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RESUMEN GENERAL
En el cultivo comercial de M. americanum se ha observado un lento desarrollo, ya que
actualmente no se dispone de un alimento balanceado que contenga los ingredientes
apropiados para el crecimiento de esta especie. Para mejorar la eficiencia de los alimentos se
ha propuesto el uso de ingredientes que sean atractantes y contengan buena digestibilidad, con
el fin de maximizar la ingestion y asi contribuir a mejorar la tasa de conversion alimenticia. El
presente estudio fue disefiado para evaluar en bioensayos independientes la preferencia y
digestibilidad de seis alimentos de origen animal y vegetal, como posibles fuentes de proteina
alternativas en dietas para el langostino M. americanum. La metodologia se dividio en tres
experimentos, 1) bioensayos de selectividad y preferencia alimentaria, 2) un bioensayo de
digestibilidad in vitro, de ingredientes de origen animal y vegetal, con el método de pH-Stat,
utilizando extractos multienzimaticos de hepatopancreas; y 3) un bioensayo de digestibilidad
in vivo de dietas con la inclusion de ingredientes de origen animal y vegetal. Los ingredientes
que presentaron mejores resultados de preferencia alimentaria fueron los alimentos de origen
animal. Los valores de mayor grado de hidrélisis (GH) fueron harina de pescado y yaca
(Artocarpus heterophyllus) (3.32%), alimento comercial con 35% de proteina (2.83%), y de
menor GH la harina de soya (1.18%) comparados con el GH de la caseina como control. Se
elaboraron seis dietas utilizando como marcador zeolita, dos con inclusion de ingredientes de
origen animal: harina de calamar y subproducto avicola; de origen vegetal fue harina de coco,
yaca y soya; y una dieta de referencia a base de harina de pescado. Los coeficientes de
digestibilidad aparente de proteina en la dieta (DAPD) variaron de 97.47 a 93.43% entre los

ingredientes de origen animal, y de 95.72 a 94.67% en los de origen vegetal. Los maximos



coeficientes de digestibilidad de materia seca (CDAMS) variaron entre 96.82 y 95.48% y
fueron observados en la dieta de referencia, harina de soya y subproducto avicola. Se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) en el peso final (32.8-27.4¢g), la tasa de
crecimiento especifico (0.85-0.61%/dia) y la supervivencia (86.7-70.0%) en las dietas
experimentales para el langostino. Los resultados de digestibilidad in vitro e in vivo muestran
que los adultos de M. americanum tienen la capacidad de digerir la proteina de ingredientes
animales y vegetales, por lo tanto los ingredientes probados pueden ser utilizados como

suplemento dietético.



INTRODUCCION GENERAL

Caracteristicas de Macrobrachium

La pesqueria mexicana del langostino de rio se basa actualmente en la explotacion de las
especies del género Macrobrachium. Se han descrito mas de 100 especies de las cuales 26
han sido registradas como nativas de México, América Central y Sudamérica.
Macrobrachium americanum es una de las especies de langostino para México, Guatemala, El
Salvador, Costa Rica, Panama y Colombia con mayor potencial acuicola debido a que alcanza
tallas mas grandes dentro del género Macrobrachium (Hernandez et al., 2007). Por ello tiene
importancia econémica en México, desde Sinaloa hasta Guerrero, y también se han reportado
registros hacia el sureste (Kensler et al., 1974; Laguna-Nataren, 2019).

La familia Palemonidae, la cual incluye a los langostinos del género Macrobrachium, se
distribuyen en los sistemas dulceacuicolas, marinos y estuarinos donde migran a la
desembocadura de los rios en temporada de reproduccion (Hernandez-Sandoval, 2008). Son
bentdnicos (en especial como juveniles y adultos), suelen ocupar cuevas, resquicios bajo
piedras y raices sumergidas (Montoya, 2003). Consumen detritos, algas, restos de animales
muertos y ademas son depredadores de macroinvertebrados acuéticos, caracterizados como
omnivoros y detritivoros (Albertoni et al., 2003).

Macrobrachium americanum crece hasta alcanzar gran tamafio, en México se han reportado
machos de 4509 y hembras de 225¢g, razén por la cual es altamente cotizado como alimento
para consumo humano (Méndez-Martinez et al., 2016). Actualmente la demanda en el
mercado no puede satisfacerse facilmente con la produccion natural, ya que es bastante

limitada. La captura de esta especie no se registra formalmente por su nombre cientifico en las
3



oficinas de pesca a nivel nacional, sino con los nombres comunes que le dan en cada Estado.
El uso de los nombres comunes no permite saber exactamente a cual especie se refiere cada
anotacion, ya que en la parte norte del pais M. americanum recibe el nombre de cauque o
chacal y en el sur el de pigua, acamaya y a veces langostino; y en otros lugares como camarén
de rio o muchlilla, algunas veces refiriéndose con el mismo nombre comun a M. acanthurus y

M. carcinus que se distribuyen en el sureste y Golfo de México.

Produccion

De acuerdo al anuario estadistico de acuicultura y pesca (CONAPESCA, 2013), el langostino
por su volumen se encuentra en el lugar 41 de la produccién pesquera en México; sin
embargo, por su valor, lo encontramos en el lugar 23, la captura se reporta de 2,483 toneladas
en peso vivo, en promedio por afio. La tasa media de crecimiento de la produccion en los
ultimos 10 afios es de -4.73% lo cual se debe a la falta de infraestructura en los centros
acuicolas y laboratorios. Es importante sefialar que no estan disponibles datos actualizados de
la explotacion pesquera por especie de Macrobrachium en México, pues en todos los Estados
del pais la pesca de este género es principalmente artesanal o de subsistencia por parte de las
comunidades asentadas en los margenes de los rios; con frecuencia ejercida de manera
informal o ilegal, y en la mayoria de los casos, su captura no es reportada o documentada
oficialmente (Garcia-Guerrero et al., 2013).

En paises de América Latina se ha intentado cultivarlo y producirlo bajo un esquema
econdémicamente productivo y sin que exista alguna técnica ya establecida. Los primeros
intentos para el cultivo de M. americanum en el pais, se llevaron a cabo por Arana-Magallon,

en El Rosario, Sinaloa, desde el afio de 1977 para establecer una granja de cultivo de bagre de
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canal (Ictalurus punctatus) y de langostino nativo (M. americanum), a nivel comercial, con
apoyo de la iniciativa privada. De esta forma, durante algunos afios se realizaron
investigaciones sobre esta especie de langostino, principalmente enfocadas a su ciclo de vida,
reproduccion, incubacion, desarrollo larvario, crecimiento y alimentacion, con el fin de
establecer las bases bioldgicas y técnicas para su cultivo (Lizarraga, 1974; Granados, 1980;
Ponce-Palafox et al., 2002; Garcia-Guerrero y Apun, 2008; Garcia-Guerrero, 2010). Se ha
sefialado el potencial que tiene la especie para ser cultivada en forma extensiva con resultados
prometedores en cuerpos de agua temporales en sistemas de monocultivo o con especies de
peces no carnivoros, realizando algunas introducciones en bordos temporales del estado de
Morelos (Martinez-Palacios et al., 1980).

Dada la importancia ecoldgica y comercial del langostino M. americanum se sugiere que para
abordar los problemas asociados con la eficiencia alimenticia es necesario conocer los
mecanismos que intervienen en la alimentacion, y posteriormente vincular la fisiologia

digestiva de los langostinos con el comportamiento alimentario.

Comportamiento alimentario

En el proceso de comportamiento alimentario cabe mencionar que la habilidad para detectar a
distancia el alimento confiere a los crustaceos la ventaja de maximizar la ganancia de energia
y nutrientes consumidos (Montemayor-Leal, 2000). En el caso de los crustaceos decapodos,
existen tres diferentes vias de deteccion para localizar una fuente de alimento: visual,
mecanica y por quimiorreceptores que estan presentes en la mayoria de los apéndices de los
camarones, dando como respuesta la aceptacion o el rechazo del mismo (Antimo-Pérez, 2000;

Méndez-Martinez et al., 2016).



Digestibilidad

Desde hace tiempo se ha planteado la necesidad de buscar nuevas fuentes proteicas a traves de
la evaluacion experimental de ingredientes de origen animal y vegetal con el propdsito de
incorporarlos en la alimentacion de peces y crustaceos. Sin embargo, la nutricion se ve
afectada por la calidad de los alimentos acuicolas, la cantidad de ingredientes y por la cantidad
de nutrientes que digieren absorben y utilizan para los procesos metabdlicos. La digestibilidad
indica la cantidad de un ingrediente que es digerido y absorbido por el organismo y no es
excretado en las heces; por lo que la calidad de un ingrediente en dietas puede evaluarse por
medio del coeficiente de digestibilidad de materia seca, proteina y energia. De esta manera, los
analisis del coeficiente de digestibilidad de nutrientes de las materias primas, permiten la
elaboracion de dietas a partir de la actividad enzimatica presente en el sistema digestivo de las
especies, prefiriéndose las que exhiben los mejores indicadores de digestibilidad (Cho y
Kaushik, 1990); asi mismo se puede maximizar la utilizacion de diversos ingredientes en las

dietas y a su vez evitar la posible eutrofizacion de las aguas de cultivo.

Ingredientes no convencionales en la elaboracion de dietas

En estudios recientes se ha experimentado con ingredientes de origen animal y vegetal no
convencionales en la formulacién de dietas para organismos acuaticos. Se han probado cuales
son los méas adecuados de acuerdo a la respuesta alimentaria y fisiologia digestiva de las
especies, con el fin de disminuir y optimizar los costos relacionados con la alimentacion. Por
esta razon, en diversas investigaciones ha surgido el interés de mejorar la eficacia de los
alimentos, que no incluyan o disminuyan el uso de harinas y aceites de origen marino. Dentro

de los alimentos no convencionales estan los productos de origen animal como los
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subproductos de la industrializacion de éstos como las cabezas de camardn, visceras, escamas,
huesos y aceites, todos ellos ricos en nutrientes que podrian ser utilizados en forma de harina
de pastas o ensilados para el desarrollo de productos acuicolas (Calvo et al., 2016).

Algunos de estos alimentos son la harina de calamar gigante (Dosidiscus gigas), que al ser un
alimento de origen marino su valor nutrimental se considera bueno destacandose el contenido
de proteinas, ademas funciona como atractante natural en las dietas (Tacon y Akiyama, 1997).
Su uso en alimentos para peneidos: Penaeus setiferus, P. stylirostris, P. vannamei, favorecio el
crecimiento y la digestibilidad (Fenucci et al., 1980; Dokken y Lawrence, 1985; Ezquerra-
Brauer et al., 2003).

La harina de subproducto avicola es considerada una fuente de proteina con alto valor
bioldgico, un coeficiente de digestibilidad del 82% y composicion quimica adecuada, ademas
de proporcionar minerales y vitaminas (Wisman et al., 1958). Considerando sus caracteristicas
nutricionales, su reducido costo y su disponibilidad en gran cantidad, la inclusion de esta
fuente de proteina en dietas comerciales para camarones en distintas etapas de cultivo
contribuye a una reduccidn significativa del precio de produccién (Davis y Arnold, 2000).

La soya es considerada una de las fuentes principales de proteina de origen vegetal, debido a
la calidad nutricional, bajo costo y disponibilidad, es la proteina de origen vegetal mas
utilizadas en la elaboracion de alimentos comerciales para peces y camarones (Ding et al.,
2015).

Se han realizado diversos trabajos sobre la utilizacion de la harina de coco o pasta de coco
(pulpa seca de Cocos nucifera), en la alimentacion animal. Se han elaborado dietas a base de
coco, pescado y glucosa, encontrando que la suplementacion con estos ingredientes aumenta la

tasa metabolica. En otras investigaciones se hizo la sustitucion de pastos por dietas a base de
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pasta de coco y harina de pescado en la alimentacion de ganado, registraron una mejor
digestibilidad al usar la combinacion de harina de pescado y pasta de coco (Moorthy y
Viswanathan, 2006). Asi mismo, se ha descrito el uso de la harina de coco como fuente de
lipidos y proteinas, en la elaboracién de dietas para la produccién de tilapias (Oreochromis
niloticus), carpas (Cyprinus carpio) y camaron (Penaeus vannamei) debido a la capacidad que
tienen para digerirla; los resultados destacaron que la harina de coco enriquecida con proteinas
podria ser utilizada como reemplazo del 50% de harina de soya en dietas acuicolas sin
comprometer el crecimiento, la produccion y la eficiencia de la alimentacion (Martinez-
Palacios, et al., 1996; Garcia-Hernandez et al., 2015). De igual manera, se ha reportado el uso
de pulpa fresca de coco como carnada en las trampas para captura de langostinos en diferentes
paises incluyendo México, debido a esto, se desarrollé una composicion a base de coco con un
indice de atractabilidad mejorado, para su uso como ingrediente en la elaboracion de carnadas
para la captura de organismos acuaticos, entre los que se incluyen crustaceos y otros animales
de agua dulce y de ambientes estuarinos (Nolasco-Soria, et al., 2014).

La harina del fruto de yaca (Artocarpus heterophyllus Lam.) contiene abundantes nutrientes
como son vitamina A, vitamina C, tiamina, riboflavina, calcio, potasio, hierro, sodio, zinc,
niacina, y antioxidantes, es de bajo contenido de proteina bruta (5.8%); debido a sus aportes en
carbohidratos solubles se puede obtener un alimento de gran valor nutritivo. Se ha utilizado
como sustituto alternativo en las dietas para aves y cerdos (Leyva, 2010; Kharisma et al.,
2014). En alimento para peces (bagre, tilapia y cachama) se han hecho inclusiones de harina
de semilla de yaca (Olaifa et al., 2013; Nyamweha et al., 2017), se demostro que es una fuente

de energia rica en almiddn, sacarosa, glucosa y fructosa.



A pesar de la importancia comercial que tiene el langostino M. americanum para ser cultivado,
no hay informacion sobre digestibilidad de ingredientes para su alimentacion y nutricion. En
México aun no se cultiva comercialmente en estanques, sin embargo, en las investigaciones
enfocadas al crecimiento se recurre al uso de dietas comerciales disefiadas para otras especies
de crustaceos. Estas dietas no permiten al langostino expresar todo su potencial de
crecimiento, ya que no estan formulados con base en la capacidad digestiva de la especie. Por
lo anterior, el interés del presente trabajo es contribuir al conocimiento de la alimentacion y
actividad digestiva de M. americanum, con ingredientes alternativos a la harina de pescado y a
las dietas comerciales, con el propoésito de disefiar dietas practicas eficientes que cubran con
los requerimientos nutricionales y que permitan alcanzar la talla comercial con menor gasto de

inversion.
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HIPOTESIS

Macrobrachium americanum es un animal omnivoro, con alta capacidad de recepcion
sensorial a distancia, mediante el uso de quimiorreceptores y sistema enzimatico desarrollado
para digerir ingredientes de origen vegetal y animal, que pueden ser incluidos en dietas para

potencializar el crecimiento, la engorda y cultivo de la especie.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el comportamiento, digestibilidad y crecimiento en Macrobrachium americanum

alimentados con dietas con la inclusion de ingredientes vegetales y animales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Describir el comportamiento y preferencia alimentaria de M. americanum con ingredientes

de origen animal y vegetal.

2. Evaluar la digestibilidad in vitro de ingredientes de origen animal y vegetal en M.

americanum.

3. Evaluar la digestibilidad aparente de dietas con inclusion de ingredientes de origen animal y

vegetal en M. americanum.

4. Evaluar el crecimiento y supervivencia de langostino M. americanum en un cultivo

experimental.
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CAPITULO 1. COMPORTAMIENTO Y PREFERENCIA ALIMENTARIA DE M.

americanum CON INGREDIENTES DE ORIGEN ANIMAL Y VEGETAL

1.1 RESUMEN

El presente estudio tuvo por objetivo explorar el comportamiento y selectividad alimentaria de
M. americanum, asumiendo que esta especie presenta preferencias alimentarias especificas.
Para ello, se realizaron dos bioensayos a 22 y 30°C, se disefiaron acuarios en los cuales se
ofrecieron a los langostinos, tres alimentos de tipo animal: calamar, subproducto avicola,
subproducto de pescado; dos vegetales: coco (Cocos nucifera) y yaca (Artocarpus
heterophyllus), y un alimento comercial con 35% de proteina, de manera individual y
posteriormente en pares para registrar la preferencia de los langostinos. El factor medido fue el
tiempo (en segundos) en que los langostinos respondieron al estimulo de los alimentos. Cada
tratamiento se evalud por triplicado. Las observaciones del comportamiento no mostraron
diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos. Sin embargo, cuando se alimentaron
con calamar, subproducto avicola, coco y yaca se registr6 menor tiempo en desarrollar las
etapas de comportamiento. En el bioensayo de selectividad por pares se observé mayor
preferencia por los alimentos de origen animal. Por lo tanto, M. americanum en condiciones
de laboratorio muestra tendencias carnivoras, con comportamiento poco agresivo al consumir

el alimento.
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1.2 INTRODUCCION

El alimento de los crustaceos consiste basicamente de una dieta animal, que es capturada tanto
por depredadores activos como por individuos pasivos. Dado sus habitos alimentarios, los
crustaceos pueden ser divididos en varias clases: filtradores, depredadores, carrofieros y
parésitos (Waterman, 1960). En el caso de adultos de M. americanum, estos permanecen en
agua dulce, migrando hacia las aguas estuarinas para su reproduccion. Se caracterizan por ser
bentonicos de habitos omnivoros, se alimentan principalmente de zooplancton, detritos, algas,
macroinvertebrados acuaticos, restos de animales muertos y pueden recurrir al canibalismo si
no existe comida disponible (Rodriguez de la Cruz, 1967). Sin embargo, se ha documentado
que muestran preferencia por alimentos de origen animal (Benitez-Mandujano y Ponce-
Palafox, 2012).

Los langostinos tienden a movilizarse en las corrientes de agua caminando sobre el fondo;
generalmente por zonas de densa vegetacion, orillas sombreadas o entre piedras, raices
sumergidas y troncos que forman parte de su refugio, donde capturan su alimento. La
alimentacion incluye la basqueda de alimento, deteccion, orientacién, captura, manipulacion y
finalmente la ingesta del alimento. Existen tres diferentes vias de deteccion para localizar una
fuente de alimento: visual, mecénica y por quimiorrecepcion, aunque la localizacion de las
fuentes de alimento de los decapodos se debe en gran medida a la quimiorrecepcion, mas que
a la mecanorrecepcion o a la vision. Los quimiorreceptores estan presentes en todas las partes
del cuerpo del crustaceo, incluyendo los pereidpodos (Kalpana y Meena, 2016). Asimismo,
apéndices como las mandibulas, maxilulas, maxilas y los tres pares de maxilipedos, actuan en
actividades como la masticacion, manipulacion del alimento, limpieza de las superficies de
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otros apéndices, filtracion de particulas en suspension y creacion de corrientes de alimento
(Holdich y Lowery, 1988). La informacion sobre la base sensorial, el comportamiento y
alimentacion de los langostinos proporciona los medios para evaluar la eficacia de los
alimentos en términos de olor, sabor, tamarfio, aceptacion o rechazo del alimento (Antimo-
Pérez, 2000; Méndez-Martinez et al., 2016, Kawamura et al., 2018a).

A medida que disminuye la inclusion de la harina de pescado en los alimentos comerciales
para camarones, el papel de los quimioatractantes se vuelve crucial para preservar la
atractabilidad de los alimentos. Por lo que identificar los estimulos quimiosensoriales puede
ayudar a mejorar la ingestion de dietas formuladas, asi como minimizar la lixiviacion de los
nutrientes causada por la lentitud del comportamiento alimentario (Nunes et al., 2006).

Harpaz y Steiner (1990), realizaron un experimento con videograbaciones para investigar el
comportamiento alimentario inducido con betaina en M. rosenbergii, registraron aumento en
el crecimiento. Aréchiga et al., (2015), analizaron el efecto de la pigmentacién, crecimiento y
supervivencia mediante la inclusion de pigmentos de Hibiscus sadariffa, en alimentos para M.
tenellum. Kawamura et al., (2017), documentaron el comportamiento alimentario de M.
rosenbergii y Litopenaeus vannamei mediante técnicas de selectividad sensorial, en donde
explican la importancia de los diferentes apéndices para la deteccion y basqueda del alimento.
En investigaciones recientes han demostrado que no existe diferencia significativa en la
atractabilidad y palatabilidad de harinas de cerdo, pluma y camardn con la harina de pescado,
probados en bioensayos de comportamiento de M. tenellum (Montoya-Martinez et al., 2018).
Debido a la importancia economica y el interés de cultivo en M. americanum, este trabajo
tiene como objetivo describir el comportamiento y preferencia alimentaria de M. americanum

con ingredientes de origen animal y vegetal.
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1.3 MATERIALES Y METODOS

1.3.1 Evaluacién del comportamiento y preferencia alimentaria

Los bioensayos de comportamiento y preferencia alimentaria se realizaron con la metodologia
propuesta por Costero y Meyers (1993) (Tabla 1.1). Se utilizaron organismos de M.
americanum de 20 * 2.47g. Fueron mantenidos en tanques circulares de 100L equipados con
aireacion continua, durante 5 dias para adaptarse a las condiciones de cautiverio; en este
periodo los animales fueron alimentados ad libitum con alimento comercial (Malta-Cleyton®
35% de proteina).

Tabla 1.1. Condiciones experimentales estandarizadas para evaluacion de las respuestas de los
langostinos a los estimulos de la alimentacion.

(1) Los camarones se acondicionaron durante 5 dias bajo condiciones de calidad del agua
comparables a las condiciones de prueba.

(2) Las pruebas fueron realizadas con una camara sumergible con vision de 360° en una sala
semioscura (con suficiente luz para discernir las respuestas).

(3) Los tiempos de observacion se estandarizaron, para todas las observaciones con duracion de 60
minutos para cada tratamiento.

(4) Se detuvo el flujo de agua para evitar la corriente unidireccional sobre la fuente de
alimentacion.

(5) Los alimentos fueron asignados aleatoriamente a posiciones para minimizar la preferencia de
los animales por los lados del acuario (en experimentos de dos opciones).

(6) No se proporciond aireacién durante la prueba

(7) El acuario se vacié completamente y se limpi6 después de cada uno de ellos.
Fuente: Costero y Meyers (1993), con modificaciones.

Para estimular las respuestas de alimentacion los animales se tuvieron en ayuno durante 24
horas antes de realizar las observaciones de comportamiento. Se coloco un animal a la vez con
una opcién de alimento y posteriormente con dos opciones de alimento en un tanque circular

con dimensiones de 70cm x 60cm (diametroxalto).
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El tanque fue equipado con una camara de video (PanoView 360°) para grabar el tiempo que
utilizan en la respuesta y preferencia de la fuente de alimento, cada video grabacién fue de 60
minutos. (Fig. 1.1). Para cada observacion los alimentos se ofrecieron en cantidades similares
(49), se utilizé un animal diferente, y después de cada sesion se realizaron recambios de agua

del 100%.

70 em

Figural.l. Esquema del dispositivo de video grabacion de las fases de comportamiento
alimentario de M. americanum en el tanque experimental. Se grabaron iméagenes de 360°
durante 60 minutos.

1.3.2 Medicion de las respuestas conductuales

El comportamiento alimentario fue categorizado de acuerdo a las siguientes propuestas por
Lee y Meyers (1997) con modificaciones: (1) deteccion: tiempo transcurrido entre la
inmersion de los alimentos y el inicio de la percepcion por parte del langostino, como el
movimiento de las antenas, las partes bucales y los pereidpodos; (2) orientacion: el tiempo
transcurrido en el que los langostinos se dirigen hacia el alimento; (3) locomocion, el tiempo
gue los langostinos se pasan buscando el ingrediente escogido después de la deteccién, los
langostinos empiezan a moverse hacia adelante o hacia atrds en el alimento, caminando o
moviéndose rapidamente de un lugar a otro, y buscando de forma calmada o intensiva el

alimento; (4) movimiento de huida o errante: tiempo que pasan los langostinos moviéndose
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activamente de un lado a otro después de encontrar el alimento; y (5) actividad alimentaria:

tiempo en el que ingieren el alimento después de haberlo detectado (Fig. 1.2).

4) Movimiento de
huida

1) Deteccion 2) Orientacion

3) Locomocion

5) Alimentacion

Figura 1.2. Descriptores para analizar las respuestas de comportamiento de M. americanum a
los alimentos.

Cuando el alimento seleccionado fue consumido se calific6 como una respuesta positiva.
Después de la orientacion y locomocion si no hubo consumo de alimento se contabiliz6 como
respuesta de rechazo. El porcentaje de respuestas positivas y rechazos para cada ingrediente

probado se calcularon con las siguientes ecuaciones (Nunes et al., 2006):

% de eleccion positiva = (nimero total de opciones/ndmero total de comparaciones) x100

% de rechazo = (nimero total de rechazos/nimero total de opciones) x100

1.3.4 Disefio experimental

El estudio se dividio en tres fases, la fase inicial (Fase 1) se realizé para validar la metodologia
y el sistema utilizado. Para la Fase | y Il, se compard el comportamiento y preferencia
alimentaria a temperatura de 22 y 30°C respectivamente. Los alimentos de prueba fueron:

alimento comercial (Malta-Cleyton® 35% de proteina), tres de origen animal, subproducto de

19



pescado, subproducto avicola y calamar; y dos de origen vegetal: pulpa de yaca y coco. Cada
ingrediente se prob6é con un langostino diferente de M. americanum. En la fase IlI, los

ingredientes se compararon entre si, se colocaron dos opciones de alimento y un langostino.

1.3.5 Andlisis estadistico

Para la fase 1 y Il, los tiempos de deteccion, orientacion, locomocion, movimiento de huida y
alimentacion los resultados se sometieron a un analisis de varianza para determinar diferencias
entre los distintos tratamientos. Al encontrarse diferencias significativas, los tratamientos
fueron separados utilizando una prueba de comparacion de medias de Tukey (Zar, 1982). Para
la fase Ill, los datos positivos y de rechazo de las comparaciones realizadas entre los
ingredientes se sometieron al andlisis de ji cuadrada. Se realizaron comparaciones entre pares

con la prueba de z cuando las diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.05).
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1.4 RESULTADOS

1.4.1 Fases de comportamiento y preferencia alimentaria

La calidad del agua durante las pruebas de comportamiento con M. americanum fue mantenida
en 5.6 £ 0.41mg/L de oxigeno disuelto, 22 + 0.4 y 30 + 0.2°C de temperatura y 8 + 0.5 de pH.
En la tabla 1.2 se presenta la respuesta de comportamiento frente a los alimentos
suministrados. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos cuando se realizd el experimento a 22°C, mientras que a temperatura de 30°C se
encontraron diferencias entre los tratamientos en el tiempo de inactividad y deteccion. Los
langostinos invirtieron menor tiempo cuando se les ofrecié calamar, coco y subproducto
avicola después de la deteccion hasta el momento en que comienzan a consumir el alimento;
este comportamiento se observd en ambas temperaturas. Para el subproducto de pescado y

fruto de yaca se observé una respuesta similar en todas las etapas de comportamiento.

Tabla 1.2. Promedio de tiempo (segundos) obtenido durante las diferentes fases del
comportamiento alimenticio observado durante 60 minutos a temperatura de 22 y 30°C

Movimiento

. Inactividad Deteccion Orientacion Locomocién Alimentacion
Ingrediente errante
22°C 30°C 22°C 30°C 22°C 30°C 22°C 30°C 22°C 30°C 22°C 30°C
?J::;‘i:le 1451 1481 158  377° 188 390 230 408 329 442 349 491
Calamar 1427 1854 144 421° 205 428 219 432 198 245 511 90
Coco 1022 734° 129  115% 165 122 175 128 660 264 205 298
i\l:ik::grszCto 1006 876® 370  111° 413 185 420 185 356 655 505 265
322222;’35“ 1146 1367 563 283" 657 221 660 233 395 717 674 189
Fruto de yaca 834  1022® 304  125° 438 218 457 255 335 794 630 64

Las medias con diferente superindice indican diferencias significativas entre los ingredientes. (F= 1.50; g. I. 11,
p> 0.05).

Los langostinos fueron mas activos (tiempo de movimiento errante o de huida) cuando se les

ofrecio el coco, yaca, subproducto avicola y subproducto de pescado; mientras que el
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tratamiento con menor respuesta alimentaria fue el alimento balanceado para ambas

temperaturas.

1.4.2 Selectividad alimenticia en pares

El alimento balanceado no fue elegido por los langostinos, mientras que el ingrediente de
mayor porcentaje de respuestas positivas se observd en el subproducto de pescado,
subproducto avicola y calamar, sin diferencias significativas entre los tratamientos (tabla 1.3;
p<0.05). Estos valores fueron significativamente diferentes a los valores determinados para

COCO Yy yaca, los cuales presentaron los porcentajes de mayor rechazo.

Tabla 1.3. Numero de comparaciones y porcentajes de respuestas positivas y rechazo de seis
alimentos para M. americanum.

Ingrediente Ndmero de Respuesta positiva Rechazo
comparaciones (%) (%)
Subproducto de pescado 15 31.11° 2.22
Calamar 15 22.22% 11.11
Subproducto avicola 15 20" 13.33
Coco 15 17.78" 15.56
Yaca 15 8.89" 24.44
Alimento comercial 35% de proteina 15 0.00° 33.33

Chi- cuadrada <0.001
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1.5 DISCUSION

Los resultados reportados aqui sefialan la importancia de caracterizar las respuestas de
alimentacion de los langostinos en términos de descriptores del comportamiento. A través de
los diferentes bioensayos, permiten seleccionar aquellos con posibilidades de ser usados en
condiciones de cultivo comercial. Las fases de comportamiento registradas para M.
americanum correspondieron a las detectadas por otros autores como Harpaz et al., (1987) y
Costero y Meyers (1993).

Para los bioensayos y el mantenimiento de los organismos, fue implementado un sistema en el
cual se utilizaron acuarios circulares sin aireacion durante la video grabacion del
comportamiento, el cual proporcion6 buenos resultados al evitar el movimiento del organismo
en contra o a favor de la corriente del agua. En experimentos de atraccion realizados con M.
rosenbergii se han utilizado sistemas rectangulares, en los que el alimento se coloca en un
extremo, mientras que el organismo se coloca en el extremo opuesto; en las observaciones
realizadas los autores encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (Harpaz et
al., 1987; Mendoza et al., 1997). Mientras que Montoya-Martinez et al., (2018) en la
evaluacion de sistemas “Y” y rectangulares no encontraron diferencias significativas en el
comportamiento alimentario para M. tenellum. De acuerdo con Costero y Meyer (1993), la
interpretacion adecuada de las observaciones y las diferencias encontradas entre los
ingredientes utilizados como atrayentes depende del uso del sistema de bioensayo en el que se
cuantifique el comportamiento.

Mediante los bioensayos de selectividad alimentaria se identificaron los alimentos de mayor
preferencia para los langostinos, por consiguiente cuando se utilizan los ingredientes

adecuados en la elaboracion de dietas balanceadas se garantiza la eficiencia alimenticia de los
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mismos. En investigaciones anteriores los principales ingredientes utilizados como
estimulantes alimenticios han sido compuestos quimicos solubles en agua como los
aminoacidos, principalmente taurina, glicina, arginina, acido glutamico y alanina; péptidos
pequefios como aminas, nucledtidos y nucledsidos y bases amino como la betaina (Lee y
Meyers, 1997, Montemayor-Leal et al., 2005 y Nunes, 2006). Por lo tanto, las respuestas de
comportamiento y preferencia de los langostinos con los ingredientes de origen animal y
vegetal utilizados en este estudio confirman la capacidad de atractabilidad que tienen estos
para estimular los quimiorreceptores de M. americanum.

Con respecto a los resultados obtenidos con el alimento comercial, esto indica la poca cantidad
y/o calidad de los atractantes en la formulacién, lo que coincide con lo reportado por
Montemayor-Leal et al., (2005). EI mayor porcentaje de respuestas positivas en la selectividad
que se observo en este estudio fueron los ingredientes de origen animal: el subproducto de
pescado y el calamar, los cuales son utilizados de manera convencional como atractantes y
alimentos en las dietas para animales acuaticos. Estas observaciones concuerdan con lo
reportado en otras investigaciones de comportamiento con L. vannamei en donde registran
mayor preferencia alimentaria por el calamar (Akiyama, 1989, Nunes et al., 2006). En
contraste, Kawamura et al., (2018 b), reportan que adultos de M. rosenbergii aceptaron bien el
calamar al principio del experimento, pero respondieron negativamente después de las
primeras experiencias de alimentacion.

Por otro lado, con respecto a los ingredientes de origen vegetal, el coco y la yaca en las
pruebas de comportamiento el tiempo de respuesta alimentaria de los langostinos fue similar
en comparacion con ingredientes de origen animal, lo que se sugiere que tienen potencial para

ser usados en las dietas como atractantes. Resultados similares con el coco fueron encontrados
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en estudios con Litopenaeus vannamei y Oreochromis niloticus, los cuales fueron alimentados
con pasta de coco para sustituir el uso de la harina de pescado, mostrando un gran potencial
como atractante e ingrediente suplementario (Montemayor-Leal et al., 2005; Garcia-
Hernandez et al., 2015).

Las diferencias en las pruebas de selectividad sugieren que los langostinos de la especie M.
americanum, aunque son omnivoros tienden a ser mas carnivoros, esto puede deberse a los
aminoéacidos, lipidos y carbohidratos que tienen cada una de las fuentes utilizadas (Nunes et
al., 2006). Sin embargo, es necesario realizar varias pruebas en diferentes condiciones y tipos

de acuarios, para evitar interpretaciones erroneas y mejorar la metodologia.
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1.6 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos revelan que la seleccion o preferencia alimentaria en juveniles de
langostino M. americanum son los alimentos de origen animal. Por lo tanto de acuerdo a estos
resultados, el subproducto de pescado, subproducto avicola y el calamar son una fuente de

proteina que se puede utilizar en dietas para esta especie.

El coco y la yaca, fueron en menor porcentaje seleccionados por los langostinos, sin embargo,
se obtuvieron resultados favorables en el tiempo invertido en cada una de las fases de
comportamiento. Esto indica que tienen gran potencial como ingredientes atractantes en la

elaboracion de dietas comerciales para esta especie.
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CAPITULO 2. DIGESTIBILIDAD in vitro DE PROTEINA DE INGREDIENTES NO
CONVENCIONALES EN DIETAS PARA EL LANGOSTINO Macrobrachium

americanum

2.1 RESUMEN

Actualmente no se dispone de un alimento balanceado que contenga los ingredientes
apropiados para el crecimiento de Macrobrachium americanum. En este estudio se determind
el grado de hidrdlisis (GH%) de siete ingredientes proteicos de origen animal y vegetal,
mediante el método pH-Stat, utilizando extractos multienzimaticos de hepatopancreas de
adultos de M. americanum. De todos los ingredientes probados, los de mayor GH fueron
harina de pescado y yaca (3.32%), y alimento comercial (2.83%); y de menor GH fue la harina
de soya (1.18%) respecto al GH de la caseina, como ingrediente de referencia. Se concluye
que los ingredientes de prueba mencionados pueden ser fuentes potenciales de proteina, para

la elaboracion de dietas para M. americanum.
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2.2 INTRODUCCION

En la actualidad, la demanda de productos de origen marino, principalmente pescado y aceite
de pescado como fuente de proteina, es cada vez mayor. Por otro lado, la acuicultura se ha
desarrollado a un ritmo acelerado en los ultimos afios, ocasionando con esto una gran demanda
de alimentos balanceados para cubrir las necesidades en los cultivos. Por lo que es necesario
buscar otras fuentes de energia y proteina que ayuden a sostener este crecimiento. Entre las
estrategias para disminuir el uso de harinas de origen marino en la elaboracion de alimentos
comerciales, es la inclusion de materias primas no convencionales provenientes de diferentes
industrias como: subproductos agricolas, avicolas o pesqueros (De la Higuera y Cardente,
1993). Sin embargo, es necesaria la valoracion de los diferentes tipos de ingredientes a
utilizar, dado que se ha sefialado diferencias entre ellos en la calidad de proteina y el efecto
que tienen en el crecimiento de los organismos. Las proteinas de origen animal son las mas
usadas en la alimentacion debido a que son muy atractantes y ricas en aminoacidos esenciales,
mientras que las proteinas vegetales son usadas en menor proporcion (Tacon, 1994).
Recientemente se realizan investigaciones en la elaboracion de alimentos con ingredientes
proteinicos alternativos con el fin de disminuir y optimizar los costos relacionados con la
alimentacion.

La seleccion de los ingredientes con mayor digestibilidad posibilita la elaboracion de dietas
fisiolégicamente adecuadas y obtener una mejor nutricion (Tacon y Akiyama, 1997). La
digestibilidad es uno de los pardmetros utilizados para medir el valor nutricional de los
distintos insumos destinados a alimentacion acuicola, debido a que no es suficiente que la
proteina u otro elemento se encuentre en altos porcentajes en el alimento sino que deber ser
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digestible para que pueda ser asimilado, y de esta manera, aprovechado por el organismo que
lo recibe. El conocimiento de los coeficientes de digestibilidad constituye una excelente
medida de calidad, por lo tanto, hace viable la inclusion de una gran variedad de productos y
subproductos en dietas para peces y crustaceos. Actualmente se realizan estudios de
digestibilidad in vitro usando enzimas de hepatopancreas del camarén, utilizando el sistema
pH-Stat, como una alternativa rapida y rentable para la elaboracién de alimentos, ya que
permite examinar un gran namero de fuentes de proteinas en menor tiempo (Moyano et al.,
2014). Este método consiste en someter las proteinas a una digestion artificial, donde se evalla
el porcentaje de enlaces peptidicos hidrolizados por accion de las diferentes proteasas
(Ezquerra- Brauer et al., 1997; Alarcon et al., 2002). Respecto a la digestibilidad de
ingredientes en dietas comerciales para langostinos del género Macrobrachium en las
investigaciones de Espinosa-Chaurand (2017), Santos-Romero et al., (2017) y Montoya-
Martinez et al., (2018), se describen la actividad enzimatica y digestibilidad de ingredientes
proteinicos en M. tenellum. Manriquez-Santos et al., (2011), realizaron la caracterizacion de
enzimas digestivas y evaluaron in vitro la digestibilidad de extractos multienzimaticos de
adultos de M. carcinus, con el fin de contribuir al disefio de dietas adecuadas para la
reproduccion y cultivo intensivo de la especie.

Aunqgue se dispone de informacion sobre los requisitos nutricionales y crecimiento de M.
americanum (Yamasaki-Granados et al., 2013; Méndez-Martinez et al., 2018; Pérez-
Rodriguez et al., 2018), la alimentacion es uno de los principales limitantes para la
reproduccion y obtencion de larvas de esta especie. Es por ello que el objetivo en este estudio
fue evaluar la digestibilidad in vitro de ingredientes de origen animal y vegetal, con fines de

contribuir en el disefio de dietas para el crecimiento de M. americanum.
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2.3 MATERIAL Y METODOS

2.3.1 Obtencion de adultos

Para este estudio se utilizaron adultos de M. americanum (38 + 3.80g y 10.56 £+ 1.78cm),
obtenidos del medio silvestre con técnicas de pesca artesanal, en el rio Ameca, municipio de
Bahia de Banderas, Nayarit. Los organismos se mantuvieron en estanques de concreto de 2.8

m?, en ayuno por 24 horas, para vaciar el tracto gastrointestinal antes de su procesamiento.

2.3.2 Obtencion de extracto multienzimatico

Los langostinos fueron pesados y medidos de manera individual utilizando una balanza
OHAUS, para calcular el peso promedio. La glandula digestiva o hepatopancreas (HP) fue
extirpada por medio de una diseccién cefalica y pesada. El conjunto de HP se liofiliz6 (-63 °C,
durante 72 horas) y almacenaron en tubos tipo Falcon (Fig. 2.1). Las disecciones Yy liofilizado
de los HP se realizaron en el Laboratorio de Calidad de Productos Carnicos en el Centro
Nayarita De Innovacion y Transferencia De Tecnologia A.C. (CENIT).

Para la obtencion del extracto enzimaético, el liofilizado del tejido del HP se peso y fue
repartido en dos pool, rehidratado con agua destilada (1:9, p/v) en frio y homogenizados (Ultra
Turrax® lka T18 Basic). Posteriormente se centrifugd a 13 200 rpm por 20min y 4°C
(Eppendorf 5430-R), la fraccion de lipidos fue removida y el sobrenadante se recupero.
Inmediatamente el extracto multienzimatico se almacen6 a -20°C, hasta ser usado para el

analisis de contenido de proteasa y actividad enzimatica.
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Figura 2.1. Preparacién de extractos multienzimaticos: A) Extraccion de hepatopancreas; B)
Liofilizado; C) Hepatopancreas; D) Homogenizado y centrifugado de tejido.

2.3.3 Determinacion de proteinas y actividad enzimatica

La concentracion de proteina en el extracto enzimatico, se determind con el método de
Bradford (1976), con una curva estdndar de albumina bovina. Todas las reacciones se
realizaron por triplicado. La actividad de las proteasas totales se evalto por el método
propuesto de Vega-Villasante et al., (1995), usando azocoll, (2.4% en sodio fosfato 10 mM,
pH 7; Sigma A4341) como sustrato, expresada en U proteasa/ml proteina. Los valores de
actividad especifica se tomaron como base para el célculo del volumen de extractos

multienzimaticos para la hidrélisis alcalina, de ingredientes proteinicos.
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2.3.4 Materias primas

Se probaron los siguientes ingredientes como fuente de proteina: las harinas de soya, calamar,
pescado y subproducto avicola, las cuales fueron obtenidas de la empresa Proteinas Marinas y
Agropecuarias S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México. La harina de coco fue obtenida de
la empresa Coco Colima, S.A. de C.V., Colima, México, y la harina de yaca (Artocarpus
heterophyllus) fue elaborada mediante la deshidratacién y pulverizacion de la pulpa en el

Laboratorio de Tecnologia de Alimentos de la Universidad Autdnoma de Nayarit.

2.3.5 Digestibilidad in vitro en el pH-Stat

El grado de hidrolisis (GH%) de las proteinas utilizadas fue evaluada por el método pH-Stat
(Metrohom 718 Titranto, Herisan, Suiza), de acuerdo con Saunders et al., (1972), modificado
por Dimes y Haard (1994). La digestion se inicid con la adicion de 1ml del extracto
multienzimatico de hepatopancreas de langostino M. americanum, con actividad proteolitica
de 6.0 Umg™ y casefna como ingrediente de referencia, ajustando el pH a 8.0 con hidréxido de
sodio NaOH 0.1N. A partir del gasto de NaOH se determiné el grado de hidr6lisis (GH), el
cual se expresa como porcentaje del nimero de enlaces pepitidicos hidrolizados con respecto
al total de la proteina. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. El grado de

hidrolisis, se determind con la ecuacion de Dimes y Haar (1994).
DH%=[(BxNbx1.5/Mx(S%/100))/8]x100

Do6nde: B= ml de NaOH 0.1N utilizados para mantener el pH en 8; Nb= Normalidad del

NaOH 1.5 factores de calibracién a pH 8 y 28°C, M= gramos de la mezcla, S= concentracion
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de proteina en la mezcla (%) y 8 es el contenido total de enlaces peptidicos (meg/g) para la
proteina caseina (Adler-Nissen, 1986).

La obtencion del extracto multienzimatico, determinacion de proteinas y grado de hidrdlisis se
realizé en el Laboratorio Central de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion

de la Universidad Nacional Autonoma de México (UMDI-UNAM).

2.3.6 Analisis proximales de los ingredientes de prueba

Las muestras de los ingredientes fueron analizadas siguiendo los métodos recomendados por
la A.O.A.C (1990). La humedad se determin6 secando a 105°C por 2h, cenizas por
incineracion a 550°C por 4h, lipidos por el método de extraccion de lipidos en un equipo

Soxhlet, proteina por el método Kjeldahl y energia por diferencia.

2.3.7 Andlisis estadistico

Los datos de las diferentes variables se sometieron a una prueba de normalidad de Shapiro
Wilk (p<0.05) y de homocedasticidad de Levene (p<0.05). Se realiz6 un Analisis de Varianza
de una via (ANOVA, p<0.05) para identificar diferencias entre tratamientos. Cuando se
presentaron diferencias significativas, se utilizd la prueba de Tukey (p<0.05) para identificar la
naturaleza de estas diferencias (Zar, 1996). Se analizaron dos pools de extracto enzimatico de
hepatopancreas con tres replicas para cada ingrediente (siete tratamientos), con un total de 42

digestiones. Para los analisis estadisticos se utilizo el paquete Statistica 13 Soft, Inc.
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Actividad enzimatica digestiva y determinacion del grado de hidrolisis

La actividad especifica de proteasas del hepatopancreas fue de 9.1U/ml proteina y de proteinas
totales fue de 31.48ug/ml. El valor de actividad especifica se tom6 como base para el calculo
del volumen de extractos multienziméticos, en la hidrélisis de ingredientes proteinicos. En
cuanto a la digestibilidad in vitro, hubo diferencias en el GH entre los siete ingredientes
probados (p<0.05). Se obtuvieron tres grupos diferentes de ingredientes segiin su GH, En la
tabla 2.1 se indican los valores de GH para los siete ingredientes proteinicos y el de referencia
(caseina). La caseina muestra un GH de 6.50 + 0.24. El grado de hidrolisis de la harina de yaca
y de pescado fueron los mas altos 3.32 + 0.85 y 3.20+ 0.37, respectivamente. Mientras que el

GH de la harina de soya fue el méas bajo con 1.18 + 0.42.

Tabla 2.1. Comparacion del grado de hidrélisis (GH) y porcentaje de digestibilidad in vitro de
los ingredientes de prueba, utilizando los extractos multienzimaticos de M. americanum.

Ingrediente GH Digestibilidad %

Caseina 6.50 + 0.24° 100

HC 1.69 +0.18%® 26.00
HY 3.32+0.85° 51.13
HS 1.18 + 0.42° 18.15
HSA 1.30 + 0.84° 20.04
HSQ 2.22 +0.67° 34.09
HP 3.20+0.37¢ 49.29
AC 2.83 +0.50° 43.53

HC, Harina de coco; HY, Harina de yaca; HS, Harina de soya; HSA, Harina de subproducto avicola;
HSQ, Harina de calamar; HP, Harina de pescado. Los valores con diferente letra para cada columna
indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 2.2. Grado de hidrdlisis de las fuentes proteicas utilizadas con extracto multienzimético de
hepatopancreas del langostino de agua dulce M. americanum. HC, harina de coco; HY, harina de yaca;
HS, harina de soja; HSA, harina de subproducto avicola; HSQ, harina de calamar; AC, alimento
comercial: HP, harina de pescado.

2.4.2 Analisis proximales de los ingredientes de prueba

Los resultados de la composicion quimica de los ingredientes utilizados en este estudio se
presentan en la tabla 2.2 (A.O.A.C, 1984). Se observa que el contenido de proteina cruda en
los ingredientes de origen vegetal es menor comparado con los valores de los ingredientes de
origen animal. La composicion proximal de los ingredientes fue de materia seca (90.57 -
91.25% y 88.90 - 90.39%), proteina (4.52 - 40.40% y 52.51 - 71.07%), lipidos (7.20 - 12.40%
y 3.10 - 15.56%), cenizas (6.30 - 9.00% y 13.89 - 22.66%) y energia bruta (15.42 - 16.80kJ/kg
y 13.56 - 14.41kJ/kg) para los ingredientes de origen vegetal y animal, respectivamente. El
valor obtenido de proteina cruda en la harina de calmar fue el méas alto, con 710.7g/kg. La
concentracion de PC para la harina del fruto de yaca fue el mas bajo (45.2g/kg) comparado

con el resto de los ingredientes.
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Tabla 2.2. Composicion proximal (% de materia seca) de los ingredientes de prueba para
analizar digestibilidad in vitro del langostino M. americanum
Materia seca Proteinacruda Extractoetéreo Ceniza Energia

Ingredientes

(%0) (%0) (%0) (%) (kJ/kg)
HC 91.00 16.50 12.40 630  16.80
HY 90.57 452 7.30 591  16.37
HS 91.25 40.40 7.20 9.00 1542
HSA 90.30 52.51 15.56 2266  14.41
HSQ 90.00 71.07 3.10 1389 1356
HP 88.90 59.45 7.79 17.08 1377
AC 88.00 35.00 10.00 1300 1475

HC, Harina de coco: Coco Colima S.A. de C.V., Ciudad Armeria Del Edo. de Colima. HY, Harina de
yaca; HS, Harina de soya; HSA, Harina de subproducto avicola; HSQ, Harina de calamar; HP, Harina
de pescado: Proteinas Marinas y Agropecuarias S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México. AC,
Alimento comercial: Malta Cleyton por Malta Texo de México S.A. de C.V. y/o Grupo Neovia.
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2.5 DISCUSION

La actividad enzimatica se ha descrito las especies de crustaceos principalmente del genero
Penaeus, ayudando a comprender su fisiologia digestiva y mejorar su nutricion. Se han
realizado estudios con el fin de determinar las enzimas digestivas presentes en camarones, la
gran mayoria se han centrado en las especies del género Penaeus (Vega-Villasante et al.,
1995; Casillas-Hernandez et al., 2002) pero pocos trabajos han evaluado la actividad
enzimatica en especies del género Macrobrachium. La actividad de proteasas de M.
americanum fue similar comparada con los valores reportados por Laguna-Nataren, (2019) y
Manriquez-Santos et al., (2011) en M. carcinus, es decir que estas dos especies coinciden con
la actividad enzimatica digestiva en el hepatopancreas. A su vez esto es similar a los valores
reportados en las especies de los cangrejos, Callinectes bellicosus y C. arcuatus (Diaz-Tenorio
et al., 2006). Esto esta relacionado con la forma en que los crustaceos tienden a alimentarse al
permanecer largo tiempo triturando y digiriendo el alimento, de tal modo que les permite
maximizar la capacidad de hidrolizar y asimilar los nutrientes dentro del hepatopancreas.

El método de digestibilidad in vitro para evaluar GH en crustaceos dulceacuicolas, permiten
completar técnicas convencionales de digestibilidad in vivo, por lo que tienen importancia
cada vez mayor en el estudio de la capacidad digestiva de los crustaceos cultivados. Este
método permite una evaluacion mas precisa del porcentaje de enlaces peptidicos totales
hidrolizados de fuentes de proteinas, utilizando cantidades minimas de materiales crudos, y el
valor nutritivo del alimento o de sus ingredientes por separado, a un coste y tiempo inferiores
a los ensayos in vivo, y en condiciones controladas, (Ezquerra- Brauer et al., 1997; Cuenca-

Soria et al., 2013).

39



En el presente trabajo se aplicd el método pH-Stat para evaluar la digestibilidad in vitro de
diferentes opciones de ingredientes para M. americanum, el grado de hidrdlisis (GH) fue
menor en los ingredientes de origen vegetal: harina de coco y de soya, y en ingredientes de
origen animal: harina de subproducto avicola, comparados con el grado de hidrdlisis de la
caseina. Los ingredientes con mayor GH fueron la harina de yaca y de pescado, con respecto
al GH y porcentaje de digestibilidad de los otros ingredientes de prueba. Manriquez-Santos et
al., (2011) evaluaron la digestibilidad in vitro de nueve ingredientes por el método pH-Stat,
utilizando un extracto multienzimatico de M. carcinus, y caseina como proteina de referencia.
Encontraron los valores més altos en levadura, harina de sangre de res y harina de cerdo; en
contraste, los valores mas bajos de digestibilidad se encontraron en la pasta de soya (30.9%),
harina de pescado (27.8%) e hidrolizado de pescado (28.1%). Montoya-Martinez et al., (2018)
registraron el mayor porcentaje de digestibilidad para las harinas vegetales: espirulina
(52.6%), seguida de la harina de coco (30%) y la harina de soya (17%); y menor porcentaje en
la harina de pescado (11.6%) para M. tenellum. A pesar de que la especie de estudio es un
langostino omnivoro, los resultados muestran que las enzimas digestivas de M. americanum
tienen una capacidad significativa para digerir principalmente fuentes de proteinas animal y en
menor porcentaje la proteina de origen vegetal. Sin embargo, los ingredientes de origen
vegetal que se utilizaron en este estudio no han sido probados como la principal fuente de
proteina en dietas para langostinos.

Es necesario realizar ensayos in vivo, para evaluar el efecto del alimento peletizado sobre el
crecimiento y capacidad digestiva de estos langostinos. Si se disefia una dieta beneficiosa, se
espera mejores condiciones alimentarias, comparadas con los alimentos convencionales

disefiadas para peces 0 crustaceos.
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CAPITULO 3. DIGESTIBILIDAD APARENTE, CRECIMIENTO Y
SUPERVIVENCIA DE LANGOSTINO M. americanum EN UN CULTIVO

EXPERIMENTAL

3.1 RESUMEN

Se determind la digestibilidad aparente de la materia seca (DAMS), la digestibilidad aparente
de proteinas (DAP) y la digestibilidad aparente de energia (DAE) de ingredientes utilizados
para dietas de Macrobrachium americanum. Los alimentos evaluados fueron harina de coco,
yaca, soya, calamar, subproductos avicolas y una dieta de referencia. Cada dieta se realizd con
el 75% de la dieta de referencia y 25% del ingrediente de prueba. Los valores de DAMS
oscilaron entre 96.82 y 94.31%. El ingrediente con la mejor digestibilidad de proteina (DAPI)
fue la harina de soya (90.95%), mientras que la harina de yaca (40.38%) tuvo el valor de
digestibilidad aparente méas bajo. Sin embargo, se obtuvo mejor crecimiento y supervivencia
con las dietas de harina de coco, yaca y calamar. Se encontraron diferencias significativas
(P<0.05) en el peso final (32.8 - 27.4¢), la tasa de crecimiento especifico (0.85 - 0.61%/dia), la
supervivencia (86.7 - 70.0%) en ninguna de las dietas experimentales de langostino. Estos
resultados muestran que los ingredientes tienen muy buen potencial como fuente de proteina

alternativa para el crecimiento de M. americanum.
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3.2 INTRODUCCION

La proteina es un nutrimento importante en la alimentacion de los crustaceos Peneidos, ya que
la velocidad de crecimiento en cultivo, depende de la cantidad de aminoacidos esenciales
contenidos en los alimentos balanceados fabricados para su engorde (Tacon et al., 2002).
Existe informacion que indica la factibilidad del reemplazo total o parcial de la harina de
pescado por otros ingredientes de origen animal como vegetal, tal es el caso de las harinas de:
sangre, plumas, subproductos avicolas, carne y hueso; o cereales como la pasta y harina de
soya. Estos ingredientes son generalmente fuentes de proteinas econdmicas que se han
utilizado en dietas formuladas para camarones durante décadas. Sin embargo, en los ultimos
afios, las investigaciones la formulacion de las dietas es una combinacion de las fuentes de
proteina y de energia en busca de obtener lo nutrientes esenciales para los organismos
acuaticos (Bureau et al., 1999; Tacon et al., 2002).

Los parametros para determinar el valor nutricional de los insumos y las dietas empleadas en
la alimentacion acuicola son, entre otros, la composicion quimica del ingrediente, las
necesidades de la especie y la digestibilidad. La determinacién de los coeficientes de
digestibilidad de materia seca, proteina y aminoacidos en los ingredientes permite obtener
mayor precision en el proceso de formulacion, ya que considera qué porcion de proteina esta
siendo digerida y potencialmente se encuentra disponible para el crecimiento (Terrazas et al.,
2010). Para comprender mejor esto es importante saber que la principal funcion del
hepatopancreas en los crustaceos, es el procesamiento del alimento que se lleva a cabo
mediante la secrecion de enzimas, la digestion y la absorcion de nutrientes, la disposicion de

productos de desecho y el almacenamiento de nutrientes (Da Silva-Santos et al., 2014).
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En la determinacion de requerimientos nutricionales, asi como en las pruebas para medir
digestibilidad, se utilizan como base de las dietas experimentales una dieta de referencia (DR),
de preferencia desarrollada para una especie en particular o grupo de peces con habitos
alimenticios similares. Tales DR son elaboradas con ingredientes semipurificados para
posibilitar mayor control sobre su composicion quimica; para el caso de los experimentos de
digestibilidad de ingredientes de prueba (IP), la DR es sustituida en un determinado porcentaje
por el IP permitiendo de esta manera evaluar su digestibilidad en diferentes niveles de
inclusion (Vasquez-Torres et al., 2002).

Existen algunos estudios sobre la digestibilidad de los ingredientes, pero la mayoria de ellos se
han centrado en otros crustaceos como Penaeus vannamei (Cruz-Suarez et al., 2009). Se
requieren de coeficientes de proteina y energia digerible precisos para formular alimentos
balanceados que cubran los requerimientos nutricionales, asi como para permitir la
substitucion efectiva de ingredientes con base en su costo y para reducir la produccién de
desperdicios. Las formulaciones que se basan exclusivamente en la composicion dietética
bruta, y no en la composicion digerible, pueden producir alimentos sobre-formulados,
incrementando su costo y los niveles de contaminantes, ya que la proteina es el componente
mas costoso en alimentos balanceados (Siccardi et al, 2006).

El objetivo del presente trabajo fue determinar la digestibilidad aparente de materia seca,
proteina y energia de ingredientes de origen animal y vegetal, y dietas experimentales para M.

americanum.
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3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Captura de los langostinos y lugar de bioensayo

Se obtuvieron organismos de M. americanum de 20g, del rio Ameca en el municipio de Bahia
de Banderas, Nayarit. El bioensayo de digestibilidad y crecimiento se realiz6 en las
instalaciones del Centro Acuicola de San Cayetano, departamento de Pesca del Estado de

Nayarit.

3.3.2 Elaboracion de dietas experimentales

Las dietas utilizadas en este experimento para determinar el coeficiente de digestibilidad
aparente (CDA) de cada ingrediente de prueba (Vease 2.3.4), fueron elaboradas con base a una
dieta de referencia (DR) (Tabla 3.1) y se mezcld en proporcion 75:25; como marcador inerte
se utilizo zeolita en una razén de 1% de la dieta (Fig. 3.1), en el Laboratorio de Nutricion y
Elaboracion de Alimentos Balanceados de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e

Investigacion de la Universidad Auténoma de México (UMDI-UNAM).

Figura 3.1 Elaboracion de dietas experimentales para analisis de digestibilidad aparente.
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Tabla 3.1 Composicién de la dieta de referencia utilizada en la formulacion de la dieta
experimentales.

Ingredientes o/kg
Harina de trigo® 350
Harina de pescado? 320
Aceite de pescado® 30
Almidén de maiz® 190
Harina de avena® 70
Premezcla de vitaminas® 14
Premezcla de minerales* 6
Grenetina® 10
Zeolita® 10
Total 1000

'Grupo Trimex, Ciudad de México, México; 2Proteinas Marinas y Agropecuarias S.A. de C.V,
Guadalajara, Jalisco, México; *Productora de Alimentos Mexicanos, S.A. de C.V. Mérida, Yucatan,
México; “Rovimix Vitamins O Lab. Roche S.A: Vit A 8.0*106 UI, Vit D3, 1.8*106Ul, Vit E 66.66¢
Vit B1 6.66g, Vit B2 13.33g, Vit B6 6.66g, Ca 33g Pantothenate.33g, Biotin 533.3mg, Folic acid
2.669, Ascorbic acid 400.0g, Nicotinic acid 100.0g, Vit B12 20.0mg, Vit K3 6.66g, Sp. Vehicle 1.0kg.
Premix microminerals O Lab. Roche S.A.: Composition per 100g: Magnesium 1.0, Zinc 16.0, Ferro
4.0, Copper 1.0, lodine 0.5, Selenium 0.05. Cobalt 0.01.

De acuerdo a la metodologia descrita por Garcia-Pérez et al., (2013), todos los ingredientes
solidos de la dieta de referencia y el marcador (zeolita) se mezclaron durante 10 minutos en
una mezcladora Kitchen Aid; se agregaron los ingredientes liquidos y agua (30%) y se
continué mezclando durante 15 minutos para obtener una consistencia apropiada. La mezcla
himeda se pas6 por un molino de carne (Torrey) con un dado con perforaciones de 2.5 mm de
didmetro. El tiempo de secado de las dietas fue de 12 h a temperatura de 40°C en un horno de
conveccion hasta obtener un contenido de humedad de 8 a 10%, permanecieron a temperatura
ambiente antes de ser empacados al vacio y se almacenaron hasta el momento de su
utilizacion. Posteriormente se enviaron muestras de cada dieta para realizar el analisis quimico
proximal en el Laboratorio de Acuicultura en el Instituto Tecnoldgico de Mazatlan (Tabla

3.2).
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3.3.3 Sistema experimental

El sistema experimental consistié de 18 tanques circulares de 100 L, distribuidos al azar, en un
sistema de cultivo cerrado con tasa de recambio de agua diario de 60%, se colocaron en cada
tanque cuatro langostinos de 20 £ 0.6g. Cada tanque fue equipado con una malla mosquitero
para evitar la fuga de organismos, un calentador sumergible de 100w (Aqua-Kril® Caliento
2403) ajustable, y aireacion continua con mangueras alimentadas por un soplador de 5HP. Con
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de obscuridad. Se monitoreo diariamente la
temperatura y oxigeno (YSI Pro20®), y pH (pH10A®). Las concentraciones de nitrégeno
amoniacal, NO,-N y NO3-N se midieron semanalmente (Api Master Kit Test Para Acuario

Agua Dulce).

3.3.4 Determinacion de los coeficientes de digestibilidad aparente

Una vez que los langostinos se distribuyeron en los tanques, se alimentaron con la dieta de
referencia (DR) durante cinco dias y luego en cada tanque se suministraron las dietas
experimentales, la alimentacion se hizo correspondiente al 3% de la biomasa de los
langostinos por un periodo de 75 dias. Para determinar la digestibilidad, los langostinos fueron
alimentados dos veces al dia, dos horas después de cada la alimentacion se llevé a cabo la
recolecta de las heces al sifonear con la ayuda de una manguera de plastico (0.5cm de
diametro), monitoreando constantemente para evitar que las heces permanecieran en el agua
por mas tiempo. Las heces colectadas de cada tanque, se enjuagaron suavemente en agua
destilada para eliminar restos de alimento no consumido y se mantuvieron en congelacién en

tubos tipo Falcon, hasta recolectar un total de 10g de heces en peso humedo (Fig. 3.2).
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Tratamientos al azar, Se peso el alimento
tres replicas para cadatanque (3%)

I S

Las heces de cada

‘ Colecta de heces
tratamiento se colocaron por 2 hdespuésde

separado en microtubos cada alimentacién

Se alimentaron los

langostinos dos veces al
dia

Figura 3.2. Protocolo de colecta de heces para analisis de digestibilidad aparente.
Posteriormente, las muestras de heces fueron secadas en una estufa a temperatura de 40°C por
24 horas. Una vez que las muestras estuvieron secas, se pulverizaron y analizaron por
duplicado para determinar el contenido de proteina, energia, lipidos, carbohidratos y zeolita,
segun los métodos recomendados por la A.O.AC. (2005) en el Laboratorio de Biotecnologia
Acuicola y Acuicultura, del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF-
UMICH). La determinacion de la proteina se llevo a cabo con el método de Dumas, de lipidos
por Soxhlet, carbochidratos y valor energético fueron calculados por diferencia. Se realizé la
técnica de AIA (Ceniza Insoluble en Acido) para determinar la cantidad del marcador en las
muestras de heces, en el Laboratorio de Calidad de Productos Carnicos en el Centro Nayarita
De Innovacion y Transferencia De Tecnologia A.C. (CENIT).
La digestibilidad de materia seca y proteina fue determinada siguiendo la metodologia descrita
por Cho (1979). Los valores de los coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) para las

dietas experimentales y la dieta de referencia se calcularon mediante las siguientes ecuaciones,

de acuerdo con Bureau y Hua (2006); y Cruz-Suarez et al., (2009).
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%DAP =100 x [1-(% zeolita en la dieta/% zeolita en heces)*(% proteina en heces/% proteina en la dieta)]
%DAMS = 100 x [1-(% zeolita en la dieta/ % zeolita en las heces)]
% DAE = 100 x [1-(% zeolita en la dieta/ % zeolita en las heces)x(energia en heces/energia en la dieta)]

CDAingredieme: CDAdieta prueba + [(CDA dieta de prueba — CDA dieta de referencia)x(0-75xDref/0-25XDingr)

Donde: Drs= %nutriente (o ki/g energia bruta) de la dieta de referencia; Ding= %nutriente (o

kJ/g energia bruta del ingrediente de prueba

3.3.5 Evaluacion de crecimiento y supervivencia

Al finalizar el experimento, se evaluaron el crecimiento en peso y longitud total de todos los
langostinos en una balanza con precision de 0.01g (OHAUS). Durante el bioensayo se
realizaron cuatro biometrias, al inicio y cada 15 dias, adicionalmente se determind la
supervivencia mediante el conteo directo de los langostinos. Se calcularon los indices de
crecimiento: factor de conversién alimenticia (FCA), tasa especifica de crecimiento (TCE),
tasa de eficiencia proteica (TEP), consumo diario de alimento (CDA), ganancia en peso y
supervivencia.

Peso ganado: PG = Peso promedio final - Peso promedio inicial
Tasa de Crecimiento Especifico: TCE = [(Peso final) - (Peso inicial) / Namero de dias] x 100
Supervivencia: S= [No. final / No. inicial] x 100
Tasa de Conversion Alimenticia: TCA = Alimento consumido / Peso ganado

Indice de Eficiencia Proteica: IEP = Incremento de peso / Consumo de proteina
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3.3.6 Analisis costo beneficio de las dietas experimentales
Para el andlisis econdmico de las dietas, se tomd en cuenta el precio de los ingredientes
utilizados en la formulacién para cada dieta experimental, de acuerdo a Bob-Manuel y Erondu

(2010).

Incidencia de costos (IC) = costo del alimento consumido/peso de la produccion
También se empled un segundo método de comparacion propuesto por Miller (1976).

indice de utilidades (1U) = peso o valor de la produccién/costo del alimento consumido.

Utilidad neta = precio de venta — gastos de produccion

Relacién costo-beneficio (RCB) = venta total/costos de produccién
El valor biologico (VB) se calcul6 con la utilizacion de proteina neta aparente (UPNA) y la
digestibilidad aparente de proteina (DAP) propuesto por Thonney (1981) y Thonney et al.
(1984).

VB = UPNA/DAP

3.3.7 Andlisis estadistico

Para los coeficientes de digestibilidad y parametros de crecimiento, asi como el analisis de
costo de las dietas se utiliz6 el analisis de varianza de una via (ANOVA), con el fin de
determinar diferencias significativas entre los tratamientos y una posterior comparacion de
medias de Tukey con nivel de confianza de 95%. Para el procesamiento de los datos se utilizé

el software de estadistica STATISTICA 5.5 (1984-2000 Statsoft, Tulsa, OK, USA).
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Composicién proximal de las dietas experimentales y de referencia

La composicién proximal de las dietas experimerimentales se presentan en la tabla 3.2. Los
niveles de proteina y energia fueron de 35.12 — 36.30g/kg y 16.9 — 17.2kJ/g respectivamente.
El mayor nivel de proteinas y energia se encontr6 en la dieta HSQ, con respecto a los lipidos
en la dieta, las cantidades encontradas fueron de 10.10 — 10.90 g/kg, y las dieta HC presenta
los nivles de lipidos mas bajos.

Tabla 3.2. Composicion proximal (g/kg en peso seco) de la dieta de referencia y dietas
experimentales utilizadas en la determinacion del coeficiente de digestibilidad aparente y

crecimiento de M. americanum.
Dietas Materiaseca Proteina Lipidos Ceniza Energia bruta

(9/kg) (9/kg)  (9/kg)  (9/kg) (kJ/g)
HC 87.40 35.12 1010 11.30 17.0
HY 87.60 3558 1070  11.90 17.0
HS 87.20 36.10 1080  11.60 16.9
HSA 87.70 3620 1090  11.60 16.9
HSQ 87.70 36.30 1030  11.90 17.2
DR 87.40 3550  10.20  10.90 17.1

HC, Harina de coco. HY, Harina de yaca: Artocarpus heterophyllus,. HS, Harina de soya; HSA, Harina
de subproducto avicola; HSQ, Harina de calamar; DR, Dieta de referencia.

3.4.2 Digestibilidad aparente de ingredientes y dietas experimentales

Los resultados de digestibilidad aparente de proteina (DAPD), materia seca (DAMSD) y
energia (DAED) en las dietas, se presentan en la tabla 3.3. Los valores de digestibilidad para
todas las dietas fueron mayores a 90%, los coeficientes de digestibilidad (DAMS) para materia
seca fueron significativamente mayores para la dieta de referencia (96.82%) y con harina de
soya (96.23%), seguido de la harina de subproducto avicola (95.48%), y de menor
digestibilidad comparado con la dieta comercial fueron la harina de yaca, harina de coco y

harina de calamar. La digestibilidad de proteina en los ingredientes de prueba fue mas alta
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para la harina de soya y harina de subproducto avicola (90.95 y 89.60%), y la menor
digestibilidad de proteina cruda fue en la harina de yaca (40.38%). Las dietas con harinas de
coco y de yaca presentaron CDA de energia mas bajos, y la diferencia fue altamente
significativa comparada con las harinas de subproducto avicola y soya que presentaron mejor
digestibilidad.

Tabla 3.3. Coeficiente de digestibilidad de materia seca (%DAMS), proteina (%DAP) y

energia (%DAE) en las dietas; y digestibilidad de materia seca (%DAMSI) proteina (%DAPI)
y energia (%DAEI) de Macrobrachium americanum (media + desviacion estandar).

DAMSD DAPD DAED DAMSI DAPI DAEI
HC 94.98+0.10° 95.30+0.09° 96.68+0.07° 89.48+0.12° 81.29+0.70° 77.95+1.17°
HY 9431+0.14° 9467+0.13" 96.05+0.09° 86.00+0.56° 40.38+2.59° 81.09 + 0.90°
HS 96.23+0.35" 95.72+0.40*° 97.21+0.26* 95.34+0.23* 90.95+1.48* 93.19 + 1.99°

HSA 95.48+0.46° 94.53+0.56° 96.80+0.33° 92.82+0.12* 89.60+1.49° 92.24 +1.79°

HSQ 94.99+0.40° 93.43+0.53" 96.40+0.29" 8854+0.15" 87.78+1.26° 90.85+ 1.42°
DR 96.82+0.068 97.47+0.05*  97.79 + 0.042

HC, Harina de coco; HY, Harina de yaca; HS, Harina de soya; HSA, Harina de subproducto avicola;
HSQ, Harina de calamar; DR, Dieta de referencia. Los valores de cada tratamiento son la media y la
desviacion estandar de los tanques por triplicado. Los valores dentro de la columna diferentes
superindices son significativamente diferentes (p<0.05).

3.4.3 Condiciones de cultivo
Los intervalos de los pardmetros de calidad del agua registrados durante el experimento
fueron: temperatura 26 + 0.9°C, oxigeno disuelto 6.6 + 0.8mg/L, amonio 0.11 + 0.02mg/L,

nitritos 0.05 . 02mg/L y nitratos 0.35 + 0.4mg/L y pH (Tabla 3.4).
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Tabla 3.4. Valores promedio de parametros fisicoquimicos del agua durante el cultivo
utilizado en el bioensayo de digestibilidad in vivo de dietas experimentales para M.
americanum.

Parédmetros/
Dietas HC HY HS HSA HSQ DR
experimentales

Temperatura (°C) 26.3+0.6 26.6+0.9 26.8+0.4 26.2+0.8 26.6+0.9 26 0.8

pH 8.3+0.6 8.4+0.07 8.4+0.13 8.4+0.05 8.3+0.2 8.4+0.18
OD (mg/L) 6.6+0.8 6.8+0.33 6.6+0.41 6.36+0.4 6.6+0.8 6.35+0.7
ATN (mg/L) 0.10+0.02 0.11+0.01  0.09+0.01  0.11+0.02 0.10+0.02 0.11+0.01
N-NO, (mg/L) 0.05+0.01 0.04+0.02  0.05+0.01  0.05+0.01 0.04+0.01  0.04+0.02
N-NO; (mg/L) 0.35+0.01 0.31+0.04  0.33+0.02  0.35+#0.03  0.32+#0.01  0.34+0.02

OD, oxigeno disuelto; ATN, Amonio total; N—NOj’, nitratos; N—NO,’, nitritos. Los valores representan
la media y la desviacién estandar. HC, Harina de coco; HY, Harina de yaca; HS, Harina de soya; HSA,
Harina de subproducto avicola; HSQ, Harina de calamar; DR, Dieta de referencia.

3.4.4 Crecimiento y sobrevivencia

Después de 75 dias de cultivo experimental los valores de crecimiento de M. americanum se
reportan en peso (g), donde segun el analisis de varianza (ANOVA) de las dietas
experimentales y la dieta de referencia muestran diferencia significativa (p>0.05). En la tabla
3.5 se muestra el rendimiento de crecimiento, los langostinos que mayor crecimiento tuvieron,
fueron alimentados con la dieta de harina de yaca, con un peso ganado de 11.84 + 2.46g con
respecto a las demas dietas experimentales y la dieta de referencia. Los valores de TCA, TCE,
IP y Supervivencia, fueron significativamente méas altos para las dietas de HY y HC
comparadas con el resto de las dietas (p<0.05). La TCA fue menor en las dietas de HY y HC,
y la mas alta en la HSQ. Con respecto a la supervivencia se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de HS, HSA y HSQ. Las dietas con ingredientes vegetales

tuvieron mejor crecimiento y supervivencia que el resto de las dietas.
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Tabla 3.5. Parametros de crecimiento y supervivencia (media £ desviacion estandar) de M.
americanum alimentados con las dietas experimentales.
Parédmetros/dietas

experimentales HC HY HS HSA HSQ DR
Peso inicial (g)* 20.06+352°  20.16+253°  20.62+251° 20.08+283 20.62+177°  20.62+2.12°
Peso final (g)* 36.9 +2.46° 37.8+2.08° 33.4+212°  339+374"  354+247°  324+221°
TCE (%/dia) 0.82 +0.06 0.85 +0.02° 065+0.02°  071+008°  073+006°  0.61+0.04°
TCA (g/dia) 0.23 £ 0.05° 0.24 +0.01° 0174001  019+007°  020£005  0.16+0.04°
FCA 13£0.2° 11402 21+04° 1.65+05 1.80 + 0.6 25408
EP 2.08+0.57° 2.49+ 0.68° 131+021°  1.65£028°  154+036°  1.11x0.18°
Supervivencia (%) 86.7 + 11.7° 86.7 +11.2° 700+120°  700+135°  825+103*  70.0+12.9°

Nota. Los valores son la media £ SD de los tanques por triplicado. Las medias en la misma fila con
diferentes superindices son significativamente diferentes (p<0.05). TCE, tasa de crecimiento
especifico; TCA, tasa de conversion alimenticia; FCA, factor de conversion alimenticia; EP; eficiencia
proteica. HC, Harina de coco; HY, Harina de yaca; HS, Harina de soya; HSA, Harina de subproducto
avicola; HSQ, Harina de calamar; DR, Dieta de referencia. *peso promedio por langostino.

3.4.5 Anadlisis de costo de las dietas experimentales

El costo de las dietas experimentales basado en los precios actuales de mercado de los
ingredientes utilizados se muestra en la tabla 3.6. El costo de la dieta de yaca es de $52.56

siendo esta la dietas mas costosa y las dietas de subproducto avicola y calamar las menos

costosas ($17.78 y $17.83 respectivamente).

La evaluacion de la relacion costo-beneficio de las dietas muestra que la dieta HY tuvo mayor
incidencia de costos, basada en el precio actual de mercado de los ingredientes de las dietas

(Tabla 3.6).

El menor indice de utilidades se registro en la dieta HY (11.63) mientras que el mayor indice
de utilidades se registré en la dieta HSA (42.02). El costo-beneficio fue mas alto con la dieta

de referencia (4.53), mientras que los valores mas bajos se observaron con la dieta HY (3.69).
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Tabla 3.6. Costo de las dietas experimentales y de referencia, valores en pesos mexicanos

(SMX).

Ingredientes HC HY HS HSA HSQ DR
Harina de pescado 6.14 6.14 6.14 6.14 6.14 8.41
Harina de trigo 2.70 2.70 2.70 2.70 2.70 3.70
Almidon de maiz 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 3.42
Harina de avena 1.99 1.99 1.99 1.99 1.99 2.73
Aceite de pescado 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Premezcla de minerales y vitaminas  0.12 0.12 0.12 0.12 0.12 0.16
Grenetina 1.87 1.87 1.87 1.87 1.87 1.87
Zeolita (marcador) 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Ingrediente de prueba 37.04 4234 1852 2.26 2.32 20.33
Costo total de la dieta ($/kg) 5256 57.86 34.04 17.78 17.83  40.82

HC, Harina de coco; HY, Harina de yaca; HS, Harina de soya; HSA, Harina de subproducto avicola;

HSQ, Harina de calamar; DR, Dieta de referencia.

De acuerdo al andlisis estadistico no se existen diferencias estadisticamente significativas

entre los tratamientos (p>0.05), sin embargo se observa que con la inclusion de los

ingredientes de prueba el costo de alimentacion aumenta comparado con el costo de la dieta de

referencia.

Tabla 3.7. Evaluacién costo-beneficio (pesos mexicanos) de las dietas experimentales y de

referencia, usadas para el crecimiento de M. americanum.

Variables

HC

HY

HS

HSA HSQ

DR

Alimento consumido (g)

Costo del alimento consumido 26.03 30.10 15.80

Incidencia de costos (IC)
indice de Utilidades (1U)
Utilidad neta

Relacion costo-beneficio
Valor bioldgico

0.10
1345 11.63 2215 4202 39.88 18.74
258.64 255.13 269.18 269.18 262.16 272.70
4.33
0.40

3.83
0.38

0.11

3.69
0.38

0.08

8.33
0.04

4.33
0.44

8.78
0.04

3.98
0.49

4.53
0.37

495.24 520.26 464.18 468.37 492.09 457.53
18.68

0.10
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3.5 DISCUSION

La calidad del agua se mantuvo dentro de los valores considerados adecuados para el cultivo
de langostinos del género Macrobrachium a lo largo del estudio (Ponce-Palafox et al., 2013; y
Méndez-Martinez et al., 2016). Los resultados del coeficiente de digestibilidad aparente
(CDA) calculados para la mayoria de los alimentos en este estudio fueron muy similares a los
de otros estudios sobre M. rosenbergii y Litopenaeus vannamei (Taechanuruk y Stickney,
1982; Ashmore et al., 1985; Lee y Lawrence, 1997; Lemos et al., 2009; Qiu et al., 2018). La
digestibilidad aparente de materia seca (DAMS) y la digestibilidad aparente de proteina (DAP)
son parametros indicativos de la cantidad de materia seca y proteina del alimento que son
digeridos y absorbidos por los organismos (Terrazas et al., 2010). Las dietas fueron utilizadas
eficientemente por el langostino, como lo demuestran los altos valores de la DAMSD (96.82 a
94.31%). El coeficiente de DAMSI mas bajo registrado en las dietas con harina de coco y
yaca, mostré que hay una mayor cantidad de materiales no digeribles en estas dietas (Li et al.,
2013), por el contrario, el coeficiente de DAMS en los ingredientes de proteina animal fue
mas alto. Debido a que la yaca es rica en vitamina C (12.6 = 0.20) y potasio (2.60 + 0.25)
principalmente (Mzengereza et al., 2014), es necesario hacer otras evaluaciones para realizar
la inclusion adecuada de este insumo en la formulacién de las dietas; de acuerdo a lo reportado
en otros estudios con peces y camarones (Li et al., 2013; Zhou et al., 2008). Por otro lado, los
resultados de digestibilidad de estos ingredientes de origen vegetal podria estar relacionada
con altos niveles de fibra o factores antinutricionales, entre otros (Chen et al., 2016; Chi et al.,
2017). Entre los productos de origen vegetal estudiados en este trabajo, la alta digestibilidad

de harina de soya en M. americanum se debid a la alta concentracion de proteinas, baja en
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fibra y antinutrientes en comparacion con la harina de coco y de yaca, de acuerdo con

Carvalho et al. (2016).

Es importante estudiar la digestibilidad aparente de los carbohidratos, ya que estos son
utilizados como fuente de energia y ayudan a soportar el crecimiento de los organismos,
aunque los camarones Peneidos tienen una capacidad limitada para metabolizar los
carbohidratos que las proteinas y lipidos (Rosas et al., 2001, Catacutan et al., 2003;
Jannathulla et al., 2019). La DAPI de yaca fue mayor que el registrado para la tilapia con
semilla de yaca (Diaz-Véazquez et al., 2019), por lo que la pulpa tiene un mayor valor
nutricional para el M. americanum. Dichos resultados sugieren la importancia puede tener la
proteina vegetal en el remplazo de la harina de pescado en las dietas de langostinos.

El valor de digestibilidad aparente de materia seca (DAMSI) de harina de calamar con relacion
a otros ingredientes podria ser explicada por el contenido aminoacidos. La DAPD de la harina
de clamar se obtuvo de forma similar con M. rosenbergii de 96.0% (Ellis et al., 1987). En P.
vannamei, la harina de calamar mejor6 su crecimiento cuando se usé en cantidades bajas, pero
las altas concentraciones llevaron a una disminucién del crecimiento (Cérdoba-Murueta y
Garcia Carrefio, 2002).

Sin embargo, un alto coeficiente de DAP por si solo no puede predecir las prioridades de los
ingredientes para promover el crecimiento, pues la proteina de origen vegetal es deficiente en
aminoacidos esenciales como lisina y metionina. Para lograr la substitucion efectiva de las
costosas harinas de pescado con harinas de origen vegetal de bajo costo, ademas de los
coeficientes de DAP, serd necesario también determinar digestibilidad aparente de
aminoacidos y carbohidratos, y combinar esta informacion para tomar la mejor decision en

cuanto al uso de nuevos insumos en la elaboracion de dietas (Siccardi et al., 2006).
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Los resultados de crecimiento del langostino de rio M. americanum en este trabajo utilizando
ingredientes de origen animal y vegetal muestran diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre las dietas utilizadas, se resalta que los langostinos tuvieron un mayor
crecimiento (TCE) que el obtenido en el cultivo en jaula (Ponce-Palafox et al., 2013) con
organismos de tamafios similares (15 a 25g). Ademas, la TCA fue menor en las dietas con
harina de coco y harina de yaca, y la supervivencia fue mayor en los tratamientos de harina de
coco, yaca y calamar. Los resultados de crecimiento y supervivencia mostraron que la harina
de coco puede ser incluida en niveles de hasta 25% en dietas para M. americanum, un
resultado similar ha sido reportado para tilapia (Oreochromis mossambicus), carpa (Cyprinus
carpio) y camaron (P. monodon) sin afectar el crecimiento, alimentacién y supervivencia
(Jackson y Capper, 1982; Hasan et al., 1997; Apines-Amar et al., 2016).

El crecimiento de los langostinos alimentados con la dieta de harina de yaca es aceptable
comparado con otros estudios en los que se ha incluido semillas de yaca en un nivel del 5% en
las dietas para M. rosenbergii (Wasave et al., 2011), lo que indica que el alimento formulado
con yaca es una alternativa para para el crecimiento y supervivencia en M. americanum. Los
resultados indicaron que la relacién proteina/lipido (36,83%/10,5%) utilizada en este trabajo
fue adecuada para la elaboracién de dietas practicas, ya que esta relacion ha demostrado
mejorar la resistencia al estres (Soberanes-Yepiz et al., 2018).

No se encontraron referencias de otros autores, en cuanto a la medicion de la digestibilidad y
crecimiento con los ingredientes de probado en este estudio en M. americanum; sin embargo,
los valores de los parametros de crecimiento de las dietas con haria de coco y de yaca se
comportaron de manera muy similar a otros ingredientes de origen vegetal utilizados en la

formulacién de alimentos para peces y crustaceos, como el caso de la harina de soya. Mientras
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que el subproducto avicola y calamar, arrojaron valores por debajo de lo esperado de un
insumo proteico de origen animal.

La evaluacion econdémica de las dietas experimentales para M. americanum mostré que la
dieta de referencia a base de harina de pescado registro la mayor relacion costo-beneficio que
las dietas experimentales, sin embargo, no se obtuvo el mejor crecimiento.

Los resultados de este estudio muestran que M. americanum puede digerir la proteina de
ingredientes no convencionales de origen vegetal y animal segun el recurso alimenticio
disponible, por lo tanto indican la posibilidad de cultivar langostinos de esta especie con
dietas en la que la harina de pescado podria ser sustituida por fuentes de proteina alternativa,
aunque es necesario considerar los costos de produccion y el tiempo de cultivo para alcanzar
la talla comercial. Estos datos pueden ser utilizados no sélo para definir mejor las necesidades
de nutrientes y de energia, sino también para el uso ingredientes disponibles localmente, para

desarrollar dietas practicas de mejor calidad.
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3.6 CONCLUSIONES

M. americanum tiene alta capacidad digestiva para aprovechar nutrientes contenidos en dietas

elaboradas con ingredientes de origen animal y vegetal.

Los coeficientes de digestibilidad de la materia seca son mas altos para los ingredientes de

origen animal (DR y HSA).

La alta digestibilidad de proteina de los ingredientes indica que pueden ser considerados una

excelente fuente proteina en dietas para langostinos.

El analisis in vivo o digestibilidad aparente y el grado de hidrdlisis in vitro de proteinas,
combinados con el rendimiento del crecimiento, pueden proporcionar una estimacion

adecuada de la calidad nutricional de las proteinas en las dietas para M. americanum.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los experimentos que se llevaron a cabo para cumplir con los objetivos planteados
evidenciaron resultados que aportan nuevos conocimientos sobre la alimentacion y la
fisiologia digestiva, lo que contribuye a ampliar la informacion disponible sobre la biologia y
cultivo de M. americanum.

Los ingredientes que presentaron el mejor tiempo de respuesta en comportamiento
funcionaron como atractantes para M. amercanum y por lo tanto se pueden incluir en la
formulacién de alimentos, sin embargo es necesario evaluar las concentraciones adecuadas de
inclusion.

De acuerdo con los valores de digestibilidad in vitro y aparente de proteina de los ingredientes
probados en este estudio, es posible considerarlos como insumos para la formulacion de dietas
para de M. americanum.

Los langostinos alimentados con las dietas experimentales con inclusion de ingredientes
vegetales, aunque presentaron baja digestibilidad, esta informacion contribuye sobre la
alimentacion de M. americanum con dietas formulado con ingredientes locales.

Los langostinos tuvieron un buen desempefio en el crecimiento alimentados con las dietas con
inclusion de ingredentes de origen vegetal. De esta forma, se demuestra la capacidad que
tienen de aprovechar nutricionalmente diversos ingredientes de origen vegetal en sustitucion
de la proteina animal. Por lo que, desde la perspectiva del costo-beneficio, es necesario
realizar investigaciones con otros ingredientes que sean digestibles por la especie y que

permitan reducir los costos de produccion.
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RECOMENDACIONES
Es importante realizar bioensayos en campo para demostrar la efectividad real de los
ingredientes como atractantes o estimulantes de la alimentacion al ponerlos a competir con los

estimulos que se encuentran en el medio en que se cultivan estos organismos.

Durante todas las fases experimentales se debe tener especial cuidado en utilizar organismos
con los apéndices completos, ya que es en éstos drganos en donde se localizan los receptores
responsables de la deteccidn de los estimulos, por lo cual la ausencia o dafio de los mismos

puede interferir directamente en el proceso de alimentacion.

Cada ejemplar fue utilizado una sola vez, con la finalidad de evitar que se presente un

acondicionamiento al tipo de bioensayo.

Otro aspecto importante dentro de la metodologia que se debe aplicar es registrar su
comportamiento por medio de filmacion a distancia, ya que de otra manera se puede ocasionar

ciertas alteraciones en el comportamiento.

Es necesario analizar un nimero adicional de ingredientes alternativos cuya energia provenga
de los carbohidratos, con lo cual se podria evaluar la capacidad de M. americanum para

utilizar esta fuente de energia y determinar los coeficientes de digestibilidad aparente.

Se recomienda realizar formulaciones con diferente nivel de inclusion de los ingredientes de
prueba, asi como periodos més largos de cultivo, para evidenciar los cambios adaptativos a los

ingredientes, y se cuente con la informacidn adecuada para la alimentacion de la especie.
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APENDICE 1

COMPORTAMIENTO ALIMENTARIO Y TASA DE INGESTION DE CAMARONES

JUVENILES DEL GENERO PENAEUS (CRUSTACEA: DECAPODA)

RESUMEN

Se describen el comportamiento de alimentacion y los factores que influyen en la tasa de
ingestion en camarones. Los principales factores que influyen en la tasa de ingestion de
alimentos en el camaron son principalmente: la seleccion de los alimentos, la estabilidad de
los alimentos, la saciedad, la frecuencia de la alimentacién, la densidad y dispersién de los
alimentos, el tamafio del camarén, la etapa de muda, la temperatura, el oxigeno disuelto en el
agua, el fotoperiodo, los factores antinutricionales y las sustancias tdxicas. Estos factores
pueden influir en la tasa de ingestién de forma individual o sinérgica durante el crecimiento
del camardn. Es necesario conocer las estructuras orales, el proceso de alimentacion y
combinar el efecto de los factores bioquimicos, fisiologicos, nutricionales y ambientales del

camardn para optimizar las tasas de ingestion en el camaron nativo principalmente.
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INTRODUCCION

La determinacion de las tasas de ingestion alimenticia y el tiempo requerido para consumir
una racion de saciedad es necesaria para determinar la tasa y duracion Optimas de la
alimentacion, en el cultivo de camarones y langostinos (Talbot, 1993). Los camarones son
organismos que detectan los alimentos a través de receptores quimicos asociados al sentido del
olfato (receptores de distancia) y receptores sensitivos o de contacto que funcionan como el
sentido del gusto (Mendoza et al., 1999). El objetivo es describir el comportamiento

alimentario y los factores que influyen en la tasa de ingestion de camarones y langostinos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En general, los camarones pasan gran parte de su tiempo en el fondo transportando particulas
organicas e inorganicas a su boca (Alexande y Hindley, 1980). La busqueda de alimento es
una actividad que le lleva mucho tiempo a los camarones, con tendencia a seleccionar
tamafos grandes, y cesa cuando los quimiorreceptores detectan la presencia de los alimentos
en a través de los quimiorreceptores. Las particulas de comida son manipuladas por
pereiopodos quelados que las pasan a las partes bucales. Las particulas de comida son
recogidas por los pereiopodos quelados y son pasadas a las partes orales, comenzando su paso
con una cavidad preoral compuesta de setas que se encuentran en los dos primeros pares de
maxilipedos y maxilares (Hindley, 1975). Estos los pasan a las mandibulas que cortan y
aplastan las particulas de comida, las setas las empujan hacia el eséfago, y el labrum y los
paragnaths impiden que salgan de la boca. Las particulas no alimenticias son expulsadas hacia
abajo por los apéndices de la cavidad (Alexande y Hindley, 1980). El tercer maxilipedo es de
gran importancia en el proceso de alimentacion de los camarones, ya que junto con los
peredpodos pueden retener particulas de gran tamafio en las partes de la boca. Tiene
endopoditos que se utilizan en la alimentacion, limpieza y recepciéon de feromonas. En los
bordes internos de la isquia hay espinas que ayudan a retener las particulas de alimento para
que sean ingeridas o desechadas. Todos los segmentos distales tienen setas alargadas, que se
utilizan para limpiar los pereiopodos quelados y las antenas Se han identificado cuatro fases en
la ingestion de alimentos en los camarones, que pueden presentarse por separado 0 en
conjunto: a. Introduccion en la cavidad preoral; b. Paso de los alimentos por la cavidad
preoral; c. Insercion de los alimentos en la region mandibular; y d. Trituracion y deglucion

(Alexande y Hindley, 1980).
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El estudio de la tasa de ingesta es necesario para disefiar y evaluar dietas practicas y ha sido
necesario para llevar a cabo un mejor estudio nutricional. La tasa de ingestion en camarones
estd influenciada por a). La seleccion de los alimentos; b). Estabilidad alimentaria; c).
Saciedad; d). Frecuencia de alimentacion; e). Densidad y dispersion del alimento; f). Tamafio
de los camarones; g). Etapa de muda; h). Temperatura; i). Concentracion de oxigeno disuelto
en el agua; j). Fotoperiodo; k). Factores antinutricionales y sustancias toxicas.

La tasa de ingestion de materia seca en gramos/hora se ha calculado a partir de la siguiente

ecuacion (Sick et al., 1973):

| = (Mi -Mf-Mp) / T

Donde: | = tasa de ingestion de materia seca en gramos por hora, Mi = peso inicial de la
materia seca en gramos colocada en cada unidad experimental; Mf = peso final de la materia
seca en gramos; Mp = pérdida de materia seca y T = tiempo de residencia de la racion en la

unidad experimental.

Se identificaron los factores que influyen en la tasa de ingesta de alimentos en los camarones.
a) La preferencia por un alimento en los camarones est4 determinada en parte por el estimulo
preestacional o la palatabilidad del alimento (sabor, forma, tamafo, color y textura) (Lee y
Lawrence, 1977) Se ha determinado que los L-aminodcidos, los amino-betaina, los acidos
grasos, y también, los compuestos lipidicos, asi como también, los extractos de los productos
marinos incluyendo las harinas de camaron, acelera la deteccion y la ingestion de alimentos e
indirectamente mejora la eficiencia de la nutricion de los animales acuaticos (Métallier y

Guillaume, 2001).
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b). Las dietas artificiales tienen una estabilidad limitada en el agua, por lo que se produce una
disminucion en la tasa de ingestion de camarones, que es inversamente proporcional al tiempo
de inmersion de las dietas en el agua. Por lo tanto, un aumento en la frecuencia de la
alimentacion podria ser una técnica muy efectiva para prevenir la pérdida de nutrientes
solubles en agua. ¢) La saciedad en los camarones ocurre una vez que el proventriculo esta
lleno, la alimentacién continta solo después de que el alimento ingerido es transportado al
intestino (Condrey et al., 1972). Algunos estudios indican que las especies de camarones
pueden llenar su proventriculo durante la alimentacién en 1-10 minutos y vaciarlo en 1-4 horas
(Hentshel y Feller, 1990). En general, el llenado y vaciado del proventriculus determina la tasa
de ingestion del camaron (Lee y Lawrence, 1977); d) La tasa de ingestion del camaron se
modifica con la frecuencia con que es alimentado, siendo que una frecuencia de dos veces al
dia resulta en el aumento de la tasa de consumo de alimentos de este organismo, en
comparacion con las frecuencias de una y tres veces al dia (Taechanuruk y Stickney, 1982); e)
La tasa de ingestion disminuye con el aumento de la densidad de camarones en los estanques,
pero este efecto se modifica si el alimento se dispersa por el estanque (Raheed y Bull, 1992).
Nunes y Parsons (1999) encontraron que al comparar el método de dispersion de los alimentos
en toda la zona, con un sistema de concentracion de alimentos en bandejas en los dos extremos
del estanque, los camarones tenian niveles significativamente mas altos de ingestion y su
actividad forrajera era méas eficiente; f) Se observd que la tasa de ingestion de alimentos
aumentaba progresivamente a medida que aumentaba el tamafio de los camarones, pero
disminuia progresivamente cuando la tasa de ingestion se estandarizaba con respecto al peso
corporal del individuo. Aungue los camarones preadultos y adultos ingerian mayores

cantidades absolutas de alimento que los camarones juveniles, los juveniles tenian mayores
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tasas de ingestion por gramo de peso corporal que los adultos. g) EI camaron en las etapas de
pro ecdisis y ecdisis puede disminuir, o dejar de alimentarse completamente (Drach y
Tchemigovtzeff, 1967). En estudios con juveniles (15 a 25 g) de camaron, se observo que la
tasa de ingestion de camaron disminuyd considerablemente (de 2,7 g/dia a 1,2 g/dia) en los
dos dias previos al cambio y durante el mismo (Rothlisberg, 1998). También se ha observado
que la mayoria de los camarones en ecdisis, emergieron por menos tiempo y no se alimentaron
durante la noche, en comparacion con los individuos en periodo intermuda 5 mg/L) son
menores y se reduce la ingesta de alimentos (Lee y Lawrence, 1977); j) En los camarones hay
un aumento en la ingesta de alimentos asociado con los periodos de luz. Durante el dia L.
vannamei consume al menos la mitad de todos los alimentos que se ofrecen, el camaroén tigre
prefiere alimentarse cuando hay luz; y las tasas maximas de ingestion de pellets ocurrieron
cuando el camardn rosado estaba bajo intensidades de luz relativamente altas (Arias, 2006); k)
La tasa de ingestion en el camardn se ve afectada negativamente por la exposicion a sustancias
toxicas, como el cromo, el cobre, el zinc, el niquel y las saponinas, entre otras, (Chen y Lin,

2001).
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CONCLUSIONES

Se han identificado cuatro fases en la ingestion de alimentos en el camarén. El
comportamiento de alimentacion comienza con la manipulacion de las particulas del
sedimento con los peredpodos quelatados y la deteccion del alimento por medio de
quimiorreceptores. Asi, las particulas son transferidas a las partes orales, donde son
rechazadas o consumidas dependiendo de su naturaleza. Todo ello a través de una tasa de

ingestion que viene determinada por el efecto de al menos once factores.
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