exitoso en paises como Brasil,

EUA y Belice (Moreira de Souza et al., 2013).



I.2. Formacion de los biofloculos y sus caracteristicas bioldgicas

La formacion de los biofloculos se lleva a cabo principalmente manteniendo la razén
carbono:nitrogeno (C:N) en el cultivo entre 12:1 y 20:1 para promover el desarrollo de
bacterias heterotroficas. Para ello es necesario afadir una fuente de carbono externa,
actualmente se han estudiado diversas fuentes de carbon de las que destacan la azucar, melaza,
harinas vegetales, entre otras. Adicionalmente, estos sistemas requieren una aireacion vigorosa
la cual ayuda a mantener la elevada tasa respiratoria de bacterias, ciliados, zooplancton y
organismos cultivados, al mismo tiempo que permite que la materia organica se mantenga

suspendida en la columna de agua, impidiendo su sedimentacion (Poleo et al., 2011).

Cuando la razon de C:N es Optima para el crecimiento de bacterias heterdtrofas, estas
son capaces de metabolizar la materia orgdnica generada dentro del sistema y permiten el
desarrollo de otros organismos superiores. Los conglomerados microbianos abundantes en
bacterias heterotrofas remueven mayor cantidad de nitrégeno amoniacal (Martinez-Cérdova et
al., 2015). Se ha demostrado que el desarrollo de biofloculos permite mantener los niveles de
compuestos toxicos dentro de lo recomendado; Audelo-Naranjo et al. (2012b) reportaron que
los niveles de amonio (NH4") y amoniaco (NH3) en el sistema con biopeliculas fue hasta de 22

y 39% inferior, respectivamente que en un cultivo con agua clara.

El desarrollo de los biofloculos involucra interacciones fisicas, quimicas y bioldgicas
entre la materia organica y sustrato fisico, en el cual interviene un amplio rango de organismos
como bacterias, protozoarios, rotiferos, nematodos, copépodos, entre otros, los cuales son
fuente de alimento para las especies cultivadas (Emerenciano ef al., 2013c¢). En el interior de
estos sistemas se llevan a cabo una serie de procesos: el organismo en cultivo toma el
nitrogeno organico en forma de solidos suspendidos (biofloculos), asi mismo las excretas del
organismo y el exceso de alimento son colonizados principalmente por bacterias (Avnimelech
y Kochba, 2009). Por otro lado, se ha observado que las bacterias heterotrofas colonizan el

intestino del camaron confiriéndole un posible efecto probidtico (Emerenciano et al., 2013c).

Algunas especies del género Vibrio son consideradas patdgenas para el camaron y son
un constante peligro en la industria acuicola al amenazar la salud de los organismos

cultivados. Se ha observado que mantener una comunidad de bacterias benéficas en el cultivo



puede ayudar en la prevencion del brote de bacterias patogenas tipo Vibrio e incluso,
contribuyen a mejorar el estatus inmunologico como lo demostré Aguilera-Rivera et al. (2014)

en un cultivo de L. vannamei en sistema con biofloculos.

Las bacterias quimioautotrofas juegan un rol esencial en el equilibrio del sistema de
cultivo al contribuir con la reduccion de compuestos nitrogenados toxicos que deterioran la
calidad del agua de estos sistemas y de los cuerpos aledafios que reciben los efluentes
acuicolas. Estas bacterias utilizan al amoniaco (N-NH3) y al nitrito (N-NO2) como sustratos,

dos compuestos toxicos cuando se acumulan en los cultivos acuicolas (Hagopian y Riley

1998).

I.3. Aprovechamiento de los biofloculos como alimento y suplemento alimenticio

Los biofloculos formados sirven de suplemento alimenticio para los organismos en cultivo
(Sampaio et al., 2010), la ingestion activa ha sido demostrada mediante estudios que analizan
el tracto intestinal de camaron blanco (Loureiro et al., 2012; Viau et al., 2012); asi mismo, se
ha demostrado mediante el uso de isotopos estables que los organismos cultivados pueden
incorporar los nutrientes de los biofléculos como parte de su biomasa representando esto entre

un 18 y 29% del total (Burford et al., 2004).

El ajuste de la razén C:N permite el desarrollo de diversos tipos de biofloculos, en el
cual se presentan diferentes proporciones de fitoplancton (cianobacterias, diatomeas, clorofitas
y cianofitas), ciliados, flagelados, rotiferos y nematodos, entre otros (Loureiro et al., 2012;
Viau et al., 2012). Indistintamente del tipo de biofloculos, los agregados aportan proteinas,
lipidos y carbohidratos (Martinez-Cordova et al., 2015) que permiten que los organismos
mayores los aprovechen en todo momento, ya que se encuentran permanentemente en
suspension en la columna de agua. Los resultados obtenidos en diversos estudios demuestran
que dicha productividad natural tiene un efecto positivo en supervivencia, crecimiento,
ganancia de peso, consumo de alimento y factor de conversion alimenticia del camarén

(Wasielesky et al., 2006; Emerenciano et al., 2011; Becerra-Dérame et al., 2011).



Emerenciano et al. (2012a; 2013c) indicaron que los analisis proximales de los
biofloculos desarrollados en cultivos de camarén L. vannamei y F. duorarum tienen un buen
aporte de proteina 26.3%, 18.4% y 25%, respectivamente, asi como un contenido bajo de
lipidos 0.7%, 0.3% y 0.6%, respectivamente. La composicion de nutrientes de los biofloculos
suele variar entre cultivos debido a los organismos que se desarrollan en ellos (Ekasari et al.,
2010). Los estudios de Crab et al. (2010) han resaltado la importancia que tiene la fuente de
carbono en el desarrollo de los biofloculos, sugiriendo que éste es el principal factor que
influye en el contenido de proteinas, lipidos y cenizas. Otros estudios han observado que la

edad del cultivo también influye en la composicion de los biofloculos (Schveitzer et al., 2013).

Por el contrario, autores como Azim y Little (2008) y Megahed (2010), han comparado
la composicion de los biofléculos desarrollados en cultivos de tilapia y camardn,
respectivamente, con diferente contenido de proteina en el alimento balanceado (de 24 y 35%
para tilapia y de 16 a 31% para camardn) y Lopez-Elias et al. (2015) con diferentes contenidos
de harina de pescado en la dieta, sin encontrar diferencia significativa en el contenido de
proteinas y lipidos de los agregados. Los estudios mencionados concluyen que la calidad
nutricional de los biofldculos puede ser independiente del contenido de proteina, asi como del

origen de los ingredientes presentes en los alimentos balanceados.

Ballester et al. (2010) estudiaron el efecto de la reduccioén de nivel de proteina (25, 20,
35, 40 y 45%) en alimento para juveniles de Farfantepenaeus paulensis cultivado con
biofldculos, sin observar efectos significativos en el desarrollo y respuesta productiva del
camardn, confirmando la importancia de estos agregados como fuente de nutrientes. Incluso
los biofloculos se ha aprovechado para producir harina. Kuhn ef al. (2010) utilizaron la harina
procedente de biofléculos desarrollados en un cultivo de tilapia como ingrediente de dietas de
camarodn, reduciendo el contenido de harina de pescado sin efectos negativos en el desarrollo
de los crustaceos. Estos estudios resaltan la importancia que tiene el alimento vivo al
complementar el alimento formulado, logrando una mayor variedad de nutrientes que se

reflejan en los parametros productivos (Viau et al., 2012).

Investigaciones recientes se han encaminado a evaluar los perfiles de acidos grasos y

aminoacidos de los biofloculos, con el fin de verificar si son adecuados para satisfacer los



requerimientos nutricionales de peces y camarones (Voltolina et al.,, 2013). Los
microorganismos, principalmente las bacterias se encuentran compuestas por un perfil de
aminoacidos muy completo (Viau et al., 2012). El conocimiento de la estructura de la
comunidad de los biofloculos y su valor nutricional ayudara a desarrollar formulaciones de
alimento costo-efectivas. Investigadores como Ju et al. (2008a) y Ekasari et al. (2014b)
indican que los biofloculos tienen proteina de alta calidad debido a la presencia de

aminoacidos esenciales, capaces de cubrir los requerimientos nutricionales del camaron.

En cuanto al contenido de acidos grasos esenciales, Emerenciano et al. (2012a)
estudiaron dicho perfil, encontrando un importante aporte nutricional para el desarrollo
gonadal de los camarones (L. vannamei). Adicionalmente, se reportaron resultados positivos
en la produccion de huevos y porcentaje de desove de dos especies de camardn (L. stylirostris
y F. duorarum) (Emerenciano et al., 2012b; 2013a). Por otro lado, Ekasari ef al. (2010) han
resaltado el efecto que tiene la fuente de carbono (al comparar glucosa y glicerol) sobre el
contenido de 4acidos grasos n-3 y n-6 en los biofloculos, asi como la mayor produccion de
acido docosahexaendico (DHA) en biofloculos desarrollados en agua salada en comparacion

con los desarrollados en agua dulce.

Las enzimas que forman parte de la pared extracelular de ciertos microorganismos que
son ingeridos por los camarones pueden conferirle caracteristicas favorables para la digestion
de ingredientes, este tema ha sido motivo de estudios recientes como los de Xu y Pan (2012) y
Xu et al. (2013) en los cuales se reportd una mejoria en la actividad enzimatica digestiva
(proteasa, amilasa, celulasa y lipasa) en diferentes organos (glandula digestiva, estdbmago e
intestino) del camarén cultivado (L. vannamei) con biofloculos, en comparaciéon con los
cultivados en agua clara. De manera similar, se observd un incremento en la actividad
enzimatica digestiva (proteasas, amilasa y lipasa) en un grupo de postlarvas de camaron al ser
tratadas con un aditivo a base de bacterias probidticas, lo cual ademas tuvo efectos benéficos

en la supervivencia (Zhou et al., 2007).

Estos resultados sugieren que los microorganismos que conforman los biofloculos tienen
un efecto positivo en la actividad enzimdtica digestiva de L. vannamei facilitando la

digestibilidad y absorcion del alimento.



I.4. Sustitucion de harina de pescado en alimento para camaron

La proteina es el componente mas importante al elaborar alimentos para acuacultura, pero a la
vez es escaso y por lo tanto costoso (Wilson, 2002). Es por ello que otro tema de reciente
investigacion en la actividad acuicola es la sustitucion de harina de pescado de los alimentos.
La harina de pescado es producida principalmente a partir de la pesca de pequefios peces
pelagicos, como sardinas y anchovetas, por lo tanto se trata de un recurso limitado. El uso de
harina y aceite de pescado contribuye a incrementar la presion sobre las pesquerias, las cuales

estan pobremente reguladas (Watanabe, 2002; Olsen y Hasan, 2012).

A pesar de que la harina de pescado es considerada un ingrediente esencial en los
alimentos para camarones marinos debido al balance de nutrientes, existen estudios que
muestran que la factibilidad de cultivar camaroén utilizando harinas vegetales (soya y canola)
como sustitutos de la harina de pescado (Suarez ef al., 2009). Aun existen incognitas a cerca
de la calidad de estos alimentos, ya que la harina de pescado es un ingrediente rico en
aminodcidos esenciales y acidos grasos poliinsaturados (PUFA n-3 y n-6, por sus siglas en

inglés), vitaminas y minerales (Scopel et al., 2011).

La mayor dificultad al momento de sustituir la harina de pescado es encontrar
ingredientes digeribles, sin factores antinutricionales y que cumplan con los requerimientos
dietarios del organismo para el cual se disefia el alimento (Glencross ef al., 2009), ademas de
las cantidades adecuadas de acidos grasos esenciales (n-3 y n-6) encontrada en harinas
provenientes de especies marinas, no se encuentran en cantidades suficientes en ingredientes

de origen vegetal u otros sustitutos (Martinez-Cordova et al., 2016).

Los biofloculos desarrollados dentro de los cultivos acuicolas pueden llegar a
suplementar parte del déficit de aminoacidos y acidos grasos esenciales en dietas con baja o
nula inclusion de harina de pescado. Recientemente, Roy et al. (2009) lograron reemplazar la
harina de pescado con fuentes alternativas de origen animal y vegetal en dietas de camaron sin

afectar el crecimiento, supervivencia y factor de conversion alimenticia (FCA).

El uso de proteina proveniente de los microorganismos ayuda a reducir costos de

produccion de alimentos (Hussain et al., 2014). Estudios como el de Bauer et al. (2012)



comprobaron que la sustituciéon completa de harina de pescado con fuentes alternativas de
origen vegetal (pasta de soya) y harina de biofloculos, no afecta el crecimiento, FCA, ni
supervivencia de L. vannamei, y a pesar de que se observd en el alimento formulado una
deficiencia de ciertos aminoacidos esenciales (lisina, histidina, treonina, fenilalanina y
metionina) se concluyd que la productividad natural actué como fuente suplementaria de

nutrientes.

Valle et al. (2015) evaluaron el efecto del reemplazo gradual de harina de pescado (a
niveles de 10, 20, 30 y 40%) en alimentos para larvas de camardn por proteina hidrolizada de
pescado y harina de biofloculos, concluyendo que la sustitucion fue exitosa. De manera
similar los resultados obtenidos por Scopel et al. (2011) sugieren que la reduccion de hasta el
40% de harina de pescado puede llevarse a cabo en cultivos superintensivos de L. vannamei
con biofloculos sin interferir en el desempefio zootécnico sin afectar la calidad de agua.
Similarmente, un estudio de Ju et al. (2008b) indicd que la adicion de biofldculos (integro o
sus fracciones) complementd los nutrientes presentes en los alimentos formulados con
microelementos que beneficiaron el crecimiento del camaron. Esto se debié a que ciertos
nutrientes presentes en la harina de pescado pueden ser sustituidos por el alimento vivo que se

encuentra presente en forma de biofloculos.

Este tipo de acciones permiten que en un futuro la demanda de harina y aceite de
pescado para la formulacion de dietas sea menor (Avnimelech et al., 2008), reduciendo asi los

costos de produccion y fomentando la sustentabilidad en la acuacultura.

Los resultados de estos estudios proponen que los biofloculos son un importante aporte
de nutrientes para los organismos en cultivo y que es posible reemplazar el contenido de
harina de pescado de las formulaciones alimenticias, sin embargo las propiedades

nutricionales de los biofldculos suelen ser muy dindmicas (Ekasari et al., 2010).

Por lo que resulta de mucha importancia analizar con detalle el efecto de los alimentos
elaborados con ingredientes alternativos a la harina de pescado sobre la actividad enzimatica

digestiva y composicion del tejido de camardn asi como en los pardmetros productivos.



II. HIPOTESIS

La formacion de los biofloculos depende de los desechos (restos de alimentos, heces, mudas y
organismos muertos) presentes en la columna de agua, asi como de la razén C:N, por lo que
modificar el contenido harina de pescado en el alimento balanceado puede influir en la
composicion nutricional de los biofloculos desarrollados en los cultivos a baja salinidad, los
cuales, al ser una fuente complementaria en la nutricion del camarén influirdan en la actividad

enzimatica digestiva y en la composicion del tejido del mismo.
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ITII. OBJETIVOS

II1.1. General

Evaluar el efecto de alimentos balanceados con diferentes concentraciones de harina de
pescado sobre la actividad enzimatica digestiva, composicion del musculo del camaréon y de

los biofloculos en un cultivo de postlarvas y juveniles de L. vannamei a baja salinidad.

II1.2. Particulares

1. Evaluar el efecto del alimento suministrado sobre la concentracion de biofloculos generados

(s6lidos suspendidos totales), compuestos nitrogenados y calidad del agua.

2. Comparar el crecimiento y la supervivencia final del camarén en funcidén del alimento

suministrado.

3. Determinar la abundancia de bacterias heterotrofas viables, bacterias nitrificantes

cultivables y bacterias tipo Vibrio en agua de cultivo en funcidn del alimento suministrado.

4. Evaluar la actividad enzimatica digestiva del hepatopancreas del camardn (tripsina,

proteasa, amilasa y lipasa) en funcion del alimento suministrado.

5. Determinar la composicion proximal, perfil de acidos grasos y perfil de aminoacidos del

alimento, biofloculos y miisculo abdominal del camarén en diferentes tratamientos.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Formulacion y elaboracion de los alimentos experimentales

Se formularon cuatro alimentos balanceados isoproteicos (35%) e isolipidicos (7%). Con
cuatro niveles de sustitucion de harina de pescado (Tabla 1). Los ingredientes utilizados para
sustituir la harina de pescado fueron una mezcla de harinas vegetales (pasta de soya, maiz,
trigo y sorgo). Los alimentos experimentales se disefiaron para cubrir los requerimientos
nutricionales para el camarén blanco (L. vannamei). En el balanceo de los ingredientes de los

alimentos se utilizo el software NUTRION 5 PRO MR,

Los alimentos se elaboraron con el apoyo del laboratorio de nutriciéon acuicola de la
Universidad Estatal de Sonora (UES) Unidad Navojoa. Las harinas fueron cernidas a través de
una malla con apertura de 250 pm con las cuales se prepard una mezcla seca (siguiendo la
formulacion de cada alimento) a la cual se afiadi6 lecitina de soya y aceite de pescado en las
cantidades indicadas, ademas de agua tibia (40°C) hasta formar una pasta que posteriormente
pasé por una maquina peletizadora manteniendo un didmetro de 2 mm/pellet. A continuacion
los alimentos fueron secados en horno a 45°C durante 12 horas y almacenados en un ambiente

seco hasta su uso.

IV.2. Cultivo experimental

Se realizaron dos bioensayos independientes en los laboratorios de la UES. Uno con postlarvas
y el otro con juveniles de camaron blanco. Los organismos se obtuvieron del laboratorio de
produccion de postlarvas (SRY Promotora Acuicola S.A. de C.V. ubicado en Las Bocas,
Sonora) y de la granja de engorda (Gez Acuicola S.A. ubicada en Huatabampo, Sonora),

respectivamente. En ambos casos los organismos se recibieron en el laboratorio de
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investigacion de la UES-Navojoa y se mantuvieron en reposo por 24 horas antes de iniciar la

aclimatacion a baja salinidad (5%o) como se indica en la Tabla 2.

Tabla 1. Formulacion de alimentos experimentales. Los tratamientos 30, 20, 10 y 0, contienen
30, 20, 10 y 0% de harina de pescado, respectivamente.

Tratamiento

Ingrediente (g/kg) 30 20 10 0
Harina de pescado 300.0 200.0 100.0 0.0
Pasta de soya 190.0 363.9 539.8 715.0
Harina de maiz 366.1 140.0 104.5 140.0
Harina de trigo 50.0 150.0 150.0 50.0
Harina de sorgo 10.3 51.5 10.0 5.0
Aceite de pescado 32.5 43.5 44.6 38.9
Lecitina de soya 10.0 10.0 10.0 10.0
Premezcla vitaminas 8.0 8.0 8.0 8.0
Premezcla minerales 5.0 5.0 5.0 5.0
Fosfato dibasico sodio 5.0 5.0 5.0 5.0
Cloruro de colina 2.0 2.0 2.0 2.0
Vitamina C 1.0 1.0 1.0 1.0
BHT 0.1 0.1 0.1 0.1
Alginato de sodio 20.0 20.0 20.0 20.0
Total 1000 1000 1000 1000

Tabla 2. Protocolo de aclimatacion de L. vannamei a baja salinidad (5%o).

Dia Velocidad Duracion Salinidad inicial  Salinidad final
(%o por hora) (horas) (%o) (%o)
1 2.0 8 35 19
2 1.0 8 19 11
3 0.5 8 11 7
4 0.4 5 7 5

13



En el primer experimento se utilizaron postlarvas de L. vannamei (PL15) para evaluar la
actividad enzimatica digestiva, calidad del agua y parametros productivos. En el segundo, se
utilizaron juveniles de entre 4.7 y 4.9 g de peso para evaluar la composicion del tejido, de los
biofléculos producidos y los parametros productivos. Los dos bioensayos se desarrollaron a
baja salinidad (5%o) y con aireacién constante suministrada con piedras aireadoras de 1
pulgada cubica y un soplador eléctrico de 0.3 HP. Al tratarse de un sistema cerrado, no se
realizaron recambios de agua y unicamente se recuperaron los niveles de agua perdidos por

evaporacion.

Una semana previa a la siembra se realiz6 un proceso de maduracion de los tanques de
cultivo segun la técnica descrita por Lopez-Elias ef al. (2015). Una vez que los organismos
fueron sembrados se mantuvo una razon de carbono:nitrogeno de 20:1 (C:N = 20:1) durante
los primeros 10 dias de cultivo y posteriormente se redujo a 12:1. Para la estimacion de la
razon de C:N se determind el contenido de ambos elementos (C y N) en el alimento y se
complement6 con azlcar sin refinar como fuente de carbono, siguiendo las indicaciones de

Avnimelech (2007). El azucar fue agregada diariamente a la columna de agua.

Las unidades experimentales consistieron en contenedores cilindricos con capacidad de
250 litros, con volumen 1til de 200 litros. Se utilizaron 3 réplicas por cada tratamiento. Los
tratamientos consistieron en los alimentos previamente descritos con diferente contenido de
harina de pescado (0, 10, 20 y 30%), asi como un alimento comercial para camaron
(Camaronina; Agribrands Purina Mexico, S.A. de C.V) como control externo. Los cinco

alimentos fueron isoproteicos, isolipidicos e caldricos.

En el primer experimento se utilizaron postlarvas con peso inicial promedio de 7 mg y
tuvo una duracion de 28 dias. Se mantuvo una densidad de siembra de 600 organismos/m? y se

alimentaron a una razon de 25% de su biomasa al dia.

En el segundo experimento se utilizaron juveniles de L. vannamei con peso de 4.7 a 4.9
g a una densidad de siembra de 280 organismos/m?>. Las unidades experimentales fueron las
mismas que en el primer experimento (tanques de 250 L con volumen de 200L). Se
alimentaron con el 3% de su biomasa durante 35 dias. La fuente de carbono, el protocolo de

adicion, las técnicas de medicion de variables y las condiciones de cultivo fueron las mismas
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que las descritas previamente en el bioensayo con postlarvas. En este experimento, a
diferencia del primero, se tomaron muestras de agua de cultivo para analizar la comunidad
bacteriana (Unidades formadoras de colonias de bacterias heterotrofas, nitrificantes y tipo
Vibrio) al inicio y final del experimento. Al finalizar el bioensayo se tomo la seccion
abdominal de los camarones y una muestra de los biofloculos generados en cada tratamiento
para determinar en ambos casos la composicion proximal, perfil de acidos grasos y de

aminoacidos.

IV.3. Parametros de calidad del agua

En este estudio se realizaron dos bioensayos, el primero con postlarvas y el segundo con
juveniles de L. vannamei. En ambos casos se midieron los principales pardmetros de calidad
del agua con el fin de determinar si los alimentos formulados tuvieron un efecto significativo

sobre €éstos.

En ambos experimentos diariamente se midieron temperatura y oxigeno disuelto con un
analizador multiparamétrico (Y SI 58 Incorporated, Yellow Springs, Ohio, USA). La salinidad
fue evaluada con el uso de un refractometro ATAGO (ATAGO Company, Minato-ku, Tokyo,
Japan) y el pH se determin6 con un potenciometro (Denver Instruments; Bohemia, New York,

USA). Estas determinaciones se realizaron directamente en cada contenedor experimental.

La alcalinidad, clorofila-a, sélidos suspendidos totales (SST) y compuestos nitrogenados
(nitrogeno amoniacal total, nitritos y nitratos) fueron evaluados semanalmente. La alcalinidad
se midi6 como CaCOs y fue determinada por un método colorimétrico (APHA, 1989), la
clorofila-a se midi6 utilizando un fluorimetro Turner Designs (Turner Designs, Company
Sunnyvale, Ca, USA) el cual previamente fue calibrado de acuerdo a la técnica tradicional
descrita por Strickland y Parsons (1972). Los niveles de SST y de nitrogeno amoniacal total
(NAT) fueron determinados con un espectrofotometro EPOCH (BioTek Company, Winoosky,
Vermont, USA) utilizando una longitud de onda de 630 nm para SST y de 640 nm para NAT
siguiendo el método de indofenol (APHA, 1989). Los nitritos y nitratos fueron evaluados con

un espectrofotometro HACH DR 2800 (HACH Company, Loveland, Colorado, USA) con
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longitudes de onda de 507 y 355 nm segun los métodos de diazotizacion (5807; HACH, 2007)
y reduccion de cadmio (8039; HACH, 2007), respectivamente.

IV 4. Indicadores de crecimiento y supervivencia

Al finalizar los periodos de cultivo se evaluaron los indicadores de crecimiento como se

describe a continuacion:
Ganancia de peso = peso final — peso inicial

ganancia de peso

Ganancia semanal de peso = -
semanas de experimento

Ln peso final — Ln peso inicial

Tasa de crecimiento especifico = 100 x - -
pecif dias de cultivo

conteo final de organismos

Supervivencia = 100 x — -
conteo inicial de organismos

cantidad de alimento agregado

Factor de conversion alimenticia (FCA) = -
ganancia de peso

IV.5. Carga bacteriana en el agua de cultivo

Al inicio y al final del experimento se tom¢ una muestra de la columna de agua de cultivo de
cada tanque experimental con un tubo de ensayo estéril agitindose en vortex y tomandose una
sub-muestra de 100 pL para proceder con la siembra de bacterias. Dependiendo de la cantidad

de bacterias se realizaron diluciones (1:100 y 1:1,000, respectivamente).
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Para la siembra se utiliz6 la técnica de vaciado en placa (APHA, 1989). Por cada tanque
se sembraron un total de 9 placas de Petri (3 por cada tipo de bacterias). Para el cultivo de
bacterias heterotrofas viables se usé el agar marino 2216 (Atlas, 2010), las bacterias tipo
Vibrio fueron cultivadas en agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS); después de la
siembra fueron incubados a temperatura de 30 = 1 °C (incubadora VWR 1510E; VWR, PA,
USA) durante 2442 h. Para cultivar las bacterias nitrificantes se utilizdo el medio 221 del
American Type Culture Collection (Atlas, 2010), considerando su baja tasa de replicacion el
periodo de incubacion fue de 14 dias a 30 = 1 °C. En todos los casos, al final del periodo de
cultivo se calculo el total de colonias formadas y se reporté como unidades formadoras de

colonias por mililitro (UFC/mL), posteriormente este valor fue transformado a logaritmo

(Log).

IV.6. Determinacion de actividad enzimatica digestiva

Al final del experimento con postlarvas, se colectaron 5 organismos al azar de cada unidad
experimental y se usaron para evaluar la actividad enzimadtica digestiva. Adicionalmente, se
tomd una muestra de camarones cultivados en agua clara como control sin biofldculos

(blanco), los cuales se asignaron como el tratamiento R.

El hepatopancreas de los organismos se extrajo manualmente, para posteriormente
homogeneizarse en 3 volumenes de agua destilada fria (4°C), y centrifugarse a 3,500 rpm por
15 minutos a 4°C. El sobrenadante fue utilizado como extracto enzimatico para las posteriores

determinaciones.

Primeramente, de cada muestra se calculd el contenido de proteina total soluble
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando albiimina bovina (Sigma-
Aldrich) como estandar. Las lecturas de actividad enzimadtica digestiva se realizaron en un
espectrofotometro UV-1280 (Shimadzu Corporation, Nakagyo-ku, Kyoto, Japan) y los

resultados se expresaron como absorbancia/minuto/mg de proteina (abs/min/mg proteina).

Para la determinacion de la actividad tipo tripsina se mezclaron 20 pL del extracto

enzimatico y 1.25mL de buffer Tris (50mM, pH 7.5) con CaCl, 20mM y 50 pL del sustrato
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(benzoyl-arg-p-nitroanilide BAPNA 0.1 mM). Luego de 10 minutos, la reacciéon enzimatica
fue detenida con 0.25mL de 4cido acético (30%), la absorbancia fue leida a 410 nm. La

actividad de la tripsina se report6 como unidades de actividad (Abs 410/min)/mg proteina.

Para la determinacion de la actividad de amilasa se mezclaron 5 pL del extracto
enzimatico con 500 puL de buffer Tris-HCI (50mM, pH 7.5) y 500 uL del sustrato (almidon
soluble 1%). Después de 10 minutos de incubacion se afiadieron 200 uL. de carbonato de sodio
2N y 1.5 mL de acido dinitrosalicilico (DNS); la mezcla se agit6 y se hirvid en un bafio Maria
por 15 minutos, posteriormente se anadieron 7.3 mL de agua destilada. La absorbancia fue
leida a 550nm. Las unidades de amilasa se reportaron como unidades (Abs 550/min)/mg

proteina.

Para la determinacion de la actividad de las lipasas se mezclaron 10 pL del extracto
enzimatico, 100 pL de tauracolato de sodio 100 mM, 1900 uL de buffer Tris HCI (50 mM, pH
7.2) y 20 pL del sustrato (4-Nitrofenil estearato 200 mM) las muestras fueron incubadas a
temperatura ambiente. Luego de 30 minutos, se afiadié una solucion de 20 pL del reactivo Fast
Blue BB 100 mM, 200 pL de 4cido tricloroacético 0.72 N y 2.71 mL de etanol:ethil acetato
(1:1). La absorbancia se determind a 540 nm. Las unidades de lipasa se reportaron como

unidades (Abs 540/min)/mg proteina.

Para la determinacion de la actividad de las proteasas totales se mezclaron 10 pL del
extracto enzimatico con 230 pL de buffer Tris HCI (50 mM, pH 7.5) y 500 pL del sustrato
(azocaseina 2%); posteriormente se agitdé la mezcla y luego de 10 minutos, se detuvo la
reaccion enzimatica con la adicion de 500 pL de acido tricloroacético (20%). Las muestras se
centrifugaron (3,000 rpm, durante 15 minutos a 4°C) tomandose la fase superior para
determinar la lectura en el espectrofotometro. La absorbancia se determind a 440 nm. Las

unidades de proteasas se reportaron como unidades (Abs 440/min)/mg proteina.

IV.7. Composicion quimica proximal

Se tomaron muestras de los alimentos (experimentales y comercial), biofloculos y camardn

(seccion abdominal) de cada tratamiento por triplicado al final del experimento y se
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procesaron en un liofilizador. La muestras secas fueron utilizadas para determinar la
composicion quimica proximal (humedad, cenizas, proteina cruda, lipidos y fibra) siguiendo
los métodos oficiales de la AOAC (2005), para lo cual se realizaron determinaciones
gravimétricas para humedad y cenizas, asi como digestiones de proteina cruda con una
solucion de HoSO4 (método de Kjedahl) y de éter de petrdleo para lipidos crudos (método de
Soxhlet). Mientras que el contenido total de carbohidratos fue determinado por diferencia de

peso y la fibra se estim6 mediante digestion con NaOH y de H>SOa.

IV.8. Perfil de aminoacidos

El perfil de aminoacidos se determiné en el Laboratorio de Bioquimica y Calidad de Productos
Pesqueros del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD). Se realizaron
tres tipos de analisis (aminodacidos libres, primarios y secundarios) para obtener el perfil de

aminoacidos totales.

Para la extraccion de aminoacidos libres se utilizd la muestra en fresco. Esta fue tratada
con acido tricloroacético (7.5%), se homogenizd con el vastago y se centrifugd a 4,000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, el sobrenadante se filtré a través de un filtro de
fibra de vidrio Whatman #1 para eliminar s6lidos y se mantuvo en congelacion a -80°C en
pequenas alicuotas (5 ml) hasta su cuantificacion por cromatografia liquida de alta presion

(HPLC) mediante el método modificado por Vazquez-Ortiz et al. (1997).

Para la determinacion de aminoacidos primarios y secundarios de las proteinas, la
muestra fue previamente liofilizada y luego desgrasada por el método de Goldfish. Se realiz6
una hidroélisis acida (4cido clorhidrico 6 N) durante 6 horas a 150°C, posteriormente se
procedid con una serie de lavados con agua; a continuacion se resuspendio la muestra con un
buffer de citratos (pH 2.2). Esta solucion fue utilizada para la cuantificacion de aminoacidos

primarios.

La determinacion de los aminoacidos libres y primarios presentes en las muestras se
realizd en un solo proceso usando OPA (orto-ftalaldehido) como agente derivatizante. La

inyeccion tuvo una concentracion aproximada de aminoacidos de 2ug/mL. La muestra se
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proceso con una fase mévil A (buffer de acetato de sodio pH 7.2) y B (metanol 100%). Se
utilizé una columna Agilent Zorbax 300 extend-C18 (3.5 um, 4.6 x 150 mm) y un detector de

fluorescencia a 350 nm de exitacion y 450 nm de emision.

Por otra parte, la cuantificacion de los aminoacidos secundarios se realizo con una curva
de concentraciones conocidas de prolina e hidroxiprolina utilizando NBD-CI1 (4-Chloro-7-
nitrobenzofurazan al 0.2% en metanol) como agente derivatizante. La derivatizacion se realizd
manualmente al momento de preparar las muestras que serian inyectadas. Se utilizO una
columna Agilent Eclipse AAA (3.5 um, 4.6 x 150 mm), la fase mévil “A” estuvo compuesta
por buffer de acetato de sodio con metanol (9.5%) mientras que la fase movil “B” consistio en

metanol.

Se calcularon la razén de aminoacidos esenciales (A/E) y el indice de aminodcidos
esenciales (IAAE) en alimento y biofloculos de acuerdo a las formulas reportadas por

Penaflorida (1989) que se describen a continuacion:

aa
Razon de aminoacidos esenciales (A/E) = ﬁ
1
indice de aminoacid jales (IAAE) = |t x 222 “n
ndice de aminoacidos esenciales ( ) = 24, X A, X X A,

Donde aa; corresponde al contenido de un determinado aminodcido esencial en el
alimento (balanceado o biofloculos) y AA; corresponde al contenido del mismo aminoacido

en el tejido del camardn. Los valores de A/E y IAAE mayores a 1.00 se reportan como 1.00.

IV.9. Perfil de acidos grasos

El analisis de perfil de acidos grasos se llevo a cabo en el Laboratorio de Bioquimica y
Calidad de Productos Pesqueros del CIAD, para lo cual se utilizaron muestras del alimento,

tejido de camardn y de los biofloculos, todas ellas previamente liofilizadas.
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En alimento y tejido de camardn los lipidos se extrajeron de las muestras liofilizadas
siguiendo el método de Folch (Folch et al., 1957). Para ello, se prepar6 una mezcla de
cloroformo y metanol (1:1), y se homogenizé a 13,000 rpm (IKA® T25). La derivatizacion de
los &cidos grasos se llevo a cabo en condiciones de oscuridad y en una atmoésfera de nitrégeno.
Se evaporaron los solventes a 60°C y posteriormente se afiadié diclorometano y una solucion
de hidréxido de sodio en metanol y trifluoruro de boro (14% en metanol) siguiendo el método
de la AOAC 969.33 (AOAC, 2000). Finalmente se afiadi6 agua y hexano, asi como un flujo de
nitrogeno al transferir la muestra a un microinserto dentro de un vial para mantenerla en

congelacion (-80°C) hasta su andlisis por cromatografia de gases.

Para extraer los lipidos de las muestras de los biofloculos, se utilizd el método descrito
por Ryckebosch et al. (2012). La muestra recibié una mezcla de cloroformo y metanol (1:1), y
se homogeniz6 en vortex por 30 segundos. Los solventes se evaporaron a 60°C bajo una
atmosfera de nitrogeno. Para la derivatizacion se utiliz6 una mezcla de 4cido sulfurico (1% en
metanol) y tolueno, la solucion se incubd al menos 8 h a 50°C. Finalmente, se afiadi6 hexano y
una solucion de NaCl (5%). La muestra recibi6 un flujo de nitrogeno y fue transferida a un

vial y congelada (-80°C) hasta su analisis.

La determinacion del perfil de acidos grasos de todas las muestras se llevd a cabo
mediante la inyeccion de 1 pL del extracto (previamente descrito) en un cromatégrafo de
gases (Agilent 6890 Series) equipado con una columna analitica de silice modelo Agilent DB-
23 (didmetro de 0.25 mm, grosor de 0.25um y longitud de 60m). El gas acarreador fue N> y el
modo de deteccion por ionizacion de flama (FID). La identificacion de los acidos grasos fue
basada en una mezcla de 4cidos grasos estandarizada como referencia (Supelco 37 Component

FAME Mix by Sigma-Aldrich®).

IV.10. Analisis estadistico

Los resultados de ambos bioensayos (pardmetros de calidad del agua, parametros productivos,
actividad enzimdtica digestiva abundancia de bacterias, composicion proximal, perfil de

aminoacidos y acidos grasos) fueron evaluados mediante un analisis de varianza de una via
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ANOVA (o = 0.05) con el software Statistica v. 7.0 (StatSoft, Inc. 2000). Cuando se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos, se procedié con la prueba de Tukey

HSD.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Parametros de calidad del agua
V.1.1. Calidad de agua en el bioensayo con postlarvas

Los parametros de calidad del agua durante el cultivo no mostraron diferencias significativas
(p>0.05) entre tratamientos (Tabla 3), con medias globales de 25.33 a 25.43 °C, 5.78 a 5.96
mg/L, 8.42 a 8.47, 238.3 a 250.0 mg CaCOs3/L, 33.28 a 48.43 mg/L y 19.09 a 23.32 pg/L para
temperatura, oxigeno disuelto (OD), pH, alcalinidad, s6lidos suspendidos totales (SST) y

clorofila a (Chl-a), respectivamente.

En este bioensayo la temperatura no fue controlada por lo que los valores variaron de
25.33 a 25.43°C de manera uniforme en todos los tratamientos a causa de las condiciones
ambientales en el laboratorio. El intervalo se mantuvo dentro de los rangos recomendados para

el desarrollo de la especie (Ray et al., 2011).

Los valores de OD no mostraron diferencias entre tratamientos. Si bien, se observd una
ligera disminucion alrededor del dia 14, el valor minimo registrado durante los 28 dias fue de
5.3 mg/L. Algunos cultivos experimentales de L. vannamei en baja salinidad reportan altas
concentraciones de OD (de 7 a 8 mg/L) (Esparza-Leal et al., 2010; Maica et al., 2012). Sin
embargo los niveles que se mantuvieron en el presente estudio no afectaron la fisiologia de los

organismos, ya que los minimos recomendados pueden llegar hasta 3.5 mg/L.

Los valores de alcalinidad fueron similares en todos los tratamientos manteniéndose
siempre entre 238.3 y 250.0 mg CaCOzs/L. Maica et al. (2012) reportaron una alcalinidad
promedio de 159 mg CaCOs/L a una salinidad similar (4%o) y un incremento a medida que
aumento la salinidad. Roy et al. (2010) menciona que es recomendable mantener esta variable

por encima de 75 mg CaCOzs/L para conservar la capacidad buffer del agua de cultivo.
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Tabla 3. Parametros de calidad del agua durante los 28 dias de cultivo de postlarvas de L.
vannamei (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 con 0, 10, 20 y 30% de harina de pescado,
respectivamente).Sin diferencias significativas entre tratamientos (p> 0.05). Los valores son
media (£ DE).

Tratamiento

Variable C 0 10 20 30
Temperatura (°C) 25.33+£0.13 2533+0.12 2543+0.10 2537+0.17 25.37+0.06
OD (mg/L) 596+0.25 5.78+0.07 5.94+0.13 5.90 +0.08 5.88+0.17
pH 847+0.02 844+0.02 8.47+0.02 8.44 +£0.04 8.42 +0.03
Alcalinidad (mg/L) 243.3+8.27 2383+8.27 2433+933 2425+577 250.0=+10.65
SST (mg/L) 48.43+798 33.28+337 3737+82 36.74+7.17 43.08=+13.47
Clorofila-a (ug/L) 19.09+0.88 2237+1.03 2332+3.00 22.67+1.60 20.83+1.48
NAT (mg/L) 0.89+0.16 048+0.08 0.40+0.14 0.63+£025 0.62+0.18
N-NO; (mg/L) 5.58+0.71 4.86+0.23 5.08 £0.26 6.31+0.67 5.83+0.71
N-NO; (mg/L) 5.83+3.53 7.43+1.30 6.47+1.61 7.03 £2.84 6.19+1.62

OD: Oxigeno disuelto
SST: Soélidos suspendidos totales
NAT: Nitrogeno amoniacal total

El pH se mantuvo en valores promedio de 8.6 durante los primeros 14 dias para todos
los tratamientos, y para el dia 21 se observo una ligera disminucion (8.3). Sin embargo, estos
valores se encontraron dentro del rango recomendado para el cultivo de camaron, ya que
algunos autores recomiendan mantenerlo entre 7.0 y 9.0 (Hagopian y Riley, 1998). Asi mismo
se ha reportado que este parametro disminuye con el incremento de la salinidad del agua de

cultivo (Esparza- Leal et al., 2010; Maica et al., 2012).

En cuanto al contenido de SST, éstos estuvieron entre 33.28 y 48.42 mg/L. Se observo el
incremento de este pardmetro en el todos los tratamientos a través del tiempo de cultivo, sin
diferencias significativas entre tratamientos. La tendencia encontrada se esperaba debido a que

se trabajo sin recambios de agua.

Las concentraciones de clorofila-a variaron de 19.09 a 23.32 pg/L. Se registré un

incremento conforme avanzo el periodo de cultivo, esta tendencia fue esperada debido al
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aumento de nutrientes en la columna de agua, los cuales fomentan el desarrollo de microalgas.
Las concentraciones obtenidas en éste estudio son inferiores a las reportadas por Maica et al.
(2012) quienes encontraron valores promedio de de 61.3 ug/L en un cultivo de camardn a baja
salinidad. Las diferencias en los niveles de clorofila-a en los sistemas de biofloculos se deben
a las condiciones de cultivo que pueden variar ampliamente, desde los niveles registrados en

este estudio hasta concentraciones superiores a 400 pg/L (Decamp et al., 2007).

De manera similar, los valores de nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (N-NO2) y
nitratos (N-NO3) variaron durante el tiempo de cultivo con medias de 0.40 a 0.89, 4.86 a 6.31
y de 5.83 a 7.43 mg/L, respectivamente. La Figura 1 muestra la dindmica de estos tres
compuestos nitrogenados: mientras que la concentracion de NAT disminuye lentamente, la
concentracion de N-NO; incrementa hacia el dia 14; para el dia 21 una vez que el NAT y N-
NO:> han disminuido, la concentracién de N-NOs3 incrementa, de manera que para el dia 28
¢éste compuesto es el que se encuentra en mayor concentracion. Puede observarse que todos los
tratamientos tuvieron una alta concentracion de N-NOs, seguida de N-NO; y finalmente de
NAT, la prueba de ANOVA no mostr6 diferencias significativas entre tratamientos. En
general, las concentraciones de NAT y N-NO> fueron menores a 0.5 y 8.0 mg/L,
respectivamente, y disminuyeron a través del tiempo de cultivo, mientras que el N-NO3
incrementd. La respuesta observada en las concentraciones de compuestos nitrogenados
(NAT, N-NO2 y N-NOs3) coincide con los reportes de Maica et al. (2012) y Xu et al. (2013)

que corresponden a cultivos de camardn en biofldculos.

En el presente ensayo se observo que la adicion de azicar y el ajuste de la razon de C:N
(12:1) permiti6 el desarrollo microbiano que conllevé a la formacion de los biofldculos y al
control de las concentraciones de NAT y N-NOz. En los sistemas de cultivo con biofloculos,
los niveles de NAT suelen ser altos durante los primeros dias y disminuir durante los dias
subsecuentes a medida que incrementan las concentraciones de N-NO; a causa del
establecimiento bacterias capaces de metabolizar el NAT (Xu y Pan, 2014; Scopel et al., 2011;
Furtado et al., 2015b; Schveitzer et al., 2013).
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Figura 1. Concentracion de NAT, N-NO> y N-NOs en el agua durante el cultivo de postlarvas
de L. vannamei. 0, 10, 20, 30 y C, corresponden a los tratamientos con 0, 10, 20 y 30% de
harina de pescado; C corresponde al alimento comercial.
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En los sistemas de cero recambio de agua los compuestos nitrogenados se controlan
favoreciendo el desarrollo de bacterias heterdtrofas, mediante la adicion de fuentes adicionales
de C. En éste estudio se observo que las razon inicial C:N de 20:1 y el posterior ajuste de 12:1
después de los primeros 10 dias, fomentaron el desarrollo de las bacterias heterétrofas, lo que
permitid la formacion de los biofloculos y el control de las concentraciones de NAT y N-NO».
Las bacterias heterotrofas y nitrificantes son las encargadas de inmovilizar el nitrégeno
inorganico y convertirlo en biomasa microbiana (Avnimelech, 2007), que puede ser

aprovechada como alimento vivo (Yuniasari y Ekasari, 2010; Martimnez-Cordova et al., 2015).

V.1.2. Calidad de agua en el bioensayo con juveniles.

En el segundo bioensayo solo se midieron las variables del agua al inicio y al final del cultivo,
los cuales se muestran en las tablas 4 y 5, respectivamente. Durante el tiempo de cultivo se
observo en todos los tratamientos una disminucion en los niveles de OD (de 4.9 a 3.3 mg/L),
pH (de 8.1 a 7.0), alcalinidad total (de 186.7 a 86.7 mg CaCO3/L) y NAT (de 3.8 a 0.3 mg/L),
a la vez que se registro un incremento de SST (de 82.5 a 202.9 mg/L), Chl-a (de 44.8 a 115.5
png/L), N-NO; (de 0.8 a 1.9 mg/L) y N-NO;3 (de 6.4 a 37.3 mg/L). Las tendencias coinciden

con las observadas en el primer bioensayo.

Con excepcion de la clorofila-a, el resto de las variables de calidad del agua no
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos al final del cultivo. Estos resultados
son consistentes con los obtenidos en cultivo con postlarvas (bioensayo 1). En el caso de los
compuestos nitrogenados, esto debido a que todos los tratamientos tuvieron el mismo
contenido de proteina (35%) independientemente de la fuente (harina de pescado o harina

vegetal).

Los promedios finales de N-NO> y N-NOs fueron mayores en el experimento con
juveniles, lo cual se debid a la mayor biomasa cultivada. A pesar de esto todos los compuestos
derivados del metabolismo del nitrogeno se encontraron dentro de los rangos recomendados

para cultivo de camaron (Furtado ef al., 2015a; Xu y Pan, 2012).
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Tabla 4. Parametros de calidad del agua el primer dia del experimento de juveniles de L.
vannamei (dia 1). Media (= DE) con diferente letra en la misma fila son significativamente
diferentes (p<0.05). (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 = alimentos experimentales con 0,
10, 20 y 30% de harina de pescado, respectivamente).

Tratamiento

Variable C 0 10 20 30
Temperatura (°C) 28.8£0.7 28.4+0.1 28.6 0.5 28.7+0.2 29.0+0.7
OD (mg/L) 49+0.3 48+0.2 43+0.1 46+02 46+04
pH 7.9+0.1° 8.0+ 0.0° 8.0 + 0.0 8.0 + 0.0 8.1+ 0.0¢
Alcalinidad (mg/L) 183.3£5.8 180.0+10.0 186.7+5.8 186.7+5.8 183.3+5.8
SST (mg/L) 66.1 £25.2 58.3+8.3 52.8+18.7 82.5+23.0 579+15.2
Clorofila-a (ng/L) 44.8 £3.5° 25.6 £5.3* 31.6 £0.5° 282+4.1*  302+54
NAT (mg/L) 3.8+ 0.4 3.7+0.2° 32+0.1° 32403 32+02°
N-NO; (mg/L) 0.3+0.17 0.8+0.1° 04+£0.1% 0.4+0.28 0.4+0.1*
N-NOs (mg/L) 6.4+2.6 53+13 6.2+24 6.2£0.6 47+1.1

OD: Oxigeno disuelto

SST: Solidos suspendidos totales
NAT: Nitrogeno amoniacal total

En cultivos con juveniles y adultos, Schveitzer et al. (2013) sugieren mantener los
valores de SST entre 400 y 600 mg/L para que la tasa de nitrificacion sea apropiada. En el
presente estudio, los valores de SST fueron mas bajos (entre 52.8 y 202.9 mg/L) y similares a
los reportados por Ekasari et al. (2014a) y Furtado ef al. (2015b), sin embargo la tasa de

nitrificacion no se vio afectada.
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Tabla 5. Parametros de calidad del agua el ultimo dia del experimento de juveniles de L.
vannamei (dia 35). Media (= DE) con diferente letra en la misma fila son significativamente
diferentes (p<0.05). (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 = alimentos experimentales con 0,
10, 20 y 30% de harina de pescado, respectivamente).

Tratamiento
Variable C 0 10 20 30
Temperatura (°C) 28.9+0.7 28.6+0.2 28.6+0.6 28.7+0.2 29.1+0.6
OD (mg/L) 3.8+ 1.0 3.4+03 33+0.6 39+0.5 41+0.5
pH 7.0+ 0.1 7.1+0.2 7.0+£0.3 7.0+£0.1 7.0+0.2

Alcalinidad (mg/L) 90.0 +0.0 93.3+15.3 86.7+5.8 96.7+15.3 103.3+5.8
SST (mg/L) 202.9+442 1572+ 63.0 148.8+ 3.0 156.4+50.6 107.4+36.0

Clorofila-a (ng/L)  1155+8.6°  603+72*°  648+113" 69.1+11.5  654+22°

NAT (mg/L) 03+0.1 03+0.1 0.3+0.0 03+0.1 0.3+0.0
N-NO; (mg/L) 1.9+£04 1.2+1.2 0.9+£0.6 1.3+0.5 1.7+0.7
N-NO; (mg/L) 22.7+£1.2 373+11.4 37.3+8.3 353+£3.1 293+23

OD: Oxigeno disuelto
SST: Solidos suspendidos totales
NAT: Nitrogeno amoniacal total

V.2. Aclimatacion y parametros productivos

V.2.1. Aclimatacién de las postlarvas

La supervivencia durante el periodo de aclimatacion de las postlarvas fue del 92%, al final del
cual los organismos alcanzaron un peso individual promedio de 24.2 mg. El periodo de
aclimatacion dur6d aproximadamente 96 horas y se obtuvo una supervivencia mejor a la
reportada por Esparza-Leal et al. (2010), quien reportd un intervalo de 81-87% al aclimatar a
la misma especie a una salinidad menor (1%o) por periodos de 80 y 100 horas. La alta

supervivencia obtenida, también se debe a que se utilizO un protocolo de aclimatacion

29



previamente probado con éxito (Pdez-Osuna, 2011), con ligeras modificaciones consistentes

en alargar el periodo de aclimatacion para llegar a una salinidad final menor.

La capacidad osmorreguladora de los organismos estd directamente relacionada al
tamafio de las branquias, por lo que ésta tiende a ser mas eficiente en organismos de mayor
edad (Alvarez et al., 2004). McGraw et al. (2002) sugieren que para aclimatar exitosamente
postlarvas a baja salinidad, éstas deben tener al menos 10 dias en este estadio (PL10). Roy et
al. (2010) recomiendan una reduccion méaxima de 4%o/h hasta alcanzar la salinidad deseada.
En este estudio todas estas recomendaciones fueron tomadas en cuenta durante el proceso de
aclimatacion y los resultados obtenidos sugieren que el protocolo disefiado fue apropiado para

postlarvas de 15 dias (PL15).

V.2.2. Pardmetros productivos en el bioensayo con postlarvas

Al iniciar el experimento con las postlarvas alimentadas con diferentes contenidos de harina
de pescado, se tuvo un peso inicial de 24.2 mg/individuo. En general el peso mostr6 una
tendencia exponencial en funcién del tiempo de cultivo (Figura 2); después de 28 dias de
cultivo, el peso individual final registrado fluctu6 entre 445.6 y 495.0 mg, sin diferencias

significativas entre tratamientos.

La respuesta productiva de los organismos (Tabla 6) fue mas alta en comparacion con
los resultados reportados por otros estudios similares. La supervivencia fue parecida entre
tratamientos (entre 80.2 y 88.7%) y sin diferencias significativas. En un ensayo llevado a cabo
en laboratorio y en granja por Roy ef al. (2009) compararon alimentos alternativos para L.
vannamei, se obtuvieron supervivencias de 91 y 98% en una salinidad de 4%o sin diferencias
significativas entre alimentos, mientras que Maica et al. (2012) obtuvieron supervivencia de

72.7% a la misma salinidad.
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Figura 2. Crecimiento semanal de las postlarvas de L. vannamei durante el cultivo
experimental. C, 0, 10, 20, y 30, corresponden a los tratamientos: al alimento comercial (C) y
experimentales con 0, 10, 20 y 30% de harina de pescado.

Tabla 6. Supervivencia y crecimiento obtenidos al finalizar el cultivo de postlarvas de L.
vannamei (dia 28) (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 alimentos experimentales con 0, 10,
20 y 30% de harina de pescado, respectivamente).Sin diferencias significativas entre
tratamientos (p> 0.05).

Tratamiento

Variable C 0 10 20 30

Peso inicial (mg) ~ 242=19  242=19 24219  242:19 242=19
Peso final (mg)  495.0+134.0 481.9+73.4 4456+963 457.6+18.4 454.0+87.4

Supervivencia (%) 81.3+59 83.6+12.6 80.2+12.6 88.7+ 4.7 83.7+4.0
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V.2.3. Parametros productivos en el bioensayo con juveniles.

El bioensayo con juveniles, éste se inici6 con organismos de peso individual entre 4.7 y 4.9 g,
los cuales alcanzaron peso promedio de 10.6 a 11.9 g al finalizar el experimento, y al igual que

en el bioensayo con postlarvas, no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos.

Los valores promedio de ganancia de peso semanal estuvieron entre 5.7 y 7.1 g, la
ganancia semanal de peso fue de 1.1 a 1.4 g/semana. La tasa de crecimiento especifica estuvo
entre 2.2 y 2.6%/dia, la supervivencia varié6 de 93.3 a 100% y el factor de conversion
alimenticia se mostr6 similar con valores de 1.7 a 1.8 (Tabla 7). La prueba de ANOVA no

mostrd diferencias significativas entre los tratamientos.

La ganancia de peso del camardn obtenida en este estudio fue mayor a la reportada por
Furtado et a/ (2015a y 2015b) quienes reportaron un intervalo de 0.44 a 0.8 y de 0.9 a 1.05
g/semana, respectivamente, asi como a los resultados reportados por Schveitzer et al. (2013)
quienes reportaron valores promedio de 0.61 a 0.75 g/semana. Por otro lado, Wasielesky ef al.
(2006) obtuvieron resultados similares a los del presente estudio con una ganancia de peso de

1.2 g/semana al cultivar camar6n con alimentos altos en proteina (35g/kg).

La harina de pescado es considerada un ingrediente esencial en los alimentos formulados
para acuacultura por su perfil nutricional, e incluso se ha demostrado que los alimentos
comerciales que contienen de 30 a 35% de proteina pueden tener bajas inclusiones de harina
de pescado (de 75 a 125g/kg) sin comprometer el crecimiento del camardén (Megahed, 2010).
El presente estudio confirma la importancia de los biofloculos como alimento vivo en
términos de supervivencia y crecimiento de camarones peneidos, indicando que la reduccion
de harina de pescado, asi como la inclusion de una mezcla de harinas vegetales no afecto el
desarrollo del camardn. No obstante, es importante tener en cuenta la necesidad de balancear
adecuadamente las dietas de los organismos con ambas fuentes de alimento para cubrir los
requerimientos nutricionales tomando en cuenta que bajo las condiciones de este estudio, los

biofléculos aportaron una mayor diversidad de nutrientes (Viau ef al., 2012).

Wasielesky et al. (2006) compararon el cultivo de L. vannamei bajo condiciones de: a)

agua clara, b) agua con alto desarrollo de microorganismos y c¢) una mezcla de ambas. Sus
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resultados mostraron una mejoria en la supervivencia al comparar los organismos en agua con
alto desarrollo de microorganismos (76%) contra los del agua clara (38%); en su estudio
concluyeron que las bacterias heterotrofas, el fitoplancton y otros microorganismos presentes

promovieron un mejor crecimiento.

Tabla 7. Parametros productivos de los juveniles de L. vannamei cultivados durante 35 dias
(C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 alimentos experimentales con 0, 10, 20 y 30% de
harina de pescado, respectivamente). Medias + DE con diferente letra en la misma fila son
significativamente diferentes (p<0.05).

Variable Tratamiento
C 0 10 20 30

Peso inicial (g) 48+00  47+02  49+01 4902  48+0l
Peso final (g) 119408 107+1.0 10.6+0.1 11.1+05 11.3+09
Ganancia de peso (g) 7.1+£0.8 6.0+ 1.1 57+0.0 6.2+0.7 6.5+09
GPS (g/semana) 1.4+0.1 1.2+0.2 1.1+£0.0 1.2+0.1 1.3+0.1
TCE (%/dia) 26401 23403  22+00  23+02 2402
Supervivencia (%) 100+ 0.0 98.3+29 96.7+5.8 93.3+5.8 96.7+29
FCA 1.7+£06* 1.8+04> 1.8+05° 1.8+04> 1.8+03°

GPS: ganancia peso semanal
TCE: tasa de crecimiento especifico
FCA: factor de conversion alimenticia

En este mismo sentido, Megahed (2010) reportd que el camardn tiene mejor crecimiento
en sistemas con biofléculos en comparacion con los sistemas tradicionales, aun cuando estos
utilicen alimento con alto contenido de proteina; estos resultados son explicados por el
reciclamiento de nutrientes en el sistema asi como por la riqueza nutricional que aportan los

microorganismos.

En general, la alta supervivencia confirm6 la buena tolerancia de la especie al cultivo a
baja salinidad (Maica et al., 2012); asi mismo tuvieron una buena respuesta al reemplazo de
harina de pescado en el alimento, ya que los pardmetros productivos fueron similares entre

todas las dietas experimentales, incluido el alimento comercial utilizado como control.
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Estos resultados demuestran la posibilidad de sustituir la harina de pescado por una
mezcla de harinas vegetales en alimentos disefiados para cultivo de camardn en sistemas de
cero o minimo recambio de agua, siempre y cuando una fuente de alimento natural como los

biofloculos, sea incluida.

V.3. Carga bacteriana del agua de cultivo

La abundancia de bacterias heterotrofas y nitrificantes al iniciar el experimento (dia 1) varid
de 6.01 a 6.30 Log UFC/mL para las bacterias heterotrofas, de 7.65 a 7.79 Log UFC/mL para
las bacterias nitrificantes y de 2.11 a 3.44 Log UFC/mL para las bacterias tipo Vibrio (Tabla

8). Al comparar entre tratamientos no se encontraron diferencias significativas (p>0.05).

Por otro lado, al final del bioensayo (dia 35) se observo un incremento en la cantidad de
bacterias heterdtrofas alcanzando promedios de 7.66 a 7.91 Log UFC/mL y en las bacterias
nitrificantes con concentraciones de 8.15 a 8.23 Log UFC/mL. En cuanto a las bacterias tipo
Vibrio se observo una disminucién con relacion al primer muestreo con valores promedio
entre 1.54 y 2.00 Log UFC/mL (Tabla 8). Al comparar entre tratamientos no se encontraron

diferencias significativas (p>0.05).

Como era esperado, la cantidad de bacterias heterdtrofas y nitrificantes incrementaron
significativamente entre el inicio y el final del experimento, mientras que, con excepcion del
tratamiento C, las bacterias tipo Vibrio disminuyeron. En general, los valores obtenidos en éste
estudio fueron menores a los reportados previamente (Ekasari et al., 2014a). Los estudios
relacionados con la abundancia de bacterias en sistemas con biofloculos son escasos, sin
embargo, las tendencias encontradas en el presente estudio coinciden con los reportes de
Huerta-Rébago (2014), quien monitored un cultivo de tilapia roja en sistema de biofléculos en
agua salada (35%o) y con Cortés-Duarte (2015), quien desarrollo un cultivo de camarén blanco

L. vannamei en biofloculos con salinidad de 20%o.

Timmons et al. (2002) indican que la temperatura, salinidad, alcalinidad y pH, tienen un

efecto altamente significativo en el desarrollo de bacterias en sistemas acuicolas. En este
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experimento, se encontraron valores adecuados para el desarrollo de microorganismos, de
acuerdo a Ballester er al. (2010) y Hagopian y Riley (1998) estas bacterias se desarrollan
adecuadamente a temperaturas entre 19.2 y 26.7°Cy pH entre 6.4 y 7.8.

Tabla 8. Densidad (Log UFC/mL) de bacterias en agua de cultivo al inicio (dia 1) y al final
(dia 35) del experimento con juveniles de L. vannamei (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30
alimentos experimentales con 0, 10, 20 and 30% de harina de pescado, respectivamente). Sin
diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05). Los valores son medias + DE de las
determinaciones.

Tratamiento
C 0 10 20 30

Inicial (dia 1)

Heterotrofas 6.01 +£0.10 6.27+£0.19 6.13+0.24 6.22+0.29 6.30+£0.18
Nitrificantes 7.75 +£0.14 7.79 £ 0.08 7.77£0.15 7.65+0.12 7.78 £ 0.07
Vibrio 249+2.16 3.44+0.29 2.11+1.82 3.44+0.29 2.92+0.13
Final (dia 35)

Heterotrofas 7.66 £ 0.35 7.75 £0.15 7.85+0.15 7.91 +£0.06 7.90 £ 0.03
Nitrificantes 8.23 £0.06 8.18+0.12 8.18 £ 0.08 8.16 £0.04 8.15+0.08
Vibrio 2.98+0.16 2.00+1.17 1.99+1.22 1.89 £1.69 1.54 +1.49

UFC: Unidades formadoras de colonias

La disminucion de las bacterias tipo Vibrio también puede atribuirse a la limitacién de
nutrientes y exclusion competitiva, efecto similar observado por Haslun et al. (2012) y
Aguilera-Rivera ef al. (2014) quienes utilizaron cepas de bacterias probioticas. Por otro lado,
Ekasari et al. (2014a) también reportaron una inhibicion en el crecimiento de bacterias tipo

Vibrio en cultivo de camardn con biofloculos.

En el presente estudio, el establecimiento de los microorganismos benéficos (bacterias
heterétrofas y nitrificantes) previo a la siembra de organismos fue importante para fomentar el
desarrollo de bacterias que ayudaron a prevenir enfermedades en los camarones mediante la

inhibicién de bacterias tipo Vibrio. Ademas, se ha reportado que altas concentraciones de

35



bacterias benéficas en el agua de cultivo pueden mejorar el mecanismo de respuesta inmune
(Kim et al., 2014). Lo anterior indica que el uso de los biofléculos puede proteger a los
organismos cultivados contra enfermedades causadas por algunos agentes patogenos (Suita et

al., 2015).

V.4. Determinacion de actividad enzimatica digestiva

La actividad enzimatica digestiva de las postlarvas cultivadas durante 28 dias con los
alimentos experimentales y comerciales (bioensayo 1) se observa en la Tabla 9. El valor mas

alto fue para la actividad tipo tripsina y el menor para la lipasa.

La actividad tipo tripsina en el tratamiento 0 fue significativamente mayor (p<0.05) a la
del resto de los tratamientos con un valor promedio de 0.718 abs/min/mg proteina. En los
tratamientos C y R se obtuvieron las medias mas bajas de esta actividad con valores de 0.177 y
0.120 abs/min/mg proteina, respectivamente; éstos fueron significativamente menores a las
actividades digestivas del resto de los tratamientos, a excepcion de la obtenida en el

tratamiento 20.

Tabla 9. Actividad enzimatica digestiva (abs/min/mg proteina) del hepatopancreas de las
postlarvas de L. vannamei cultivadas durante 28 dias (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30
alimentos experimentales con 0, 10, 20 y 30% de harina de pescado, respectivamente) y un
sistema de recirculacién con agua clara como control (tratamiento R). Diferentes letras en la
misma fila son diferencias significativas (p<0.05). Los valores son media (+ DE).

Tratamiento
Actividad C 0 10 20 30 R
enzimatica
Tripsina 0.177+£0.01¢  0.718+£0.05* 0.323+0.08" 0.217+0.03* 0.351=0.01° 0.120+0.01°¢
Proteasa 0.088 £0.02  0.181+£0.04* 0.056=+0.02> 0.062+0.00* 0.049+0.01** 0.051 £ 0.00°
Amilasa 0.233+0.24*  0.130+£0.09®> 0.391+£0.07° 0.122+£0.02°> 1.024+0.18% 0.141 £0.01®
Lipasa 0.016 £ 0.0032>  0.025 £ 0.003%® 0.013 £ 0.002* 0.006 £ 0.005° 0.027 = 0.001*® 0.010 + 0.00"
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El hecho de que la actividad tipo tripsina resultara significativamente mayor en los
organismos que consumieron el alimento sin harina de pescado (tratamiento 0) sugiere que los
ingredientes utilizados para sustituirla son menos digeribles, segin lo reportado por Pedroza-
Islas et al. (2004); no obstante, se observd una relacion poco clara con relacion al contenido de

harina de pescado en el alimento y la actividad tipo tripsina.

Becerra-Dorame et al. (2012) reportaron una alta actividad tipo tripsina en camarones
cultivados con biofléculos dominados por microorganismos heterotroficos. La presencia de
bacterias heterotrofas promueve la actividad enzimatica digestiva gracias a las enzimas que
estas liberan al medio a través de sustancias poliméricas extracelulares (Xu y Pan, 2012; Xu et
al., 2013). Debido a que el cultivo en agua clara (tratamiento R) no contaba con la presencia
de biofloculos como el resto de los tratamientos, los valores de la actividad enzimatica

digestiva del camaron en este tratamiento fueron menores.

La actividad de las proteasas también fue significativamente diferente entre tratamientos
(p<0.05) con valores de 0.181 abs/min/mg proteina para el tratamiento 0, disminuyendo en el
resto de los tratamientos a valores de 0.049 a 0.088 abs/min/mg proteina. Los resultados de Xu
y Pan (2012) confirman que el incremento de la razéon de C:N en cultivo de camardn de un 15
a 20 puede incrementar la actividad de las proteasas en comparacion con cultivos con agua

clara.

En cuanto a la actividad de las amilasas, el promedio mas alto fue encontrado en el
tratamiento 30 con una media de 1.024 abs/min/mg proteina, el cual fue significativamente
mayor (p<0.05) a la del resto de los tratamientos, cuyos valores se mantuvieron entre 0.121 y
0.391 abs/min/mg proteina. Becerra-Dorame et al. (2012) reportaron valores de 0.21 a 0.28
abs/min/mg proteina, similares a los reportados en los tratamientos 0, 10, 20 y C de este

estudio.

En la actividad de las lipasas se observaron valores desde 0.006 hasta 0.027 abs/min/mg
proteina, siendo significativamente mayores (p<0.05) en los tratamientos 0, 30 y C, mientras

que el tratamiento 20, tuvo el valor mas bajo.
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No se observo una tendencia clara entre la actividad enzimatica digestiva de los
organismos y el contenido de harina de pescado o vegetal en los diferentes alimentos, esto
puede deberse a que la respuesta digestiva de los organismos estuvo influenciada por otros
factores extrinsecos e intrinsecos propios del disefio experimental (Becerra-Dorame et al.,

2012).

A pesar de que no se encontraron diferencias entre los tratamientos con diferente
contenido de harina de pescado, la actividad enzimatica digestiva de los organismos cultivados
en biofloculos fue superior a la de aquellos que se mantuvieron en agua clara (tratamiento R).
Los resultados de este estudio confirmaron que los biofloculos pueden ser capaces de facilitar
la digestion y la absorcion de nutrientes como se ha mencionado en otros estudios (Xu y Pan,
2012; Xu et al., 2013). Los resultados obtenidos son consistentes a los reportados por Suita et
al. (2015) quienes desarrollaron dos experimentos con postlarvas de L. vannamei de
diferentes edades (PL1-15 y PL16-30) en sistemas de biofloculos comparandolos con un
sistema control (tradicional de agua clara), observando que los tibulos del hepatopancreas de
los organismos cultivados con biofléculos habian incrementado en grosor y en la cantidad de

células productoras de enzimas (células B).

De manera indirecta se demostrdé que los microorganismos que conforman los
biofloculos son capaces de mejorar la fisiologia digestiva de los camarones. Por otro lado, los
microorganismos presentes en los tratamientos (bacterias, hongos, protozoarios) fueron
altamente eficientes para consumir y digerir los restos de proteina de los alimentos,

indistintamente de su origen (animal o vegetal).

V.5. Composicion quimica proximal

La composicion proximal de los biofloculos desarrollados en el bioensayo con juveniles se
determiné al finalizar el cultivo experimental y presenté un alto contenido de proteina (464-
544 g/kg) y bajo contenido de lipidos (5-8 g/kg), sin diferencia significativa entre tratamientos
(p>0.05) (Tabla 10).
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Los valores de proteina cruda fueron mayores a los previamente reportados
(Emerenciano et al., 2011; Xu y Pan, 2012; Xu y Pan, 2014), este resultado puede ser a causa
de la baja salinidad en el cultivo, condiciones en las que los microorganismos tienden a
acumular menor cantidad de minerales (Maica et al., 2012). El contenido de lipidos es menor
al reportado por Xu y Pan, (2012) y Xu y Pan (2014), pero similar a lo reportado por Ballester
et al. (2010) y Emerenciano et al. (2011).

Tabla 10. Composicion proximal (base seca) de los biofloculos al final del experimento (dia
35) (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 alimentos experimentales con 0, 10, 20 y 30% de
harina de pescado, respectivamente). Medias + DE con diferente letra en la misma fila son
significativamente diferentes (p<0.05).

Tratamiento
C 0 10 20 30
Proteina cruda (g/kg) 501 +£41 464 £ 83 544 + 55 499 + 92 492 +35
Carbohidratos (g/kg) 199 + 22 174 + 29 196 + 27 201 £23 169 + 33
Lipidos (g/kg) 8+4 8+5 5+1 6+1 7+4
Cenizas (g/kg) 262+ 16® 289 +31% 243+ 11? 238 £11° 305 + 6°
Fibra (g/kg) 17 £ 15° 9+ 5° 7+ 50 5+£28 5+3°

Un perfil con alto contenido de proteina y bajo contenido de lipidos, es tipico de los
consorcios dominados por bacterias (Becerra-Dorame et al., 2011). En el presente estudio,
bajo los resultados de composicidon proximal de los biofloculos y las condiciones de cultivo
que prevalecieron (baja salinidad, razon C:N y poca iluminacidon) permiten inferir que los
biofléculos estuvieron compuestos en gran parte por biomasa bacteriana y en menor

proporcion por organismos fotoautotrofos, ya que el contenido de clorofila-a fue bajo.

El contenido de harina de pescado en los alimentos no se tradujo en un cambio
significativo en el contenido de proteina en los biofloculos. Esta observacion fue reportada
previamente por Lopez-Elias et al. (2015) en un cultivo de tilapia con diferente contenido de

harina de pescado en el alimento.

Se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) en el contenido de cenizas y de fibra.

El contenido de cenizas fue significativamente mas alto en el tratamiento 30 (305 g/kg) y mas

39



bajo en el tratamiento 20 (238 g/kg). En cuanto al contenido de fibra, éste fue mas alto en el
tratamiento C (17 g/kg), mientras que el resto de los tratamientos estuvo entre 5 y 9 g/kg

(Tabla 10), sin diferencia entre los alimentos experimentales.

Las diferencias del contenido de cenizas y fibra no mostraron una tendencia clara en
relacion con el contenido de harina de pescado en el alimento. En el presente estudio, el
contenido de cenizas fue menor el reportado por Xu y Pan (2014) donde las concentraciones
variaron de 400 a 600 g/kg. Sin embargo, los cultivos con baja salinidad suelen tener menor
cantidad de cenizas, de acuerdo a lo reportado por Maica et al. (2012) quienes determinaron
niveles de 260 g/kg en un cultivo con salinidad de 4%o, condiciones salinas similares a las del

presente estudio.

El contenido de fibra de los biofldculos (5-17 g/kg) fue menor a los valores previamente
reportados por Sudrez et al. (2009), quienes reportaron valores entre 18 y 35 g/kg. En el caso
de los alimentos experimentales utilizados en el presente estudio, la variacion puede deberse al
contenido de harinas vegetales en la formulacién. Entre los tratamientos, el control (C) fue el
que obtuvo mayor contenido de fibra, asociado al alto contenido de SST en la columna de
agua, probablemente porque la fibra funcion6 como un sustrato de adhesion para los

microorganismos.

Por otro lado, la composicion proximal del musculo del camarén no fue
significativamente diferente en términos de proteina cruda, carbohidratos, lipidos y cenizas

(Tabla 11).

Tabla 11. Composicion proximal (base seca) del musculo de juveniles de L. vannamei al final
(dia 35) (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 alimentos experimentales con 0, 10, 20 y 30%
de harina de pescado, respectivamente). Medias = DE con diferente letra en la misma fila son
significativamente diferentes (p<0.05).

Tratamiento
C 0 10 20 30
Proteina cruda (g/kg) 481 +£39 482436 489 +40 508 + 38 498 £ 26
Carbohidratos (g/kg) 399+47 400+ 32 405 £ 35 383 + 63 410 + 31
Lipidos (g/kg) 56 +13 41+ 14 40+9 42 £8 35+4
Cenizas (g/kg) 56 +4 64 + 14 57+4 58+4 52+4
Fibra (g/kg) 9 +4° 14 + 5¢ 9+4° 8 + 4P 4+ 42
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Loépez-Tarin (2011) evaluo el efecto de los biofloculos como complemento de un
alimento comercial en crecimiento, supervivencia y FCA del camardn blanco, sus tratamientos
consistieron en disminuir la racion del alimento en 0, 15, 30 y 45% complementandolo con
biofléculos; el contenido de proteina en el tejido de camaron se mantuvo entre 740 y 780 g/kg.
Wasielesky et al. (2006) reportaron un contenido de 780 g/kg de proteina cruda en camaron
blanco cultivado con biofloculos y alimento con 35% de proteina cruda. Por otro lado, Yun et
al. (2015) reportaron niveles de 800 g/kg de proteina en el musculo de camaron blanco
cultivado con biofloculos y alimento peletizado con 25 y 40% de proteina cruda. En el
presente estudio se obtuvieron niveles inferiores con un intervalo de 481 a 508 g/kg sin

diferencias significativas entre tratamientos.

Los lipidos y los carbohidratos son compuestos de reserva energética. Se esperaba
observar diferencia entre los organismos alimentados con distinta cantidad de harina de
pescado; sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos. En
cuanto al contenido de lipidos, Lopez-Tarin (2011) reporté niveles de entre 7.4 y 10 g/kg,
mientras que Yun et al., (2015) reportaron concentraciones de lipidos de 6.8 a 10.6 g/kg. En el
presente estudio el intervalo obtenido vario de 35 a 56 g/kg, el cual es similar al reportado por
Wasieslesky et al., (2006) quienes reportaron niveles de lipidos de 65 g/kg para L. vannamei

cultivado con biofldculos y 35% de proteina en el alimento.

Respecto al contenido de cenizas, Lopez-Tarin (2011) reportd niveles de entre 124 y 145
g/kg con el mismo contenido de proteina en el alimento, las cuales fueron similares a las
concentraciones reportadas por Yun et al. (2015) con valores entre 123 y 135 g/kg. Los niveles
obtenidos en el presente estudio fueron similares a los de Ezquerra-Brauer et al., (2004)
quienes reportaron niveles de 56 a 59 g/kg para camaron blanco. Cabe mencionar que las
comparaciones de estudios previos corresponden a cultivos de camardn blanco a una salinidad

de 35%o mientas que el presente estudio se realizéd a 5%o.

La relacion de macromoléculas del tejido analizado se mantuvo de acuerdo a lo
esperado, siendo proteina la que tuvo mayor concentracion, seguida de carbohidratos y por

ultimo los lipidos. Los resultados indican que la sustitucion de harina de pescado por harinas
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vegetales en los alimentos para el camarén en un sistema de cultivo con biofloculos no tuvo

influencia sobre dicha composicion.

V.6. Perfil de aminoacidos

El perfil de aminodcidos en los alimentos se describe en la Tabla 12, en ella aparecen
separados como esenciales y no esenciales de acuerdo a los requerimientos nutricionales de L.

vannamei segun el Consejo Nacional de Investigacion (National Research Council, 2011).

Los aminoacidos de mayor concentracion fueron el acido glutdmico, que varié de 5.73 a
8.25 g/100g y el acido aspartico cuyos valores estuvieron entre 2.52 y 4.08 g/100g, en los
tratamientos C y 30. En general, se observo una tendencia de incremento del contenido de los
aminoacidos esenciales al aumentar el contenido de harina de pescado en los alimentos,

probablemente debido a la diversidad de nutrientes.

El perfil de aminoacidos en los biofloculos también reveld una alta concentracion de
acido glutamico (4.18 a 7.85 g/100g; tratamiento 0 y 20) y de acido aspartico (de 2.87 hasta
5.33 g/100g; tratamiento C y 20). En general, los biofloculos desarrollados en los tratamientos

C y 0 tuvieron menores niveles de aminoacidos esenciales (Tabla 13).
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Tabla 12. Aminoacidos totales en alimento para camaron (g/100g muestra) (C= alimento
comercial; 0, 10, 20 y 30 alimentos experimentales con 0, 10, 20 y 30% de harina de pescado,
respectivamente). Medias = DE con diferente letra en la misma fila son significativamente
diferentes (p<0.05).

Tratamiento
Aminoacidos C 0 10 20 30
No esenciales
Alanina 1.29 £0.15% 1.15+£0.08* 1.39 £0.02% 1.60 + 0.08% 2.18 £0.70°
Acido aspartico  2.52+0.38  3.43+027% 350+0.12® 347+0.14°  4.08+1.21°
Asparagina 0.01 £0.00% 0.03 £0.00° 0.02 + 0.00° 0.01 £0.00% 0.01 £0.00*
Acido glutdmico  5.73 £0.92 7.07+0.52 7.41+0.19 7.26 +£0.20 8.25+2.40
Glutamina 0.04 £0.01 0.02 £0.00 0.02 £0.01 0.02 £0.01 0.03 £0.01
Glicina 1.59 +£0.18% 1.29 £ 0.06 1.58 +£0.02% 1.75 £ 0.06® 2.26 £0.72°
Prolina 1.11+0.10* 1.434+0.18%® 1.58+0.16® 1.15+0.052 1.69 +0.41°
Hidroxiprolina ND ND ND ND ND
Serina 0.88 £0.14* 1.10+0.11% 1.10 +£0.02%® 1.13+0.01% 1.49 + 0.50°
Taurina 0.03+0.01 0.00 +0.00 0.01 £0.00 0.02 £0.00 0.03 £0.02
Tirosina 0.63+0.19* 0.79+0.112 1.02 +0.03® 1.05 + 0.04%® 1.48 + 0.54°
Esenciales
Arginina 220+ 0462 2.73+£0.23% 2.88+£0.08"°  2.84+0.10® 3.37+£0.98°
Histidina 0.81 £0.17* 0.97 £0.10% 1.08 +£0.02% 1.15 +£0.02% 1.43 +£0.48°
Isoleucina 1.04 £0.212 1.36 £0.13% 1.51+0.03® 1.57 £0.10® 1.87 + 0.60°
Leucina 1.97 £ 0.34° 2354+£0.22% 2.57+£0.06® 2.67+0.12%® 3.44£1.02°
Lisina 2.45 +£0.422 2.31+0.18 2.83 £0.04° 3.11+0.15% 4224+1.27°
Metionina 0.42 £0.06* 0.23 £0.022 0.39 £+ 0.00? 0.53 £0.04* 0.85+0.29°
Fenilalanina 1.05 £0.25% 1.44+0.17® 1.57 £0.03® 1.59 +0.08% 1.89 + 0.62°
Treonina 0.92 £0.14* 0.92 £0.08* 1.05+0.01% 1.16 +£0.03% 1.56 +0.52°
Valina 1.29+0.212 1.46+0.11% 1.63 +0.04%® 1.72+0.11%® 2.11 +£0.64°
Total
AANE 13.87+1.88* 16.35+1.37® 17.67+0.27®* 17.50+0.38* 21.53+5.71°
AAE 12.18+2.31*  13.80+1.26* 15.55+0.35® 16.38+0.79% 20.78 + 6.47°

Media + DE; ND= no detectado; AANE= aminoacidos no esenciales; AA= aminoacidos esenciales.
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Tabla 13. Aminoacidos totales en biofloculos (g/100g muestra) al final del experimento (dia
35) (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 alimentos experimentales con 0, 10, 20 y 30% de
harina de pescado, respectivamente). Medias £ DE con diferente letra en la misma fila son
significativamente diferentes (p<0.05).

Tratamiento
Aminoacidos C 0 10 20 30
No esenciales
Alanina 1.78 £ 0.24° 1.84 +£0.28° 231 +£0.56® 3.52+£1.03° 2.88 +0.40
Acido aspartico  2.87 +0.52° 3.00+0.67® 3.61 £0.85% 5.33+£1.51° 4.48 +£ (.58
Asparagina 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 = 0.00
Acido
glutdmico 429 +0.46 4.18 +£0.45 5.08 £0.92 7.85+2.31 6.42 +0.56
Glutamina 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 = 0.00
Glicina 1.89 +£0.252 1.86 £0.312 235+£0.61% 3.69 £1.15° 3.07 £0.38
Prolina 0.88+0.11° 0.53+0.11° 0.45+0.11® 0.46 £0.17%® 0.33 +£0.08*
Hidroxiprolina ND ND ND ND ND
Serina 0.88 +=0.09* 0.92 £0.24* 1.19+0.212 1.77 £0.47° 1.37 £0.33%®
Taurina 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00
Tirosina 0.87+0.18* 0.84 £0.18* 1.17 +£0.24* 1.95 +0.66° 1.35+0.42%®
Esenciales
Arginina 1.69 £0.17* 1.71 £0.21* 2.16 £0.52% 3.37£0.99° 2.81+£0.35%
Histidina 0.69 £0.08* 0.67+£0.132 0.93 £0.022 1.48 £0.51° 1.13+£0.22%
Isoleucina 1.24+0.19 1.24 +£0.22° 1.54 +0.48*® 2.61 +£0.78° 2.10 +£0.28"
Leucina 1.93+0.272 2.01 £0.342 2.47 +£0.62® 4.00=£0.11¢ 3.25+0.42%
Lisina 1.45+0.132 1.40 +£0.252 1.79 + 0.44%® 3.12+£0091° 2.51+0.28%
Metionina 0.43 £0.04* 0.42 +£0.08* 0.57+0.17%® 1.00 £0.33¢ 0.77 £ 0.14
Fenilalanina 1.31+0.21° 1.29 +£0.28° 1.67 +0.53% 2.94+0091° 2.32+£0.38"
Treonina 1.29 +£0.22?2 1.29 +£0.28* 1.65 + 0.40® 2.70 £0.82¢ 2.10+0.37%
Valina 1.62+028  1.70+£0.33®  2.02+0.59% 3.24 +£0.96° 2.63 +0.34%
Total
AANE 13.48 £ 1.81% 1321+£2.08 16.18+3.27% 24.61+7.24° 19.93+2.75%
AAE 11.69+£1.63*  11.77+£2.14* 14.84+£3.96® 2449+7.39° 19.66+2.82"

Media + DE; ND= no detectado; AANE= aminoacidos no esenciales; AAE= aminoacidos esenciales.



Las concentraciones de aminoacidos esenciales totales de los alimentos y biofloculos
fueron muy similares a los valores previamente reportados para alimento comercial (Ju et al.,
2008b), asi como en alimentos experimentales con harina de biofléculos (Kuhn et al., 2010;
Bauer et al., 2012), lo mismo ocurrié en estudios relacionados con la inclusion de harinas

vegetales para sustitucion de harina de pescado (Jatoba et al., 2014).

En el presente estudio se obtuvieron concentraciones bajas en el contenido de treonina y
metionina en ambas fuentes de alimento (formulado y biofldculos); esta observacion se habia
hecho previamente por Ekasari ef al. (2014b) y se debe probablemente a que la harina de soya
suele tener bajas concentraciones de dichos aminoacidos (Suarez ef al., 2009). El contenido de
ambos aminodcidos en las muestras tuvo un incremento directamente proporcional al del
contenido de harina de pescado en los alimentos, sin embargo, el alimento comercial usado
como control (tratamiento C) también mostré una deficiencia de estos aminoécidos y
unicamente el alimento con mayor contenido de harina de pescado (tratamiento 30) estuvo

cercano a cumplir los requerimientos dietarios del camarén.

Por otra parte, las limitaciones de metionina y treonina en la dieta del camaron pueden
causar lento crecimiento y bajo FCA (National Research Council, 2009); sin embargo los
resultados de los organismos cultivados no reflejaron estos efectos, probablemente porque los

requerimientos nutricionales fueron cubiertos al consumir alimento formulado y biofloculos.

En cuanto a las muestras de tejido de camardn los resultados no mostraron una tendencia
clara en el contenido de aminodcidos y la cantidad de harina de pescado en los alimentos,
como lo hicieron el alimento y los biofloculos. El contenido total de aminoacidos no
esenciales vario de 20.12 a 23.09 g/100g con altas concentraciones de acido glutdmico (6.83 a
7.37 g/100g) y acido aspartico (3.81 a 4.36 g/100g), mientras que el contenido total de
aminoacidos esenciales fue desde 14.39 hasta 17.44 g/100g, con altas concentraciones de

lisina (3.75 a 4.36 g/100g) (Tabla 14).

Los resultados obtenidos indican que en los sistemas con biofloculos es posible
reemplazar la harina de pescado por una mezcla de harinas vegetales sin afectar el balance de

aminoacidos esenciales. La evidencia de este estudio y de otros previos han demostrado que el
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cultivo de camardén en biofloculos es una estrategia benéfica para producir biomasa de alta
calidad ademés de aprovechar otros beneficios como la optimizacion de recursos y la mejora

de la calidad del agua (Silva et al., 2013; Martinez-Cordova et al., 2015).

El andlisis del A/E mostré que todos los alimentos experimentales carecian de lisina,
mientras que el tratamiento 20 y 30 mostraron una deficiencia de arginina y los tratamientos 0
y 10 tuvieron bajos contenidos de metionina (Tabla 15) de acuerdo a las estimaciones hechas
por Bauer et al. (2012). El céalculo del A/E indica un bajo contenido de arginina y lisina en
ambas fuentes de alimento (formulado y biofl6culos), mientras que el contenido de metionina

fue bajo en los alimentos 0 y 10.

El valor del IAAE en los alimentos fue superior a 0.90 en todos los tratamientos a
excepcion del tratamiento 0 (Tabla 15). Por otro lado, el IAAE de los biofloculos se muestra
en la Tabla 16 y de manera similar al IAAE de los alimentos, estos tuvieron un contenido
promedio superior a 0.87 en todos los tratamientos, esto se debe principalmente a la habilidad
de ciertos microorganismos para llevar a cabo la biosintésis de los 20 aminoacidos primarios
(National Research Council, 2009). Ekasari ef al. (2014b) indica que los valores de IAAE de
los alimentos formulados complementado con los de los biofloculos, alcanzan niveles
adecuados para la nutricion del camaron, pero esto debe ser comprobado mediante una

estimacion del consumo de ambos alimentos.

En general, independientemente del contenido de harina de pescado en el alimento (de 0
hasta 30%) el perfil de aminoacidos esenciales del alimento, biofloculos y tejido de camardn

no mostro diferencias significativas.
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Tabla 14. Aminoacidos totales en musculo de juveniles de L. vannamei (g/100g muestra) al
final del experimento (dia 35) (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 alimentos
experimentales con 0, 10, 20 y 30% de harina de pescado, respectivamente). Medias = DE con
diferente letra en la misma fila son significativamente diferentes (p<0.05).

Tratamiento
Aminoacidoss C 0 10 20 30
No esenciales
Alanina 1.94 +£0.10 1.95+0.07 2.28 +£0.13 2.26 +£0.53 1.96 +£0.12
Acido aspartico 4.09+£0.24 423+0.10 436=+0.18 4.19+1.19 3.81+0.31
Asparagina 0.01 £0.00>  0.01£0.00°  0.01+0.00>  0.01+0.00®  0.00+0.00?
Acido glutdmico 7.18 +£0.33 7.21+£0.15 7.37+0.36 7.09 +2.33 6.83 £ 0.67
Glutamina 0.02 +0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02 +0.00 0.01 +£0.00
Glicina 3.44+0.28 3.50+0.19 3.57+0.45 3.54+1.34 3.43+0.55
Prolina 3.46+0.46 2.53+047 3.30+1.07 2.73+0.69 2.31+0.34
Hidroxiprolina ND ND ND ND ND
Serina 1.13+0.07 1.15+0.02 1.21+0.15 1.29+0.37 1.09 +0.08
Taurina 0.03 £0.00 0.05 +0.00 0.03 +£0.00 0.04 £0.01 0.04 £0.02
Tirosina 0.73+£0.21 0.74 £ 0.05 091+0.29 0.95+0.45 0.63 +£0.03
Esenciales
Arginina 3.57+0.28 3.78 £0.09 4.05+0.31 3.95+1.20 3.38+0.37
Histidina 0.87+0.10 0.86 = 0.05 0.88 +0.14 0.94+0.27 0.69 = 0.05
Isoleucina 1.12+0.14 1.08 £ 0.02 1.15+0.14 1.12+0.45 0.86 +0.04
Leucina 2.76 £0.20 2.74 +£0.04 2.85+0.24 2.81+0.89 2.49 £0.20
Lisina 4.14+0.29 421+0.13 436 +0.48 424 +1.68 3.75+0.37
Metionina 0.60 +0.05 0.57£0.01 0.64+0.10 0.58 £0.35 0.44 +0.07
Fenilalanina 0.95+£0.16®  0.92+0.02% 1.00 £0.17° 1.02+0.31° 0.70 £0.04*
Treonina 0.98+0.11 1.00 + 0.05 1.07 +£0.15 1.07 £ 0.35 0.91+0.05
Valina 1.39+0.13 1.35+0.04 1.40+0.12 1.43+0.33 1.14 £ 0.05
Total
AANE 2207154 2142+0.73 23.09+234 2216673  20.13+£1.87
AAE 16.41 £ 1.45 16.55+0.45 17.44 +1.82 17.20 £ 5.84 14.39+1.24

Media + DE; ND= no detectado; AANE= aminoacidos no esenciales; AA= aminoacidos esenciales.
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Tabla 15. Razén de aminodcidos esenciales (A/E) e indice de aminoacidos esenciales (IAAE)
en alimento para camardn (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 alimentos experimentales
con 0, 10, 20 y 30% de harina de pescado, respectivamente).

Tratamiento
A/E C 0 10 20 30
Arginina 0.83 0.87 0.80 0.76 0.69
Histidina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Isoleucina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Leucina 0.96 1.00 1.00 1.00 0.95
Lisina 0.80 0.66 0.73 0.77 0.78
Metionina 0.95 0.49 0.69 0.96 1.00
Fenilalanina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Treonina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Valina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
IAAE 0.95 0.87 0.90 0.94 0.93

Tabla 16. Razén de aminoacidos esenciales (A/E) e indice de aminoacidos esenciales (IAAE)
en biofléculos al final del experimento (dia 35) (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30
alimentos experimentales con 0, 10, 20 y 30% de harina de pescado, respectivamente).

Tratamiento

A/E C 0 10 20 30

Arginina 0.67 0.64 0.63 0.60 0.61
Histidina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Isoleucina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Leucina 0.98 1.00 1.00 1.00 0.95
Lisina 0.49 0.47 0.49 0.52 0.49
Metionina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Fenilalanina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Treonina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Valina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
IAAE 0.88 0.87 0.88 0.93 0.87

48



V.7. Perfil de acidos grasos

El perfil de acidos grasos que componen los alimentos se muestra en la Tabla 17, y se ha
clasificado en acidos grasos esenciales y no esenciales de acuerdo a los requerimientos

nutricionales de L. vannamei (Glencross, 2009; National Research Council, 2011).

El componente no esencial mas abundante fue el C16:0 (acido palmitico) con valores de
24.11 a 27.84% (tratamientos 10 y C, respectivamente) y el 18:1-cis(n-9) (acido oleico) con
valores entre 11.98 y 13.84% (tratamientos 10 y 30, respectivamente). En cuanto a los acidos
grasos esenciales en los alimentos, el 18:2-cis(n-6) (acido linoleico) fue el mas abundante en
todos los tratamientos con un amplio rango de 10.98 a 25.44% (tratamiento C y 0,
respectivamente), seguido del 20:5(n-3) (acido eicosapentaenoico) con valores de 5.70 a

9.09% (tratamiento 30 y C).

El alto contenido de n-6 y bajo contenido de n-3 en el tratamiento 0 es una respuesta que
se esperaba a causa de la sustitucion total de harina de pescado en este alimento. Como
consecuencia, la ausencia de harina de pescado caus6 un bajo valor en la racién de n-3/n-6 en
este mismo tratamiento. Sin embargo, los valores promedio obtenidos en los diferentes
tratamientos (de 0.56 a 1.23) son similares a las raciones evaluadas en dietas experimentales
por Gonzélez-Félix et al. (2009), quienes reportaron que dichas variaciones no afectan

negativamente el crecimiento del camaron.

El contenido de acidos grasos en los biofloculos (Tabla 18) también mostré un alto
contenido de C16:0 con valores de 29.80 a 34.95%, seguido por el 16:1 (acido palmitoleico)
con un intervalo de 11.52 a 17.39%. Los acidos grasos esenciales fueron representados en su

mayoria por el 18:2-cis(n-6) desde 5.28 hasta 7.29% y el 20:5(n-3) de 3.69 a 4.28%.

El perfil de acidos grasos de los biofloculos tuvo un contenido de C16:0, 16:1 y 18:2(n-
6) similar a los valores previamente reportados Tacon et al. (2002) y Ekasari ef al. (2010). Asi
mismo, el contenido de C16:0 fue similar a lo reportado por Martins et al. (2014) en su
analisis de acidos grasos de biofloculos, pero con menor contenido de C20:5 que en el

presente estudio.
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Respecto a la razéon de n-3/n-6 en los biofloculos, los valores son similares a los
reportados por Emerenciano et al. (2013b), sin evidencia de que el contenido de harina de
pescado en los alimentos haya provocado diferencias en la composicion de acidos grasos de

los biofloculos.

Se ha reportado que las harinas vegetales carecen de acidos grasos esenciales de cadena
larga (Asiedu et al., 1993; Glew et al., 1997) en comparacion con la harina y aceite de
pescado. En este sentido, dentro de los biofloculos, existen fuentes de acidos grasos que
pudieran proveerlos; es sabido que las algas se han reportado con alto contenido de acidos
grasos altamente insaturados (HUFA) (Patnaik et al., 2006). En el presente experimento se
demostré que el buen perfil de acidos grasos de los biofléculos pudiera complementar la

deficiencia de algunos alimentos y contribuir a satisfacer los requerimientos del camaron.

En el perfil de acidos grasos en el camaron (Tabla 19) mostré que el componente mas
abundante fue el C16:0 con valores de 21.18 a 23.85%, pero ademads fueron ricos en contenido
de 18:1-cis(n-9) (acido oleico) con un intervalo desde 12.81 hasta 14.85%. Los acidos grasos
esenciales estuvieron compuestos mayormente por acido eicosapentaenoico 20:5(n-3) con
niveles de 14.70 a 16.44% y el acido linoleico 18:2-cis(n-6) con un intervalo de 12.02 a
15.33%. Los perfiles de acidos grasos del camardn no estuvieron afectados por el contenido de
harina de pescado en los alimentos experimentales. Los valores son similares a los reportados
por Lim et al. (1997) quienes cultivaron L. vannamei alimentado con dietas que tuvieron

varios niveles de aceite de pescado.

Las relaciones de n-3/n-6 variaron entre los alimento (0.53 a 1.23) y los biofloculos
(0.46 a 0.93) (Tabla 17 y 18), sin una relacion directa con el contenido de harina de pescado
en los alimentos. Cabe destacar que, a pesar de las variaciones observadas en el valor de n-3/n-
6 de los alimentos (formulado y vivo), este pardmetro se comportd de manera muy uniforme
en las muestras del camaron, con valores de 1.23 a 1.58. A diferencia de los resultados
obtenidos en este estudio, otros autores reportan diferencias en los perfiles de 4cidos grasos de
camaroén cultivado con distintas fuentes lipidicas (Zhou et al., 2007; Lim et al., 1997), lo cual
puede deberse a variaciones en el experimento, ya que en el presente se contd con alimento

formulado asi como biofléculos, esta condicion pudo haber cubierto dicho efecto.
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Tabla 17. Acidos grasos (como % lipidos) en el alimento para camarén (C= alimento comercial; 0, 10,
20 y 30 alimentos experimentales con 0, 10, 20 y 30% de harina de pescado, respectivamente). Medias
+ DE con diferente letra en la misma fila son significativamente diferentes (p<0.05).

Tratamiento
Acidos grasos C 0 10 20 30
No esenciales
C8:0 ND 0.06 £0.01 0.04 +0.00 0.07 £0.02 0.04 £0.02
C10:0 ND 0.07 £0.01° 0.06 +0.02° 0.06 +0.00*  0.02+ 0.01°
C12:0 0.32+£0.06° 0.19+0.01% 0.21+0.01° 0.22 £0.02° 0.15+0.01°
C13:0 ND 0.06 + 0.02° 0.17 £0.08° 0.07 £0.01° 0.04 £0.01°
C14:0 7.42+0.24° 6.08 £0.34° 6.67 £0.23% 6.68 £0.46®  5.79+0.73%
Cl4:1 ND 0.07 £0.02° 0.10£0.02¢ 0.06£0.01*  0.03+0.01?
C15:0 0.68 £0.06°  0.48 £0.04* 0.53+£0.03®®  0.56+0.04%® 0.60+0.09®
C16:0 27.84+£0.18 25.14+2.35 2411+ 1.15 2416 £1.51  27.11£1.58
Cle:1 747+0.32°  6.55+0.48° 7.11£0.16° 7.26 £0.55°  4.61+0.62°
C17:0 1.37+£0.05°  1.06+0.07* 1.22+£0.01% 1.23+£0.13®  1.22+0.07%
C17:1 0.77+£0.13°>  0.69 +0.03% 0.79+£0.02° 0.80+£0.06° 0.51 +£0.06*
C18:0 6.43+£0.11% 547 +0.60® 5.05+0.182 5160472 7.05+1.07°
C18:1-trans(n-9) 0.46 £0.04° ND 0.14 +0.03? 0.18 £0.03? ND
C18:1-cis(n-9) 12.87£0.04® 13.69+0.48 11.98+0.35* 12.86+0.05®® 13.84+0.98"
C18:2-trans(n-6) 0.48+0.20° 0.07+0.01* 0.06 = 0.02° 0.08 £0.01° ND
C18:3-trans(n-3) 0.37+0.07°  0.17+0.03* 0.17+0.01° 0.19 +0.02? 0.11 £0.01°
C20:0 0.59 £0.18 0.55+0.08 0.62+0.11 0.54 +0.09 0.98£0.29
C20:1(n-9) 1.70£0.02°  0.24 +£0.02% 0.23+£0.01% 0.28 £0.03° 0.22+0.01°
C20:2(n-6) 0.42+0.01°  0.21+0.06* 0.22 £ 0.06 0.23 £0.03® 0.15 +0.02?
C21:0 ND 0.11 £0.05° 0.08 +0.03? 0.09 £0.03° 0.09 £0.01°
C20:3(n-6) 0.43+£0.14°  0.19+0.02° 0.14+0.01° 0.18 +£0.02° 0.11 £0.02?
C20:3(n-3) ND 0.12 £ 0.06° 0.05 £ 0.02° 0.07 £ 0.02? 0.04 + 0.00?
C22:0 0.41+0.17 0.30 £0.05 0.20 +£0.03 0.24 £0.05 0.29 £ 0.06
C22:1(n-9) 0.35+0.09°  0.07 +0.03* 0.06 = 0.02? 0.16 £ 0.06 0.05+0.01°
C23:0 ND 0.12+0.04 0.09 £0.03 0.12+0.04 0.08 £0.00
C24:0 ND 0.20 +£0.01° 0.13+0.01° 0.15+£0.03*®  0.25+0.05°
C24:1(n-9) 0.64+£0.16°  0.13+£0.02° 0.13+0.01° 0.19 +£0.02? 0.17 +£0.05?
Esenciales

51



C18:2-cis(n-6)
C18:3-cis(n-3)
C20:4(n-6)
C20:5(n-3)
C22:6(n-3)
Total n-3
Total n-6
n-3/n-6

10.98 £ 0.22*
1.36 £ 0.02°
1.07 £0.03?
9.09 +£0.29¢
6.41 +0.14%
16.86 + 0.23%
13.75 £ 0.38*
1.23 +£0.05¢

25.44 £ 2.35°¢
2.97 £0.30°
1.09 +£0.08°
7.53 £0.52°
4.48 £0.31*

15.10 + 1.12%®
27.14 £2.54°

0.56 £0.01°

20.90 + 0.38%
2.54 +0.03%
1.22 +0.03®
8.69 +0.10%
6.11 +£0.12°
17.39 £ 0.26"
22.71 +£0.47%
0.77 £0.01°

21.34 + 1.28
2.25+0.14°
1.45+0.11°
9.03 + 0.52°
7.31 £ 0.40°
18.67 + 1.05¢

23.47 + 1.41%
0.80 + 0.00°

20.11 +£2.74°
1.42+0.18°
1.05+0.14°
5.70 £0.70*
5.53 +£0.68°
12.69 + 1.53*
21.52 +2.68°
0.59 +0.00°

Medias = DE; ND= no detectado
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Tabla 18. Acidos grasos (como % lipidos) en los biofloculos al final del experimento (dia 35) (C=
alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 alimentos experimentales con 0, 10, 20 y 30% de harina de pescado,
respectivamente). Medias = DE con diferente letra en la misma fila son significativamente diferentes

(p<0.05).

Tratamiento
Acidos grasos C 0 10 20 30
No esenciales
C12:0 0.29 £0.07 0.35+0.07 0.31+0.07 0.28 £0.06 0.32+0.05
C14:0 6.62+£0.59°  6.03+1.59* 4.83 £0.742 5.06 +0.57%® 4.23 +£0.46*
Cl4:1 0.24+£0.06*  0.31+0.07%® 0.41+0.27° 0.32+0.05®  0.28 £0.06®
C15:0 1.40+0.11° 1.71 £0.18° 1.48 £0.23 1.29+0.16 1.41£0.13°
C16:0 34.95+223" 31.09+2.29®% 31.15+£4.99® 2980+3.57* 31.85+3.98®
Cle:1 11.52+0.91*  17.39+2.74* 12.96+2.82* 12.26+0.67° 11.87+1.77%
C17:0 1.76 £ 0.10¢ 1.54 +0.59% 1.49+£0.16* 1.53+0.23% 1.72 +0.09%
C18:0 8.66 +1.24 6.99+1.15 7.70 = 1.88 7.80 £0.65 7.90 +1.33
C18:1-trans(n-9) 0.38 £0.19*  0.54+£0.09®  0.93+0.80* 1.13 £ 0.53¢ 0.42£0.15*
C18:1-cis(n-9) 10.73 £1.62* 947 +£0.87%® 7.84 £2.72?2 10.43+£0.98° 1039+ 1.76°
C18:2-trans(n-6) 0.29 +0.09* 0.45+0.11° 0.41+0.15% 0.40+0.13®  0.40+0.09%®
C20:0 0.94+0.11 0.88+0.10 1.03+0.41 0.98 £ 0.09 0.87 £0.09
C20:1(n-9) 1.10 £ 0.23° 0.48 £0.152 0.40+0.18 0.47 £0.122 0.55+0.112
C20:2(n-6) 0.55+0.20®  0.66+0.29° 0.38£0.12° 0.44+£0.14®  0.50+£0.16®
C21:0 0.81+£0.44®  0.48+0.21° 1.24+0.71° 0.97 £0.39®  0.68 +0.46™
C20:3(n-6) 0.40+0.17 0.80 +0.69 0.64 +0.38 0.51+0.22 0.74 £0.25
C22:0 1.49+£0.72 1.14+0.27 0.95+0.16 1.25+0.43 1.03£0.46
C23:0 1.04 £0.52 0.67+0.36 0.48+£0.27 0.58+£0.20 0.43+0.18
C24:0 0.94+0.48 0.72+0.20 0.85+0.53 0.61 £0.15 0.75+0.18
Esenciales
C18:2-cis(n-6) 536+ 1.18°  729+0.89  528+2.06° 6.68+0.66"  6.49+1.99%
C18:3-cis(n-3) 0.52+0.10®  0.66+0.12° 0.58 £0.17%® 0.61+0.17° 0.37+0.18
C20:4(n-6) 1.85+0.63? 3.06 £0.37° 2.28+£0.97® 1.64 +0.18 2.24 +0.54*
C20:5(n-3) 4.28+1.14 4.14 +1.47 3.70£1.15 3.69 +0.84 392+1.24
C22:6(n-3) 2.99 £ 0.46° 0.92+0.67 2.45+0.78° 3.04 £0.85° 3.53+1.25°
Total n-3 7.79 £1.33 5.72+1.85 6.72 £1.40 7.35+1.68 7.87 £2.50
Total n-6 8.44+£0.83* 1226+0.94®  8.98+£2.60° 9.68 £0.96*  10.37 +2.46%
n-3/n-6 0.93 £0.16° 0.46 +0.13? 0.82 +£0.36° 0.75 +£0.12° 0.75 +£0.12°

Medias = DE; ND= no detectado
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Tabla 19. Acidos grasos (como % lipidos) en musculo de juveniles de L. vannamei de camarén al
final del experimento (dia 35) (C= alimento comercial; 0, 10, 20 y 30 alimentos experimentales con 0,
10, 20 y 30% de harina de pescado, respectivamente). Medias + DE con diferente letra en la misma fila
son significativamente diferentes (p<0.05).

Tratamiento
Acidos grasos C 0 10 20 30
No esenciales
C14:0 0.48 £0.05 0.55+0.16 0.52 +0.09 0.50£0.11 0.44 +£0.05
C15:0 0.28 £0.04 0.27 £0.02 0.32+£0.06 0.32+0.10 0.28 £0.02
C16:0 2224+1.62  21.18+£2.00 2385+498 2121+124 2125+142
Cle:1 1.75+0.19° 1.33+0.44* 1.52+£0.28"% 1.56+0.20® 1.35+0.122
C17:0 1.34+£0.11 1.38£0.12 1.45+0.26 1.44 +£0.24 1.34 +£0.09
C18:0 1431 +£1.41* 1449+1.55° 1635+2.45> 1347+1.24* 13.87+1.60*
C18:1-trans(n-9) 0.24 £0.08° 0.35+0.14"™  0.39+0.23" ND ND
C18:1-cis(n-9) 14.85+£1.73 13.43+£0.88 12.81+£4.00 13.65+1.31 14.84 £1.39
C18:2-trans(n-6) 0.16£0.07° 0.16£0.03*  0.26+0.10° ND ND
C20:0 0.55+0.25 0.75+0.12 0.60+0.17 0.60+0.16 0.66+0.10
C20:1(n-9) 0.98 £0.17° 0.59 +0.03? 0.69 £ 0.22° 0.67+0.10° 0.71 £0.11°
C20:2(n-6) 1.31 +£0.54° 1.90£0.78>  2.01 £0.48" 1.56+£0.61* 1.76 +£0.14%
C21:0 0.09 +0.06° 0.09+£0.04*  0.29+0.16° 0.03+0.01° 0.12 +£0.02°
C20:3(n-6) 0.10 £ 0.04* 0.10 £ 0.04* 0.11+£0.03*  0.11£0.02%® 0.14 £ 0.04°
C20:3(n-3) 0.14 +0.03* 0.16£0.02®  0.19£0.06* 0.14+0.06®  0.17 +£0.02%®
C22:0 0.44 +£0.12 0.38+0.18 0.45+0.19 0.27+0.13 0.48+0.17
C23:0 0.11 +£0.02® ND 0.12 £ 0.06° 0.08 +0.04° 0.17 £0.03¢
C24:0 0.19 £ 0.05° 0.19+£0.02*  0.28+£0.09° 0.21 £0.05%® 0.25+0.11°
Esenciales
C18:2-cis(n-6) 12.02+2.35%  14.08+0.95° 1533+1.60" 13.49+135® 14.07+1.07°
C18:3-cis(n-3) 0.45 +£0.06° 0.64+£0.03*  0.65+0.12°  0.59+0.09° 0.47 £0.03?
C20:4(n-6) 3.61£0.42 3.90£0.22 442 +1.36 424 +0.42 4.34 +£0.35
C20:5(n-3) 1513 £1.15 1526+1.10 14.74+1.66 16.44+1.95 1470+ 1.19
C22:6(n-3) 11.30£1.60°  10.72+0.78* 11.48+1.42* 13.36+1.71° 12.12+1.37%
Total n-3 27.01 £2.49*  26.79+1.70* 27.06+2.15% 30.54+3.71> 27.46+221%®
Total n-6 17.36 £2.46* 2035+1.02 22.13+£1.51° 19.76+1.87° 20.31+1.44%
n-3/n-6 1.58 £0.22° 1.32£0.10° 1.23+£0.122 1.54+£0.07° 1.36 £0.11°

Medias = DE; ND= no detectado
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VI. CONCLUSIONES

El contenido de harina de pescado puede reducirse en los alimentos mediante la sustitucion
con harinas vegetales, sin afectar parametros de calidad del agua, composicién proximal y

crecimiento de postlarvas (PL15) y juveniles de L. vannamei en un cultivo con biofloculos.

El uso de un sistema con biofloculos provee alimento vivo, asi como mejora la calidad del

agua y la actividad enzimatica digestiva de los organismos cultivados.

La comunidad microbiana establecida en los biofloculos fue capaz de inhibir el crecimiento
de las bacterias tipo Vibrio y favoreci6 el de organismos benéficos (bacterias heterdtrofas y

nitrificantes).

Los resultados de esta investigacion sugieren que los biofléculos tienen un alto potencial como
alimento vivo, rico en nutrientes (proteinas, lipidos y carbohidratos) que puedan suplementar

alimentos elaborados con bajo contenido de harina de pescado.

A pesar que ninguna de las dos fuentes de alimento (formulado y biofloculos) por si sola es
adecuada para la nutricion del camardn, el uso de ambas simultdneamente pudiera cubrir sus

requerimientos nutricionales.

El perfil de 4cidos grasos y aminoacidos de los biofloculos y del tejido del camardn resultaron

ser independientes de la composicion de los alimentos.
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VII. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio se sugiere indagar en las siguientes

lineas de investigacion:

Estimar el consumo total de alimento vivo (biofléculos) en diferentes etapas de cultivo del
camaron (postlarva, juvenil y adulto) para realizar el ajuste necesario en calidad y cantidad de

alimento formulado de acuerdo a sus requerimientos.

Describir a detalle cuales microorganismos conforman los biofloculos y su rol en la actividad

enzimadtica digestiva del camaron en los 6rganos que conforman su sistema digestivo.

Evaluar la posibilidad de integrar otros sistemas de cultivo que toleren baja salinidad
(acuicolas o agricolas) con el fin de obtener mayor provecho de los recursos empleados

(nutrientes, agua y terreno).

Calcular el beneficio econdémico y ecologico que podria tener un sistema de biofloculos sin
recambio de agua y alimentado con bajo contenido de harina de pescado en comparacion con

un sistema tradicional.

Analizar como influye el contenido de harina de pescado de los alimentos formulados en las
propiedades organolépticas (sabor, color, olor, textura) del camardon cultivado con dichas

dietas.

Evaluar indicadores de calidad en ambos alimentos (formulado y biofloculos), tales como

digestibilidad, biodisponibilidad y palatabilidad, entre otros.

Investigar el efecto de los aminoacidos libres en el proceso de osmorregulacion del camardn

blanco a distintas salinidades de cultivo.
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