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RESUMEN

La acuacultura es una actividad que complementa a la actividad pesquera, para
satisfacer la demanda de pescado. Dicha actividad se encuentra en expansién, debido
al crecimiento de la poblacién y a la calidad proteica que aportan los organismos
marinos. Una de las principales probleméticas en el desarrollo de la acuacultura, es el
costo de los insumos, en especial de la harina de pescado; ya que es la fuente principal
de proteinas que se utiliza en la elaboracién de alimentos. Es por eso que una de las
areas de investigacion en la acuacultura, es la busqueda o mejoramiento de
ingredientes proteicos mas baratos que sustituyan total o parcialmente a la harina de
pescado por ingredientes que reduzcan los gastos de operacion de las granjas
acuicolas.

En el presente trabajo se elaboraron ensilados de calamar (Dosidicus gigas),
combinados con pasta de soya y coco en diferentes proporciones y con menor
porcentaje de azucar del utilizado previamente en el ensilado de calamar. Dicho
ensilado se ferment6 con la bacteria probiotica Lactobacillus fermentum TD19. Para
corroborar el buen desarrollo del proceso se llevé a cabo una cinética de pH y los
andlisis proximales de los ensilados. Se seleccionaron dos ensilados para utilizarse
como ingredientes alternativos en la sustitucion parcial de la harina de pescado
durante la elaboracion de alimento para camardn blanco (Litopenaeus vannamei).
Dichos alimentos se formularon al 25% de proteina y se compararon contra uno
comercial en un bioensayo con juveniles de camarén blanco, realizado en un sistema
hiperintensivo con biofloc en tanques de 6000 litros. durante 7 semanas. En el
bioensayo se hicieron mediciones diarias de los parametros fisicoquimicos y
semanales de biometrias.

Los resultados de la elaboracion de ensilados mostraron, que la inclusion de pastas
vegetales en el ensilado de calamar, aporta ademas de proteinas, carbohidratos los
cuales permitieron la fermentacion adecuada por la bacteria acidolactica con la
produccion adecuada de acido lactico, logrando un pH final de 4.7. Los analisis
proximales de los ensilados mostraron porcentajes por arriba del 44% de proteinas, lo
necesario para considerarlos como ingredientes proteicos. Los resultados del

bioensayo mostraron una sobrevivencia de 81%, mayor que el control y una conversion



alimenticia menor de 1.5 en el tratamiento donde se ofreci6 el alimento con ensilado
de calamar-soya. El tratamiento donde se ofrecio el alimento con ensilado calamar-
coco mostré la mayor ganancia de peso con un 309% y la tasa de crecimiento
especifico mayor con un valor de 2.93. Asi mismo se sugiere que el biofloc aporta
proteina a la dieta. En esta investigacion se concluye que la inclusién de ensilados de
calamar con pasta de soya o coco fermentados con una bacteria probidtica en el
alimento formulado con 25% de proteina para camarones cultivados en un sistema
hiperintensivo con biofloc es recomendable para sustituir la harina de pescado,

incrementar la supervivencia y la biomasa con respecto a un alimento comercial.



1. INTRODUCION

1.1. Acuacultura
En México, se ha reportado un crecimiento del 15% anual en la acuacultura; durante

el 2016 se registr6 la mayor produccién con un total de 337 mil toneladas,
representando un 22% de la actividad pesquera. Las principales especies cultivadas
son camardn, tilapia, carpa, ostion y trucha (SAGARPA 2017).

La mayor cantidad de granjas acuicolas en el pais corresponden a tilapia, seguido
del trucha y posteriormente camarén; sin embargo, en cuanto a volimenes de
produccion y derrama economica, el camaron se encuentra como numero uno, lo que

lo convierte en una especie importante.
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Figura 1. Principales especies cultivadas en México.

Hasta el 2013 la produccion de camaron a nivel nacional fue de 60,292 toneladas de
peso vivo, representando casi el 50% de la produccion total de dicha especie, siendo
los principales Estados productores: Sinaloa con un 47%, Sonora con un 20%,
Tamaulipas y Nayarit con un 7%. Baja California Sur se posiciona en el quinto lugar de
produccion acuicola de camarén (Anuario estadistico de pesca y acuacultura 2013).
En el 2013 la produccién de nuestro Estado fue de 5,920 toneladas, aumentando un
20% para el 2014, con una produccién fue de 7,062 toneladas (CONAPESCA 2014).

1.1.1. Probleméaticas de la acuacultura

A nivel mundial, la acuacultura esta creciendo en promedio un 9% anual desde los 70s;
sin embargo, su expansion se ve restringida por los altos costos de la tierray a la fuerte
dependencia del aceite y la harina de pescado; los cuales son los ingredientes

principales de los alimentos (Hargreaves 2013).



La produccion de la harina de pescado empezd a descender desde el 2005 y su
demanda siguié aumentando, hasta alcanzar precios maximos en el 2013, donde su
incremento fue del 206% del 2005 al 2013; sin embargo, entre el 2013 y 2014 su precio
descendié un 20% debido a la utilizacién de alternativas mas baratas (SOFIA 2014).
Los costos de la alimentacion representan al menos el 50% del costo total de
produccion, el cual es predominante debido al costo de la proteina que compone las

dietas (Hargreaves 2013).

Existen diversos trabajos en los que se busca aprovechar otras fuentes de proteinas,
como son las pastas vegetales o diferentes harinas; o a su vez, mejorar la calidad de

dichos ingredientes con procesos que incrementen el valor nutricional de las proteinas.

1.2 Ensilado

El ensilaje es un proceso de conservacion sencillo y econémico (Ragnar & Toppe,
2017; De Arruda, Borghesi, & Oetterer, 2007; Raa & Gildberg, 1982; Tatterson, 1982),
gue se basa en la disminucion del pH del producto, para evitar el crecimiento de
microorganismo que puedan descomponerlo y que se pueda preservar por mas

tiempo. Existen dos tipos de ensilados:

1. Ensilado quimico: Se realiza con acidos inorganicos como el sulfarico,
clorhidrico, etc., o con &cidos organicos como el acético.

2. Ensilado bioldgico: Se realiza con bacterias acido lacticas (BAL)

En la acuacultura, se ha utilizado este proceso para hidrolizar las proteinas y mejorar
la calidad nutricional de los ingredientes. Sin embargo, la elaboracion de ensilados
guimicos, produce desechos corrosivos que pueden afectar el medio ambiente.

El ensilado biolégico consiste en tener una fuente proteica ya sea de origen vegetal o
animal a la cual se le adiciona una fuente de carbono (melaza, azulcar, yuca, harina de
avena, harina de maiz, etc.) y un inoculo con bacterias acido-lacticas, las cuales
consumen los carbohidratos y producen acido lactico, el cual disminuye el pH dando
como resultado que el producto se conserve de manera adecuada a temperatura

ambiente.



Dicho proceso, se ha utilizado como una opcion de aprovechamiento para los residuos
de las pesquerias como las visceras, cabezas y todo lo que no se considere para el
consumo humano, disminuyendo la contaminacion que pudiesen causar y dandoles
un valor agregado, convirtiéndolos asi en subproductos, los cuales tienen suma
importancia en la industria acuicola debido al valor nutricional y su utilizacion como

aditivo en la elaboracién de alimentos (Ragnar & Topper, 2017).

Se han reportado diversos trabajos, en los que se ha demostrado el beneficio de
adicionarlo como parte de las dietas: Gonzélez en 2005; elaboro tres ensilados a partir
de desechos provenientes del procesamiento de sardinas (cabeza, escama, colas y
visceras), concluyendo que se ajustan con los requerimientos nutricionales para ser
utilizado en la formulacién de alimento animal. Toledo (2009) sustituyo al 100% la
harina de pescado por ensilado quimico de pescado (Ophistonema oglinum), en la
elaboracion de un alimento para alevines de Clarias gariepinus; no observo diferencias
significativas en crecimiento y sobrevivencia; sin embargo, al analizar el costo de
produccion se mostré6 un ahorro del 20 al 30% en los costos de produccion del
alimento. Mejia en 2009; elaboré ensilados biolégicos de calamar, para utilizarlo como
ingrediente en alimento para Litopenaeus vannamei, obteniendo un mejor rendimiento
con el alimento que sustituyd al 100% la harina de pescado por el ensilado. Reyes-
Becerril, M et al. (2012) elaboraron ensilados de pescado y calamar enriquecidos con
Lactobacillus sakei, los cuales sustituyeron la harina de pescado al elaborar el alimento
para juveniles de huachinango (Lutjanus peru), mostrando resultados positivos en el
crecimiento y en la respuesta del sistema inmunoldgico ante los patégenos a los que
fue expuesto, comparados con la dieta control. Goytortia-Bores (2013) elaboré
ensilado de calamar-soya relacion 2:1, sustituyendo 25 y 50% de la harina de pescado,
en alimentos para larvas y postlarvas de camaron blanco (Litopenaeus. vannamei); Y
reporta que obtuvo un ingrediente con alto contenido de proteina (65%) que permite
sustituir hasta el 50% de la harina de pescado. Reportando una mayor sobrevivencia

los organismos de CS50% al someterlos a estrés a baja salinidad.

En las dietas con altos contenidos de proteinas vegetales, los hidrolizados de pescado

suministran aminoacidos libres, que pueden funcionar como atractantes en los



alimentos; ademas proporcionan aminoacidos esenciales y taurina que no son
encontrados en dichas proteinas (Espe, Ruohonen, & El-Mowafi, 2012; Ragnar &
Topper, 2017).

1.3. Pastas vegetales

Existen numerosos estudios en los que se evalla la sustitucion parcial o total de harina
de pescado por otros ingredientes proteicos que presenten un porcentaje de
digestibilidad y valor nutricional alto, para que los organismos puedan aprovecharlo.
Las pastas vegetales como la soya, cartamo, canola, maiz, etc., han sido estudiadas
debido a los porcentajes de proteina que contienen y principalmente por los bajos

costos que presentan comparado con la harina de pescado.

1.3.1. Pasta de Soya

La pasta o harina de soya es uno de los principales ingredientes de origen vegetal
utilizados en la elaboracién de piensos en acuacultura, gracias al porcentaje de

proteina que presenta y al perfil de aminoacidos.

El proceso de obtencion se basa en la remocién de la vaina, moler los frijoles y
desengrasarlos mediante solventes; posteriormente es tostada y molida; obteniéndose
un producto con alto contenido de carbohidratos, proteinas (48%) y bajo contenido en
lipidos. La soya posee una alta calidad nutricional, su semilla desgrasada puede llegar
a contener entre un 40 a 50% de proteina; sin embargo, es carente de metionina, un
aminoacido esencial, el cual tiene un papel importante en la estructura, sintesis de
metabolitos, hormonas y sustancias requeridas en los organismos (Facanha et al.
2016). La digestibilidad de la proteina de la soya en dietas experimentales es de un
94% (Akiyama, 1991., Garcia et al. 2007). La inclusion de pasta de soya en alimentos
comerciales va del 10 al 25%, sin llegar a sobrepasar el 40% (Akiyama, 1998., et

Garcia et al. 2007). Su composicién proximal se muestra en las tablas 1 y Il



Tabla I. Andlisis proximal de la soya y sus productos.

Soya Humedad PC EE FC ELN Cenizas Energia Fuente
bruta
kJig

Semilla 100 422 200 56 - 51 - MRC, 1983
procesada con

calor

Harina, 100 477 53 6.6 - 6.7 - NRC, 1983
(extraccion

mecanica )

Harina 100 499 14 65 - 70 - NRC, 1383
(extraccion con
solverntes )
Semillas 100 551 10 37 6.5 - NRC, 1983
descas caradas,
harina
(extraccion con
solverntes )

Soya Humedad PC EE FC ELN Cenizas Energia Fuente

bruta kg

Concentrado 100 91.9 0.6 0.1 _ s . NRC, 1983
proteico

Grano de soya 9.10 37.30 2060 310 255 440 Davila et
(INIAP 306, - al., 1994
Brasil)

Harina de frijol 35.8 19.5 5.5 23.3 Smith el
de soya entero al., 2000
ms)

Harina de soya - 475 6.4 - - 6.3 20.9 Smith &t
mediante al., 2000
expulsor (ms) _
Tratamiento con - 478 37 - - 80 170 M
solvente s (ms) as
Harina de soya 11.18 48.76 1.22 177 - 7.24 - Diominy y
ms) Lim, 199
Harina de soya 7.57 4910 0.89 7.57 - 726 - Daominy y
extraida (ms) Lirm, 1991
Harina de soya 5.0 52.0 0.5 3.5 34.0 - - Dominy y
desgrasada Lim, 1931
Concentrado 5.0 67.0 05 35 190 - - E.“”";‘ggﬂ
proteico de im,

sOya

Alslado protelco 5.0 80.0 0.1 4.0 0.3 . Dominy y
de soya Lim, 1991

Valores estan expresados como % por peso del producto como alimento: Humedad; Proteina
Cruda-PC; Extracto Etéreo-EE; Fibra Cruda-FC; Extractos Libres de Nitrégeno-ELN; Cenizas

y Energia bruta. ms: materia seca.

Fuente: Garcia et al. 2007



Tabla Il. Contenido de aminoéacidos (%) en la soya y sus productos.

Semilla sin Pasta no Harina no Harina Harina de
Aminoacido cascarilla descorticada, descorticada, descortigada concentrado
(descorticada) (extraccion (extraccion (extraccion protéico
mecanica) con con
solventes) solventes)
Arg 2.82 3.14 3.48 3.74 7.34
Cys 0.55 0.59 0.71 0.73 0.92
Met 0.54 0.63 0.59 0.70 0.88
Tm 1.68 1.71 1.62 1.94 3.34
lle 2.16 2.72 2.14 2.36 4.60
Leu 2.79 3.71 3.12 3.71 6.33
Lys 2.41 2.75 2.76 3.12 5.61
Val 2.03 2.24 2.27 2.45 4.38
Tyr 1.12 1.55 1.33 1.77 3.10
Trp 0.53 0.63 0.61 0.60 0.88
Phe 2.08 2.15 2.00 2.54 4.33
His 1.00 1.12 1.12 1.23 2.41

Fuente: Tacon 1989., Garcia et al. 2007

1.3.2. Pasta de coco

La pasta de coco o harina de copra (pulpa seca del coco), es utilizada mayormente en
la alimentacion de rumiantes; es una fuente de proteina barata; extraida a partir de
someter la pulpa seca de coco a presion mecanica y la torta resultante se trata con
disolventes para la obtencion de la harina (FAO 2003).

El contenido de fibra es elevado, el contenido en promedio puede ser de 12% hasta
encontrarse con valores del 25%. Su aporte proteico es en promedio de un 20%; es
deficiente en aminoacidos como la lisina, la cual es indispensable para el crecimiento
normal del camarén (Cowey y Forster, 1971; Fox et al., 1995; Kanazawa y Teshima,
1981; Millamena et al., 1998; Palma et al., 2009; Richard et al., 2010; Shewbart y otros,
1972; Teshima, 2002 y Fengjun et al. 2012) y de triptéfano. Su digestibilidad esta
limitada por las proteinas que estan ligadas a la pared celular. La composicion proximal

se muestra en la tabla Ill.



Tabla Ill. Analisis proximal de la harina de coco.

Energia bruta
Humedad Cenizas PC EE Callg
7.77 £0.134 7.78 £0.141 28.61 +2.89 9.57 +0.10 4723.5684 £11.4933

PC: Proteina cruda; EE: Extracto etéreo

1.4. Proteinas de origen animal

En la industria de la elaboracion de alimentos acuicolas, el ingrediente de mayor
importancia es la harina de pescado, debido a su alto contenido de proteina. Sin
embargo, en los ultimos afios, su demanda se ha incrementado de la misma manera
gue su precio. Se han utilizado variedad de harinas de origen animal como harina de
calamar, harina de langostilla, harina de krill, harina de subproductos acuicolas, etc.,

como alternativas para contrarrestar la demanda de la proteina de pescado.

1.4.1. Proteina de calamar

El calamar gigante (Dosidicus gigas), es una especie abundante en México, que se
explota de manera comercial en el Golfo de California. Los residuos de calamar son
transformados en subproductos como harinas o ensilados, para ser utilizados como
ingredientes, debido a las altos porcentajes proteicos del 70 a 80% en base seca; se
menciona que dicha harina tiene un efecto estimulador en el crecimiento, que ha
mejorado la tasa de conversion alimenticia sin incrementar su ingestion diaria (Cruz
Suérez y Guillaume, 1983., Garcia et al. 2007), incrementos significativos en el peso y

sus componentes se pueden digerir casi en un 100%.

La calidad de estas proteinas dependera del grado de frescura de la materia prima;
debido a la actividad microbiana, la actividad enzimatica, deshidratacién u oxidacion
(Pérez, 1985., Garcia et al. 2007) y del proceso de produccidén. La composicion

proximal y de aminoacidos se muestra en las tablas IV y V.



Tabla IV. Composicién proximal de harina de calamar (Dosidicus gigas).

Harina de
calamar gigante
(HCG)

Humedad 3.46+0.,002
Proteina cruda (N x 6.25) 77.76 £0.04
Cenizas 8.54+ 0,002
Extracto etéreo 6.33 = 0.007
Fibra cruda 2.7+ 0,001
Carbohidratos por diferencia 1.21
Energia bruta (kcal/g) 4.03=0.02

Fuente: Calvo et al. 2016

Tabla V. Composicion de aminoacidos (g aa/100g de proteina) en harina de calamar gigante

(Dosidicus gigas).

g aa/100 g proteina

Aminoacidos esenciales Aminoacidos no esenciales
Isoleucina 426+0,01 Cistina 2.12+0.03
Leucina 6.56 +0.02 Tirosina 422+0.02
Lisina 10.16 £0.03 Arginina 386002
Metionina 1.64+0.,01 Alanina 6.79%=0.03
Fenilalanina 456+0.02 Acido aspartico 9.53+0.01
Treonina 3.86+0.02 Acido glutimico 14.53 £0.02
Valina 540+0.03 Glicina 7.57=0.03
Histidina 6.89+0.03 Prolina 5.16=0.03
Triptofano 2.0+0.03 Serina 342002

Fuente: Calvo et al. 2016



1.5. Generalidades del camarén blanco

Figura 2. Camarén blanco (Litopenaeus vannamei).

El camardn blanco (Litopenaeus vannamei) es un crustaceo perteneciente a la Familia
Penaeidae y al Genero Litopenaeus. Su ciclo de vida se divide en dos fases; la
estuarina y marina (Morales, 1990., Morales y Membrefio 2015). Cuando los
camarones se reproducen, lo hacen en zonas lejanas a la costa y posteriormente,
después que los huevos maduran y atraviesan sus primeros ciclos larvales, llegan a
los estuarios como postlarvas, para desarrollarse de una mejor manera debido a la
disponibilidad de alimento y la proteccion que le brindan dichas areas. Una vez pre

adultos, regresan a mar abierto para su maduracion y reproduccion (FAO 1988).

Durante la primera etapa, cuando son nauplios, estos se nutren de las reservas
embrionarias, posteriormente cuando pasan de zoea se alimentan de fitoplancton y a
partir de mysis, su alimentacion principal consiste de zooplancton. Una vez que son

postlarvas, su alimentacion se vuelve omnivora (FAO 1988).

1.5.1 Sistema digestivo del camardn

El sistema digestivo de los camarones, se divide en 3 principales partes: intestino
anterior, intestino medio e intestino posterior. En el intestino anterior, se encuentra la
boca, el eséfago y el estbmago; en la boca se encuentran unos apéndices, que ayudan
a macerar el alimento; el cual pasa por el eséfago y posteriormente al estbmago, donde

se continua la molienda del alimento.



En el intestino medio o llamado también hepatopancreas, se producen las enzimas
digestivas para la degradacion quimica de los alimentos (Guevara, 2003., Morales y
Membrefio, 2015); ademés de absorber nutrientes; almacenar minerales,
carbohidratos y lipidos y distribuir reservas en la fase de intermuda (Dall, 1990.,

Ceccaldi, 1998 y Cadena, 2001). El intestino posterior se incluye el recto y el ano.

1.5.2 Sistemas de cultivo

Los sistemas de cultivo se manejan dependiendo el nivel de intensidad tecnoldgica,
puede ser extensivo, semi-intensivo, intensivo e hiperintensivo; dependiendo de la
densidad de organismos, el sistema de recambios de agua, rendimiento, tamafio de

area productiva (Arredondo, 1990 y Arredondo-Figueroa, 2002).

Los sistemas extensivos, son los mas sencillos, en los cuales las mayorias de las
postlarvas se extraian del medio natural. Se siembran por densidades de hasta 16
organismo/mz2, donde obtienen un crecimiento promedio semanal de 0.55g; cultivando
organismos con un peso promedio final de 13g en corridas de 155 dias. La tecnologia
e infraestructura utilizada suele ser simple y la alimentacion consiste de la
productividad que se da en el estanque, compensada con una o dos raciones diarias
(Arredondo-Figueroa, 2002).

Los sistemas semi-intensivo, se caracteriza por tener dos fases, pre-engorda y
engorda; durante la primera fase, se siembran las larvas con densidades de 40 hasta
400 organismos/m?, donde permanecen un tiempo de 40 dias en promedio, con la
finalidad de aclimatarse y obtener un peso de 1 a 2 g e promedio; para posteriormente
realizar un desdoble o una resiembra a una densidad de hasta 40 organismos/m? en

los estanques donde quedaran finalmente para engorde (Arredondo-Figueroa, 2002).

En un sistema intensivo, las densidades de siembra pueden variar desde 60 hasta 300
organismos/mz?; los tamafios de los estanques suelen ser mas pequefios, su aireacion
debe de ser continua y la alimentacion es mas frecuente, unas 5 o 6 veces por dia.
Para los sistemas que utilizan biofloc; los alimentos que se utilizan son de menor

porcentaje de proteina (FAO 2018).
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En los sistemas superintensivo o hiperintensivo, se utilizan invernaderos, con
recambios de agua minimos o incluso solo para compensar la que se evapora. Las

densidades de siembra van desde los 300 a 450 organismos/m? (FAO 2018).

1.6. Sistema Biofloc

Los sistemas de biofloc, fueron desarrollados para cuidar el entorno, en lugares donde
el agua escasea 0 las tierras son costosas, ademas de buscar la practica de sistemas
mas intensivos, que den una mejor relaciéon de costo-produccion. Dicho sistema debe
su eficiencia a los nutrientes que se puede reciclar y reutilizar continuamente. El biofloc
ha demostrado numerosos beneficios tales como el crecimiento, la reduccion del
Factor de conversion alimenticia (FCR) y los costos de alimentacion; ademas se ha
demostrado que mas del 29% del alimento consumido por el camarén proviene del

biofloc (Hargreaves, 2013).

Su eficiencia se basa en el crecimiento de microorganismos que permiten reducir el
porcentaje de recambio de agua, debido a que ayudan a controlar la calidad de esta y
funcionan como fuente de alimento. El biofloc agrega floculos de algas, bacterias,
protozoarios y otras particulas organicas (Figura 3) y sus contenidos de proteina
pueden aportar desde el 25 al 50%; sin embargo, los niveles mas comunes son del 30
a 40%. La composicién nutricional depende de factores como las condiciones del
ambiente, la fuente de carbono, salinidad, fitoplancton y la comunidad de bacterias

(Emerenciano, 2013).

Figura 3. Muestra de biofloc vista al microscopio.
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2. JUSTIFICACION
Debido a los altos precios, calidad variable y baja accesibilidad de la harina de

pescado, se buscaron alternativas para elaborar ingredientes con procesos que
mejoren su calidad y puedan ser mas baratos, para reducir costos de operacion y tener
un rendimiento igual o incluso mayor en los sistemas de produccion hiperintensiva con
biofloc.

12



3. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar alimentos incluidos con ensilados bioldgicos elaborados combinando
proteinas animales, vegetales y una bacteria probiética en un sistema hiperintensivo

con juveniles de camaroén blanco (Litopenaeus vannamei).

Objetivos especificos

1. Elaborar los ensilados, combinando proteina de organismos marinos y proteina
vegetal.

2. Caracterizar los ensilados elaborados de acuerdo a su composicion quimica y
vida de anaquel.

3. Elaborar alimentos sustituyendo parcialmente la harina de pescado por los
ensilados.

4. Evaluar parametros zootécnicos de juveniles de camarén cultivados en un

sistema hiperintensivo con biofloc y alimentados con las dietas con ensilados.
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4. METODOLOGIA

4. 1. Elaboracion de ensilados

Preparacion del Inoculo

El inoculo se preparé con la bacteria TD19 Lactobacillus fermentum; se tomé una
asada de dicha cepa, la cual se sembrd por estria cruzada en placas de MRS, las
cuales se colocaron en jarra de anaerobiosis y se incubaron por 24 hrs a 30 °C.
Transcurrido el tiempo, se tomé una colonia y se hizo un frotis para observar en el
microscopio y corroborar que no estuviera contaminada. Posteriormente se tomé una
colonia de la placa y se sembré en tubos con 5ml de caldo MRS. Estos se incubaron
por 12 hrs a 30 °C. Posteriormente se tomaron 500 pl y se resembraron en matraces

de 50ml con caldo MRS y se incubaron por 12hrs a 30°C.
Preparacion del ensilado

Se formularon 6 ensilados con diferentes porcentajes de pasta de soya y pasta de

coco. Las proporciones fueron las siguientes:

Tabla VI. Relaciones de los ensilados.

Calamar (g en BH) Pasta de Soya/Pasta de Proporcién (BS)
Coco (9)
500 100 1:1
500 150 1:1.5
500 200 1:2

BH= Base humeda; BS= Base seca

El calamar se cortd en trozos pequefos, se enjuagd con agua destilada y se tritur6 en
un molino de carne Torrey; se pesaron 500 g para cada ensilado. Se pesoé sorbato de
potasio (0.25%) como agente conservador, azucar (2%) como fuente de carbohidratos,
pasta de soya (Para las 3 proporciones) y pasta de coco (Para las tres proporciones).
Todos los ingredientes fueron mezclados manualmente, se les agregé el 5% de in6culo

a cada uno, se volviéo a mezclar y se almacenaron en frascos de vidrio previamente
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esterilizados; estos se colocaron en la incubadora por 3 dias a 30°C y posteriormente

se guardaron en refrigeracion.

Liofilizacion de los ensilados

Se tomaron 50g de cada ensilado y se guardaron en tubos eppendorf de 50ml; se
congelaron a -20°C y se liofilizaron en el Laboratorio de Nutricion acuicola, en las
instalaciones del CIBNOR. Los ensilados deshidratados se usaron para el analisis

proximal.

4.2. Caracterizacion de los ensilados de acuerdo a su composicién quimica y

vida de anaquel

Determinacion del pH

Se tomaron muestras en diferentes tiempos: Inicial, a los 3, 7,15 y 30 dias de
elaborados los ensilados para medir el pH. Para su determinacion se tomé 1g de
ensilado y se colocé en tubo eppendorf de 50ml con 10ml de agua destilada. Se agito

en un vortex y se procedié a tomar lectura con un potenciometro.

Analisis quimico proximal

Humedad

Se determiné por el método gravimétrico. Se peso 1g de cada ensilado en charolas de
aluminio (previamente puestas a peso constante) y se colocaron en estufa de secado
por 4hrs a 100 °C. Cada muestra se analiz6 por triplicado. El célculo de humedad se

realizé con la siguiente formula:
%Humedad = (Peso final muestra/ Peso inicial muestra) x 100
Proteinas

Se determino por el método de dumas, en el cual se cuantifica la cantidad de Nitrogeno
gue se desprende en la combustidn de la muestra. Se pes6 5 mg de cada ensilado en
capsulas de estafio, estas se colocaron en el analizador de proteinas/nitrégeno LECO

FP-528. Cada muestra se analiz6 por triplicado.

15



Extracto etéreo

Se determind por el método Soxhlet. Se pes6 2g de cada ensilado en cartuchos de
celulosa (Previamente puestos a peso constante), dichos cartuchos se introdujeron en
vasos de extraccion con 40 ml de éter de petréleo y se colocaron en el sistema de
extraccion B-811 Buchi. La extraccion fue de 2hrs a partir de que el éter entro en
ebullicién. Transcurrido el tiempo, los cartuchos se enfriaron a temperatura ambiente
y se secaron en la estufa por 1 hora a 100 °C. Cada muestra se realizé por triplicado.

El calculo se realizé con la siguiente formula:

%Grasa cruda= ( (C+Mi)-(C+Mg) ) / ( (C+Mi+)-(C) ) X 100
Donde:

C= Peso del cartucho

Mg= Muestra final

Mi= Muestra inicial

Cenizas

Se determind por diferencia de peso (Método A.O.A.C. 2002). Se pes6 2g de cada
ensilado en capsulas de porcelana (Previamente puestas a peso constante), estas se
colocaron en el mechero para quemar la muestra, una vez que el humo dejo de salir,
se introdujeron en la mufla por 3hrs a 550°C. Transcurrido el tiempo, se sacaron las
capsulas y se colocaron en un desecador hasta su enfriamiento a temperatura
ambiente. Cada muestra se realizé por triplicado. El calculo de cenizas se realizd con

la siguiente formula:

%Cenizas = (Peso muestra incinerada/ Peso muestra seca) x 100
4.3. Elaboracion del alimento

4.3.1. Formulacién del alimento
La formulacion del alimento se realizé mediante el Software Nutrion 5, en el laboratorio
de Nutricion acuicola en las instalaciones del CIBNOR. Se formuld un alimento que

contuviera un 25% de proteina. Los ingredientes utilizados se muestran en la tabla VII.
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Tabla VII. Ingredientes utilizados en la elaboracién del alimento.

Alimento ECS Alimento ECCO

Ingrediente % de Inclusion % de Inclusion

Harina integral de trigo 60 50.04
Harina de sardina 4.7 7.09
Pasta de soya 2 10
Ensilado calamar soya 20 0
Ensilado calamar coco 0 20
Pasta de microalga 2 2
Lecitina de soya 15 15
Aceite de pescado 52 477
Ligante 05 05
Mez vitaminas 18 18
Fosfato dibasico de sodio 12 12
Mez minerales 05 05
Colesterol 0.28 0.28
Cloruro de colina 0.2 02
Vitamina C 0.1 01
BHT 0.02 0.02

COMPOSICION QUIMICA

Proteina cruda 25 25
Extracto étereo 7.965 75

ECS=Ensilado Calamar-Soya
ECOO=Ensilado Calamar-Coco

4.3.2. Preparacion de la materia prima

Las harinas de trigo y pescado y las pastas de soya y coco, fueron llevadas a las
instalaciones del CIBNOR, para su pulverizacion. Esto se realiz6 en un molino
PULVEX; primero se paso por una malla de 800um, para la obtencion de una particula
de 500um; y posteriormente se pasé por una malla de 300um para una obtencién de
particula de 200pm.

4.3.3. Preparacion del ensilado
Los ensilados seleccionados para elaborar los alimentos fueron Calamar-Soya 1:2 y

Calamar-Coco 1:2; la metodologia para su elaboraciéon se describe en el paso 4.2.

4.3.4. Elaboracion de los alimentos experimentales
1.- Se pesaron los macroingredientes: Harina de trigo, harina de pescado, pasta de
soya, ensilados y pasta de microalga, los cuales se mezclaron por 10min. En una

mezcladora industrial Blazer.
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2.- Se pesaron los microingredientes: Mezcla de vitaminas, mezcla de minerales,
fosfato dibasico de sodio, colesterol, cloruro de colina, vitamina C y BHT; estos se
mezclaron por 3 minutos, y después se incorporaron con los macroingredientes en la

mezcladora y se mezclé por 10min.

3.- Se peso el aceite de pescado y la lecitina de soya, se mezclaron entre ellos para
formar una emulsion y posteriormente se incorpord a la mezcladora con los demas

ingredientes, se mezcl6 por 10min.

4.- Se peso el ligante Pegabind y se afiadié en un vaso de precipitado con 300ml de
agua a 80°C (cantidad de agua para elaborar 5kg de alimento) en el caso del alimento
ECS y 400 ml de agua a 80°C (cantidad de agua para elaborar 5kg de alimento) en el
caso del alimento ECCO. Se agit6 por 1 minuto y se verti6 en la mezcla principal,

donde se revolvié por 3 min.

5.- La pasta que se obtuvo se pasoé por un molino de carne Torrey, la primera vez para
homogenizar y calentar el molino y la segunda vez para formar el pellet. Una vez

obtenido el pellet se cort6 manualmente.

6.- El alimento se seco en una estufa a 60°C por 22hrs.

4.3.5 Analisis de los alimentos Estabilidad

Para medir la estabilidad de los alimentos, se siguid la metodologia de Obaldo et al.
(2002). Se pesaron 5g de muestra por triplicado; cada muestra se metié dentro de un
matraz de 250 ml previamente llenado con 200 mL de agua de mar filtrada. Se pusieron
en agitacion constante a 100 rpm en un agitador horizontal Lab-line®, Melrose Park,
lllinois, USA; por un tiempo de 1 h a 27 °C. Cada muestra se filtr6 en papel filtro
Whatman #3 (Previamente secado y pesado) y se peso6 de nuevo en la balanza para
posteriormente colocarse en una estufa con flujo de aire a 80°C por 24 horas. La formula

utilizada para calcular la materia seca retenida fue la siguiente:

Materia seca retenida (%) = (peso seco del alimento residual/peso seco del alimento
inicial) x100

18



4.4. Cultivo de juveniles de camardn en un sistema hiperintensivo con biofloc y

alimentados con las dietas elaboradas.

Disefio experimental del Bioensayo

El bioensayo se llevé a cabo en las instalaciones de la Unidad Pichilingue — UABCS,
en tanques de geomembrana de 12m3 con sistema biofloc, en los cuales se sembré
una densidad 300 organismos/mz2. Se acondicionaron tanques para cada tratamiento
con su replica: Tanque 7 y10 para alimento Soya (S), tanque 8 y 11 para alimento

comercial (A) y tanque 9 y 12 para alimento Coco (C).

4.4.1. Acondicionamiento de los tanques

Se limpiaron los aireadores y se armaron, al mismo tiempo se lavo el fondo y las
paredes interiores del tanque. Una vez que todo estuviese limpio, se acomodaron los
aireadores dentro del tanque y se procedid a llenar con agua de mar previamente
filtrada. El agua fue clorada por 24hrs y después neutralizada con tiosulfato de sodio.

Se corrobord su neutralizacién con la prueba Orto.

4.4.2 Acondicionamiento de las larvas
Se recibieron 240 000 postlarvas de camardn blanco Litopenaeus vannamei, de las
cuales 100 000 se sembraron en el tanque 1 y 140 000 en el tanque 5. Estas

permanecieron por un periodo de 5 semanas para su aclimatacion al nuevo sistema.

4.4.3. Sistema biofloc

El sistema biofloc utilizado en el experimento, consisti6 en la adicion de melaza,
probiético y 3 microalgas autdctonas (Grammatophora sp, Schizochytrium sp y
navicula). La cantidad de melaza se calcul6 dependiendo de la biomasa estimada cada
semana por medio de las biometrias. Las microalgas y el probiético se adicionaban
una vez cada 15 dias, alternandose y se sembraban en cilindros de 400 Lts en el
exterior en el area de cultivo de camarones. Utilizandose 3 dias después de su

siembra.
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4.4.4 Calidad de agua
La calidad de agua de los tanques se analiz6 con el Test API Freshwater Master Test
Kit, el cual mide Amonio, Nitritos, Nitratos y pH, por andlisis colorimétrico como se

muestra en la figura 4. La medicion se realizé cada 3 dias para los 6 tanques.

Figura 4. Medicién de calidad de agua con el Test API.

4.4.5 Temperatura y Oxigeno

Para la temperatura (°C) y el oxigeno (mg/l), se tomaron dos mediciones por dia: La
primera medicion se realizaba a las 9:00hrs., y la segunda medicion a las 14:00hrs;
por medio de un multiparametros YSI modelo 550.

4.4.6. Analisis microbioldgico del agua

Se tomo6 una muestra de agua en tubos eppendorf de 50ml (previamente lavados y
esterilizados) de cada tanque y se transportaron en hielo al Laboratorio de Ciencia Y
Tecnologia de Alimentos de la UABCS para su analisis. Se hicieron diluciones 10! y
10?; se tomaron 100ul y se sembraron por extension en placa, en medio MRSy TCBS.
Las placas de MRS se colocaron en anaerobiosis y se incubaron por 48hrs a 30°C.
Las Placas de TCBS se incubaron por 24hrs a 30°C. Se realizdé un muestreo al inicio

y al final del bioensayo.

4.4.7. Biometria

Las Biometrias se realizaron una vez por semana; para realizarlas se tomé una
muestra de 100 camarones por tanque, los cuales se midieron con ayuda de una hoja
milimétrica y se pesaron en una balanza Ohaus. Dichas mediciones se realizaron de

manera individual, como se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Medicion de la talla durante las biometrias.

4.4.6. Analisis microbiologico del sistema digestivo del camar6n

Se tomé una muestra de camaron de cada tanque y se colocaron en tubos eppendorf
de 50ml con agua del sistema; se transportaron en hielo hacia el Laboratorio de Ciencia
y Tecnologia de Alimentos de la UABCS. Se extrajo el sistema digestivo del camarén
y se colocd en tubos eppendorf de 2ml con PBS. Se sembraron las diluciones 1072,
102 y 10“ por extension en placa, en medio MRS y TCBS. Las placas MRS se
colocaron en anaerobiosis y se incubaron por 48hrs a 30°C. Las Placas de TCBS se

incubaron por 24hrs a 30°C. Se realizé un muestreo al inicio y al final del bioensayo.

4.7.7. Parametros zootécnicos

Sobrevivencia

El porcentaje de sobrevivencia se determind de la siguiente forma:
%Sobrevivencia= (No. De organismos inicial / No. De organismos final) * 100
Ganancia de peso

La ganancia de peso se determiné de la siguiente forma:

% Ganancia Peso (GW) = ( (Peso inicial-Peso final) / Peso inicial ) * 100
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Tasa especifica de crecimiento (%/dia)
La tasa especifica de crecimiento se determiné de la siguiente forma:

Tasa especifica de crecimiento (%/dia) = ( (Ln peso final — Ln peso inicial) *100 ) /

Dias de experimento
Factor de conversion alimenticia
El factor se determiné de la siguiente forma:

Factor de Conversiéon Alimenticia (FCR)= Alimento otorgado (g) / Biomasa (Q)
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5. RESULTADOS

5.1. Elaboracién de ensilados

Ensilado Calamar-Soya (CS)

Figura 6. a) Ensilado calamar-soya 1:1; b) Ensilado calamar-soya 1:2; c) Ensilado calamar-

soya 1:2.

Las tres relaciones de ensilados se desarrollaron y conservaron favorablemente, el
olor fue &cido-dulce, la coloracién fue café claro y su textura fue mas seca para la
relacion 1:2 y mas humeda en la relacion 1:1; sin embargo, al transcurrir los dias, la

pasta se suavizaba.

Ensilado Calamar-Coco (CCO)

Figura 7. a) Ensilado calamar-coco 1:1; b) Ensilado calamar-coco 1:1.5; c) Ensilado

calamar-coco 1:2.
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Las tres relaciones de ensilados se desarrollaron y conservaron favorablemente, el

olor fue acido-dulce con la ligera esencia caracteristica del coco; la coloracion fue café

oscuro y su textura fue mas seca para la relacion 1:2 y mas humeda en la relacién 1:1;

sin embargo, al transcurrir los dias, la pasta se suavizaba al igual que el ensilado de

calamar-soya. El pH de los ensilados a los 3 dias estuvo en el rango de 5.2 — 4.8.

5.2. Andlisis quimico proximal

Tabla VIII. Andlisis quimico proximal de los ensilados.

Proteina Extracto
Ensilado Humedad (%) Cruda (%) Etéreo (%) Cenizas (%)
CS1-1 7.0+ 0.0 67.96+0.12 11.71+0.76 6.26 + 0.52
CCO 11 7.01 + 0.58 53.6 +0.19 10.72 + 0.56 9.19+1.05
CS1-15 5.4+0.28 65.17 +0.03 11.51 +0.07 7.53 +0.55
CCO 1-15 5.19+0.86 49.31+£0.05 14.86+0.41 8.55 + 0.68
CS1-2 4.6 +0.0 62.9 + 0.09 12.95 + 0.56 7.47 +0.04
CCO 1-2 4.31+0.12 4404 +1 11.09 £ 0.15 7.33+1.92

Resultado= Promedio + Desviacidn estandar

Como se observa en la tabla VIII; los ensilados con mayor contenido de pasta arrojan

un menor porcentaje de proteina, a diferencia de los ensilados con menor contenido

de pasta; sin embargo, por los niveles obtenidos, son considerados como un

ingrediente proteico para la preparacion de alimento. En cuestion del porcentaje de

humedad, tenemos un producto mas seco, cuando le afiadimos mayor contenido de

pasta.

24



5.3. Determinacion del pH
Ensilado calamar-soya (CS)

5.05

495

1 2 3 -

) P51 $»C51-15 512
Tiemoo

Figura 8. Medicion del pH del ensilado CS en diferentes periodos de tiempo.
Como se observa en la figura 8, la medicion mas baja se obtuvo en la relaciénl-2; la

diferencia es de 0.1 con respecto a las relaciones 1-1 y 1-1.5; sin embargo, los tres

productos se conservaron adecuadamente.
Ensilado calamar-coco (CCO)

5.4

5.3 D=

5.2 \

pH

3 4
& ccoi-1 & CCo1-15 & Cccoi-2
Tiempo

Figura 9. Medicion del pH del ensilado CCO en diferentes periodos de tiempo.
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Como se observa en la figura 9, la medicibn mas baja se obtuvo en la relaciénl-2; las
relaciones 1-1 y 1-1.5 aunque no disminuyeron en menos de 5 su pH, lograron

conservarse adecuadamente.

5.4. Elaboracién del alimento

Los alimentos se nombraran soya (alimento con inclusién de ensilado CS), coco
(alimento con inclusion de ensilado CCO) y comercial (alimento control marca Azteca).

a) | b)

i

Figura 10. a) Alimento con inclusién de CS. b) Alimento con inclusion de CCO.

5.5. Andlisis quimico proximal del alimento

Tabla IX. Analisis quimico proximal de los alimentos experimentales y el comercial.

. Proteina . Extracto Fibra Energia
Alimento Humedad Cenizas , d
cruda etéreo cruda (Callg)
., 6.89+ 27.73+ 8.97+
Comercial 5 3 223 013
6.22 + 23.24+ 592+
Soya 0.16 1.05 0.05 9.65+0.82 1.33+0.32 4567.86+22.38
5,53 + 21.23+ 7.39%
Coco 0.14 0.77 0.02 8.75+£0.49 1.20+0.94 4490.86+22.56
*Resultados expresados en porcentaje a excepcion de la energia +

Desviacion estandar

Los valores de humedad, extracto etéreo, fibra cruda y energia se observan en la Tabla

IX, son muy similares entre los nuevos alimentos; el porcentaje de proteina en los
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alimentos experimentales, es inferior al 25% de proteina que se habia formulado; de

manera contraria sucede para el alimento comercial, con valor superior al 25%.

5.6. Estabilidad

100.00

99.00

98.00 a

97.00

Porcentaje de estabilidad (%)
Q

96.00

95.00
Comercial Soya Coco

Figura 11. Porcentaje de estabilidad de los alimentos experimentales.

No hubo diferencias entre la estabilidad de los alimentos experimentales y el control.
El porcentaje més alto lo arrojo el alimento con inclusién de ensilado calamar-soya con
un 96.9% Yy el porcentaje mas bajo lo arrojo el alimento con inclusion de ensilado

calamar-coco, como se observa en la figura 11.
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5.7. Parametros fisicoquimicos

5.7.1. Temperatura

28

Temperatura (*C)
P
[ay]

—T1 Soya
—T1 Comercial
24 —T1 Coco
T2 Sovya
22 T2 Comercial
T2 Coco
20
1 2 3 4 b B 7

Semana

Figura 12. Temperaturas registradas durante el experimento; T1: Temperatura 9:00 h; T2:

Temperatura 14 h.

La mayor parte del experimento se realizO con temperaturas bajas, a partir de la
semana 6 se puede considerar que la temperatura era la 6ptima para el cultivo. En la
figura 12, podemos observar que las series estan concentradas en dos grupos, Las T1
son las temperaturas tomadas por la mafana, por lo que tienden a ser mas bajas, a
medida que el tiempo transcurren las T2 se tornan mas altas, pues fueron tomadas a
las 14:00. El incremento maximo de temperaturas entre T1y T2 fue de 2°C.
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5.7.2. Oxigeno

10
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Figura 12. Oxigeno registrado durante el experimento; T1: Temperatura 9:00 h, T2:
Temperatura 14:00 h.

El oxigeno se comporta de manera contraria que la temperatura (Figura 12). Durante
las primeras semanas se obtuvieron mediciones altas, los organismos eran pequefios
y las aguas frias; conforme la temperatura y el crecimiento de los camarones aumento,

las concentraciones de oxigeno disminuyeron, sin llegar a afectar o estresar a los

camarones.
5.7.3. Amonio
3
— Comercial
— Coco
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Figura 13. Amonio registrado durante el experimento. 29



Los niveles de amonio registrados durante el experimento, no sobrepasaron las 8ppm

(valor mas alto del Test API); el mas alto arrojo 2.5ppm en los tanques de alimento con

Ensilado calamar-soya y no represento peligro alguno para los organismos (Figura 13).

5.7.4. pH

8.4
8.2
8
78
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74
7.2
7

6.8
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2 3 4 3] G 7 8 9 10 11 12
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Figura 14. pH registrado durante el experimento.

El pH se mantuvo estable en todos los tanques, los valores mas bajos fueron de 7.4

para los tres tratamientos; el pH més alto fue de 8.3 y se registré en el tanque con

alimento calamar-coco.
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5.8. Analisis microbiol6gicos

5.8.1. Analisis microbioldgico del biofloc

il ad

Control Sova Coco

Log 10 UFC/mil
[ [#1) E =Y [¥,]

(=

B EALinicioo MBALfinal MVibrio inicio M Vibrio final
Figura 15. Analisis microbiolégico de bacterias de biofloc.

Las unidades formadoras de colonias (UFC) de BAL (Bacterias acido lacticas) y

Vibrio, incrementaron durante la realizacién del experimento

5.8.2. Analisis microbioldgico del camardn

Control Soya Coco

B

Log 10 UFC/ml
Pl [#5) =

[

BeALinicic EBALfinal M Vibrio inicic I Vibrio final

Figura 16. Analisis microbiolégico de bacterias acido lacticas y Vibrio del hepatopancreas
de camaron.
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Las UFC de BAL incrementaron al finalizar el experimento; sin embargo, las UFC de
Vibrio para el tratamiento soya se mantuvieron dentro de los mismos valores; sin

embargo, para el tratamiento de coco disminuyeron (Figura 16).

5.9. Parametros zootécnicos

Tabla X. Resultados obtenidos en los parametros zootécnicos con los diferentes tipos de

alimentos.
Factorde Tasa
*Peso  **Peso conversion especifica
Sobrevivencia Inicial Final Ganancia alimenticia crecimiento
Alimento (%) (9) (9) De peso (GW) (FCA) (TCE)

2.005+ 7.284 +

Control 63+9.552 0.192@ 1.692 230.19+4452 195+0.34° 2.66+0.252
1.925 + 6.388 *

Soya 81+12.652 0.262 1.33P 261.14+2452 1.50+0.2123 2.48 +0.15%
1.879 + 7.661 *

Coco 66+5.262 0.433 1522 309.25+51.82 1.71+0.203 2.93+0.172

Los valores con letras iguales, no presentan diferencias significativas (p>0.1)

** |_os valores con letras iguales, no presentan diferencias significativas (p>0.5)

Como se puede observar en la Tabla X, la mayor sobrevivencia se obtuvo con el
alimento de soya (81%) sin embargo estadisticamente no existen diferencias entre los
tres alimentos (p>0.1). La ganancia de peso (GW) mas alta se observo en el alimento
de coco, con un 309%, la méas baja fue observada en el alimento control con un 230.19,
sin embargo, no se observan diferencias estadisticas (p>0.1). En el FCA, el alimento
gue obtuvo el valor mas bajo fue para el de soya con un 1.50, el valor mas alto se vio
reflejado en el alimento control con un valor de 1.95; sin embargo, estadisticamente
no hay diferencias significativas (p>0.1) entre los tratamientos de coco y control; no
obstante, si existe diferencia significativa entre el tratamiento coco y control comparado
con soya. Para la tasa especifica de crecimiento el valor mas alto fue de 2.93 y se
obtuvo con el alimento de coco y el mas bajo con el alimento de soya con un valor de
2.48; estadisticamente no existen diferencias significativas (p > 0.1). Al finalizar el
bioensayo, podemos observar que existen diferencias significativas en (p<0.05) en el

peso final entre las dietas calamar-coco y comercial con respecto a la dieta de calamar-
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soya. La dieta calamar-coco fue la que obtuvo organismos mas pesados al finalizar el

experimento.

5.10. Crecimiento semanal

10

9

PESO (G)
(6)]

—o—Soya
V - Azteca
1 Coco
0 1 2 3 4 5 6 7

SEMANA

Figura 17. Curva de crecimiento obtenida con los diferentes tratamientos.

En la curva de crecimiento (Figura 17) podemos observar que al inicio del ensayo no

hay diferencias significativas (p>0.05) entre el peso de los organismos experimentales.
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6. DISCUSION

6.1. Alimentos experimentales

Un ensilado biolégico, normalmente utiliza un 15% de carbohidratos (melaza o azucar)
para que las bacterias acido lacticas (BAL) consuman los carbohidratos y produzcan
suficiente acido lactico que ayude a preservar el producto de manera adecuada. El
olor, color y textura, son caracteristicas fisicas importantes, con las cuales podemos
observar en primera instancia si el proceso de ensilaje se ha desarrollado de manera
adecuada; Ojeda et al. (1991); Tobia C et al. (2003), mencionan que el olor de un
ensilado debe de ser agradable (lactico), su textura bien definida y color verdoso (para
el caso de forrajes). En este trabajo el olor que presentd el ensilado de calamar-soya
fue dulce-acido y para el ensilado de calamar-coco fue dulce-acido con el aroma
caracteristico de coco, coincidiendo con los autores; sin embargo la textura y el color
difieren ya que los ensilados elaborados tomaron la coloracion de las pastas, café claro
para el ensilado de soya y café oscuro para el ensilado de coco. La textura de las
pastas fue seca y suave, debido a que solo contenia la humedad del calamar y el
inoculo. Ximenes-Carneiro (1991), Lessi et al. (1992), Padilla (1995) y Padilla, P.
(1996), mencionan que un ensilado debe alcanzar un pH entre 4.7 y 4, a partir del
tercer dia de elaborado. Mejia A. (2009), utilizé 10% de azlcar para elaborar ensilado
calamar y obtuvo pH de 4.3-4.4, utilizando diferentes bacterias probioticas; en el
presente trabajo se logré reducir el porcentaje de carbohidratos hasta un 2%, ya que
la adicidon de las pastas de soya y coco, ademas de proporcionar proteinas también
proporcionan carbohidratos, los cuales fueron utilizados por las BAL para la produccion
del &cido; por lo tanto, a mayor contenido de pastas vegetales, la disminucién del pH

fue un poco mayor.

Para que un ingrediente sea considerado como fuente de proteina en la elaboracion
de un alimento acuicola, debe de contener por lo menos el 20% de proteina en base
seca (Garcia-Galano et al. 2007); por lo tanto, es importante la realizacion de un
analisis quimico proximal para ver su composicion. Las tres relaciones de los ensilados
de calamar-soya y calamar-coco, contaron con niveles arriba del 20% de proteina en
base seca; en los resultados se pudo observar que a mayor contenido de pasta vegetal
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(soya o coco), el porcentaje de proteina disminuyd, debido a que la soya (40-50% de
proteina) y el coco (28% de proteina), por si solos contienen menos porcentaje que el
calamar fresco, el cual contiene de un 17 a 20% en base humeda (Sikorski et al. 1990;
Garcia-Galano et al. 2007) y en harina (base seca) puede contener hasta un 80%
(Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000; Garcia-Galano et al. 2007). Mejia A. (2009),
obtuvo un 51% de proteina en el ensilado de calamar; Marquez-Calderon (2011)
obtuvo 65.7% de proteina y Goytortia-Bores (2013) en su ensilado de calamar-soya
(relacion 2:1 en peso) obtuvo porcentajes de 64.7% de proteina. El valor més alto de
proteina que se obtuvo en este trabajo fue de 67.9% en el ensilado de calamar-soya
relacion (1:1 peso seco), coincidiendo con los autores. Para el ensilado de calamar-
coco, no se ha encontrado bibliografia en cual se hubiese realizado algo similar, sin
embargo, cabe destacar que el nivel mas bajo de proteina estos ensilados fue la
relacion 1:2 con un 44% de proteina, el cual se considera como aceptable.

En la elaboracion de alimentos para camarén, es importante controlar la calidad
durante el proceso, para asegurarse obtener un buen consumo, bajar la tasa de
conversion alimenticia e incrementar los rendimientos de produccion (Cruz-Suarez et
al. 2006). El tamafio de particula de los ingredientes es uno de los primeros aspectos
que se tiene que revisar, esto es una caracteristica importante porque influye en la
homogeneidad de la mezcla, la capacidad de poder compactarse y aglutinarse en la
elaboracion del pellet y en la estabilidad del alimento. Los principales ingredientes
pulverizados en este trabajo fueron: la harina de pescado, pasta de soya, pasta de
coco, y el trigo, en los cuales se obtuvo un tamafio de particula de 200um a excepcion
de la pasta de coco, la cual no pudo molerse por segunda vez con la malla de 300um,
debido a que este tipo de pasta tiene un alto contenido de fibra cruda 4.1% (FAO 1992;
Nocedal M. 2000) y extracto etéreo de 9.57%, lo que suponemos impedia el paso a
través de la malla, tapando cada poro de esta. En el alimento con inclusion de ensilado
de calamar-coco, se podian observar particulas de un tamafio mas sobresaliente;
estas particulas pertenecian a la pasta de coco, concordando con Cruz-Suarez (1999);
Cruz-Suarez et al. 2006 que esto es resultado de problemas en la molienda,
corroborando lo que se menciond anteriormente, a diferencia del alimento con

inclusion de ensilado calamar-soya, en el cual su color era homogéneo.
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Por otro lado, el alimento debe de carecer de fracturas, porque estas interfieren en la
estabilidad que tendra en el agua, ya que pueden penetrar mas faciimente en el pellet
(Cruz-Suarez 1999; Cruz-Suarez et al. 2006). Los pellets elaborados con los ensilados

no presentaron fracturas preocupantes y su superficie se observaba lisa.

La hidroestabilidad o estabilidad de un alimento es la capacidad de mantener su forma,
textura y nutrientes en el agua, para que el consumo sea total (Guevara 2003). Los
ingredientes, el procesamiento y los aglutinantes, interfieren en esta caracteristica.
Devresse (2000), menciona que se debe utilizar un ligante comercial, ya que los
ligantes naturales por si solos, tienen deficiencias en el proceso durante el proceso de
pelletizacién por la baja humedad o el tiempo del proceso. La adicién de los ensilados
como nuevos ingredientes, no afecto la estabilidad de los alimentos, ya que no hubo
diferencias significativas entre el porcentaje de lixiviacion de las dietas experimentales
y la dieta comercial. La utilizacion del trigo, proporciona almidén, el cual funciona como
un aglutinante natural con ayuda de agua y calor; ademas de adicionar un 5% de

ligante para dar un mayor rendimiento.

El sistema biofloc, ademas de ayudar a mantener la calidad del agua dentro de los
estanques, también sirve como fuente de alimento, lo que proporciona un porcentaje
de proteinas extra para los camarones, esto es importante en cuestion de costos,
porque puede utilizarse un alimento con un porcentaje de proteina menor que ayude
a reducir costos. Las dietas experimentales se formularon con un 25% de proteina,
para que tuviese el mismo nivel que el del alimento comercial y tomandp en cuenta el
aporte del biofloc. La adicion de los ensilados en la formulacion fue de un 20%, la
harina de pescado se redujo a un 4.7% para el alimento con inclusidon de ensilado
calamar-soya y de un 7% para el alimento con inclusion de ensilado calamar-coco; con

base en los andlisis proximales de los ensilados.

Es necesario realizar andlisis quimico proximal a los nuevos alimentos experimentales;
para corroborar que la elaboracién de estos se realizé de manera adecuada, desde el
pesaje de los ingredientes, el mezclado hasta el secado; dichos valores deben de
coincidir con la formulacion. Los andlisis proximales de los alimentos experimentales,

nos arrojaron valores de proteina menores a los formulados; 23.24 y 21.23% para el
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alimento de soya y coco respectivamente y en el caso del alimento comercial fue
superior a lo marcado, arrojando 27.73% de proteina. Dichos valores pueden deberse
a alguna deficiencia en la elaboracion, ademas que pudiesen afectar en los valores
zootécnicos finales. Fox et al., mencionan que los valores de contenidos totales de
energia en alimentos comerciales, rondan entre los 3.1y 4.1 kcal/g de alimento; en el
presente trabajo, los alimentos experimentales obtuvieron valores promedio de 4.5

kcal/g, coincidiendo con dichos autores.

6.2. Bioensayo

La temperatura 6ptima para el cultivo de L. vannamei es de 28°C, no debiendo ser
nunca inferior a 24°C ni superior a 32°C (Fenucci 1988; Cook y Murphy 1969;
Chamberlain y Lawrence 1981a; Mc Vey y Fox 1983). Durante este experimento, la
temperatura del agua comenzé con un promedio de temperaturas de 27°C por las
mafanas y 28°C por las tardes, ya que los tanques estaban tapados con hules para
conservar la temperatura del agua, sin embargo se presentaron unos dias con
temperaturas muy altas y el agua presentd temperaturas elevadas, se sobrecalento,
por lo que se decidio quitar los hules, a partir de esto la temperatura comenzé a bajar
de nuevo, durante las mafianas de la segunda semana se registraron temperaturas de
22°C por las mafanas y 24°C por las tardes. Estas bajas temperaturas implican que
el organismo disminuya su metabolismo, consuma poco alimento lo cual se refleja
como un crecimiento muy lento. A partir de la sexta semana, se pudo considerar que
las temperaturas comenzaron a ser las 6ptimas, registrandose 27.5°C por las mafianas
y 28.5°C por las tardes; sin embargo, esto ocurrid una semana antes de finalizar el
experimento. En el caso del oxigeno, las concentraciones consideradas normales van
de 4 a 10 mg/L (Fenucci 1988). En los cultivos intensivos, es necesario mantener
aireacion las 24 horas, para cumplir con la demanda de oxigeno de la biomasa, una
baja de oxigeno produce estrés en los organismos lo cual los puede llevar a la muerte.
El comportamiento del oxigeno depende de la temperatura, pero de manera inversa,
es decir, cuando la temperatura sube el oxigeno disuelto baja y viceversa; esto se
observa con los valores registrados durante la mafiana, comparadas con los

registrados en la tarde. En este ensayo, se utilizaron aireadores con mangueras de
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microburbuja, los cuales hacen que haya una mayor tasa de intercambio de oxigeno.
Los valores de oxigeno disuelto promedio en las mafanas fueron de 8mg/L durante la
primera semana y por la tarde fue de 7.5mg/L; a medida que las temperaturas fueron
aumentando conforme a los dias, la concentracién de oxigeno fue de 7mg/L durante
las mafianas y de 6.54mg/L durante las tardes. Se puede observar que la diferencia
de concentracion de oxigeno entre las diferentes tomas es de 0.5mg/L. Dichos valores
no representaron ningun peligro para los organismos, pues se encuentran dentro del
rango recomendado, ademas de que nunca se observd una baja notoria en las

concentraciones.

El pH interviene en el metabolismo de los camarones, ya que puede afectar su
reproduccién, el proceso de crecimiento o provocar su muerte (Boyd 2001; Hernandez
2016); por lo tanto, es importante medirlo; el pH durante el experimento fue entre 7.4

y 8.3; los cuales se encuentran dentro del rango 6ptimo.

La presencia de nitrdgeno en un tanque puede provenir del amonio que se encuentra
en las heces del camarén y de la lixiviacién del alimento; su acumulacion en exceso
afecta la calidad del agua ya que se producen compuestos como el amonio, nitritos y
nitratos que pueden volverse toxicos y afectar a los organismos. El amonio no ionizado
(NHs), es el méas toxico por difundirse rapidamente a través de la membrana celular
(Fromm y Guillete, 1968; Claude), Claude menciona que la concentracion aceptable
en el agua de los estanques es de <0.1mg/L. Por otro lado también se menciona que
los niveles de amonio para postlarvas y juveniles de camarén blanco no deben
sobrepasar los 1.2 y 6.5 mg/L respectivamente (Frias-Espericueta et al. 1999,2000;
Frias y Péez,). En el bioensayo los niveles de amonio obtenidos no indicaron un

problema en los tanques.

El andlisis microbiolégico en los cultivos acuicolas es importante para la deteccién
temprana de microorganismos patégenos causantes de enfermedades. En este cultivo
se realizaron dos muestreos del biofloc y de los organismos para Vibrio (con agar
TCBS) y para BAL (con agar MRS) al inicio y al final del experimento. Para el caso de
Vibrio en juveniles, pre-adultos y adultos; se menciona que para considerar que un

organismos esta infectado debe de presentar un valor de 10° UFC/g en
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hepatopancreas con agar TCBS (Cuellar-Angel; 2013);, los organismos que se
alimentaron con la dieta de soya presentaron valores de 3.7 Log 10 UFC/g al inicio y
3.8 Log 10 UFC/g al final. Los organismos que se alimentaron con la dieta de coco,
presentaron valores de 4.3 Log 10 UFC/g al inicio del experimento y 3.9 Log 10 UFC/gg
al final del experimento. Para el caso de los organismos alimentados con la dieta
control, los valores obtenidos al inicio del experimento fueron de 3.6 Log 10 UFC/g; sin
embargo, al momento de finalizar el experimento, los valores se incrementaron a4.8
Log 10 UFC/g. Esta baja cantidad de Vibrio pudo deberse a la utilizacion de probiéticos
en la fermentacion de ensilados utilizados en la elaboracion de los alimentos
experimentales, los cuales son utilizados en la acuacultura para combatir
microorganismos patogenos (Gatesoupe; 2000). También pudo deberse al probiotico
adicionado al biofloc. Los valores de Vibrio obtenidos en biofloc no presentaron
diferencias significativas entre las concentraciones obtenidas al inicio y al final del
experimento de los diferentes tratamientos. La concentracion de BAL no presenté
diferencias significativas al inicio de los tratamientos, el alimento de coco present6
valores de cero; sin embargo, al finalizar el experimento, no se mostré diferencias entre

los tres tratamientos, debido a la adicion de probidtico que se realizaba cada 15 dias.

En la sobrevivencia, el tratamiento con mayor porcentaje fue el de soya, con arriba del
80% en promedio, a diferencia del comercial y el de coco con niveles de 60%. En
diversos estudios donde se ha sustituido la harina de pescado por nuevos ingredientes,
no se han obtenido diferencias significativas en la sobrevivencia Goytortia-Bores et
al., (2006) utilizaron harina de langostilla para remplazar la harina de pescado en
diferentes proporciones y no obtuvieron diferencias significativas en la sobrevivencia
de Litopenaeus vannamei; al igual que Amaya et al. (2007), donde sustituyeron
diferentes niveles de harina de soya por harina de pescado para Litopenaeus
vannamei o Bulbul et al. (2016), que utilizaron una combinacién de pastas de canola-
soya para sustituir la harina de pescado en diferentes proporciones para
Marsupenaeus japonicus. Ding et al. (2015), elaboraron ensilados de pasta de soya
con una mezcla de enzimas y microorganismos para incluirlos como ingrediente en la
alimentacion de Macrobrachium nipponense, entre sus resultados obtuvieron una

mayor sobrevivencia cuando los organismos fueron expuestos a Aeromonas
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hydrophila, con el remplazo total de la harina de pescado por el hidrolizado. Goytortta-
Bores (2013), elaboro ensilados de calamar con soya y los utilizo para sustituir harina
de pescado en alimentos experimentales para postlarvas de camardn blanco, las
cuales someti6 a estrés con baja salinidad y obtuvo mayor sobrevivencia con el
alimento que contenia 50%ECS (Sustituyo el 50% de la harina de pescado por el
ensilado). Por lo tanto, podemos atribuir que el uso de los ensilados biologicos en el
alimento de soya, contribuyd a tener un mejor rendimiento en la sobrevivencia. Por
otro lado, el porcentaje de digestibilidad de la pasta de coco pudiera ser bajo (De Blas
et al 2010) lo que pudiera impedir la capacidad de aprovechar el alimento y convertirlo
en sustancias Utiles para su nutricion. No basta solo tener altos contenidos de proteina
en los alimentos, si no también que dicha proteina pueda ser digerible y asimilada para
poder absorberse (FAO 1994). Otro factor que pudiese haber afectado la
sobrevivencia, es la escala de la realizacion del bioensayo; en algunos trabajos de
nutricion, se realizan bioensayos en pequefias tinas y con menor numero de
organismos, para poder manejar un mayor control de las variables que puedan afectar,
ademas de contar con mayor numero de réplicas; mostrando sobrevivencias de mas
del 90% hasta el 100%; Civera et al. (2010), Goytortua-Bores et al. (2006) y Bulbul et
al. (2016) utilizaron acuarios con capacidad no mayor a 60L para juveniles de camarén
blanco (primero 2 autores) y camaron kuruma (Marsupenaeus japonicus) (ultimo autor),
obteniendo sobrevivencias mayores al 90%. Por otro lado, cuando se realizan pruebas
en sistemas que trabajan a nivel comercial y en sistemas que se encuentran a cielo

abierto, es mas dificil controlar ciertos factores, en especial los climaticos.

La tasa de crecimiento especifico (TCE), es una medida del aumento de peso corporal
de los organismos por dia; Shao et al. (2017), present6 valores de tasas de crecimiento
especifico de 1.72 con alimentos que contenia harina de pescado y 1.74 para
alimentos con harina de biofloc; Moreno-Arias et al., obtuvieron tasas de 2.2 a 2.6,
evaluando diferentes niveles de harina de pescado y pastas vegetales. Mejia (2009),
obtuvo valores de 3.8, 4.461 y 5.86, utilizando alimento control y dos con inclusiones

de ensilado. En este trabajo, los valores obtenidos fueron de 2.66, 2.48 y 2.93; para
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los alimentos control, soya y coco, respectivamente. Durante el trabajo, el alimento de
COCOo mostro un mayor crecimiento comparado con los alimentos de soya y control, sin
embargo, al final del experimento el alimento de coco no tubo diferencias significativas

comparado con el control, pero estos si las tuvieron comparado con el de soya.

El factor de conversién alimenticia (FCA), es decir la cantidad de alimento otorgado
sobre la cantidad de biomasa ganada; nos indica la eficiencia del alimento y el
crecimiento del camaron; ya que, si el FCA es alto, es un indicativo de crecimiento
lento o una mortalidad repentina (Talavera V., Sanchez D. y Zapata L. 1997); si el FCA
es bajo, indica una buena absorcion del alimento y un ahorro en el costo de este.
Alvarez (2007) reporta valores de FCA que van desde 2.8 hasta 7.9, cuando sustituy6
pasta de soya en diferentes proporciones por la harina de pescado; obteniendo el valor
mas alto al no utilizar harina de pescado; Amaya et al. (2007) reportan valores de FCA
desde 1.14 a 1.24, sustituyendo valores mas pequefios de harina de pescado por
harina soya; Civera et al. (2010) reportan valores desde 1.49 a 1.72, sustituyendo la
pasta de soya por pasta de cartamo. Shao et al. (2017) reportan valores de 0.46 a 0.67
sustituyendo una proporcion de harina de pescado por harina de biofloc. Zhou et al.
(2016) obtuvieron valores de 1.43 a 1.60, utilizando hidrolizados de calamar y vieira
por harina de pescado, para dietas de camardon blanco. En este proyecto no se
obtuvieron diferencias significativas entre el FCA, los valores se encuentran entre 1.5
a 1.9; siendo el menor para el alimento de soya, dicho valor mas bajo se justifica por
la alta sobrevivencia de organismos, aunque el incremento de peso haya sido menor
para dicho alimento, este presento baja tasa de mortalidad y por lo tanto una mayor
biomasa final. Para el caso del alimento de coco, el valor fue de 1.7, su valor hubiera
sido menor si no se hubiese presentado una mortalidad alta, sin embargo, el valor es
aceptable, ya que con el alimento comercial se obtuvo el FCA mas bajo, ademas la
FAO menciona que los valores normales para cultivos intensivos van de 1.4 a 1.8;

coincidiendo con los obtenidos.

La pasta de coco, es un ingrediente interesante, ya que, aunque la tasa de mortalidad
fue mas alta que la esperada; desde el inicio del experimento, los organismos que

mostraron mayor ganancia de peso fueron los alimentados con el de inclusion calamar-
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coco, Se colocaron alrededor de 20 organismos en acuarios y se les suministraron sus
respectivos alimentos (coco y soya), para corroborar que los estuvieran consumiendo.
Lo que se pudo observar, es que los organismos que eran alimentados con el
tratamiento de coco, detectaban con mayor rapidez el pellet comparado con el de soya;
por lo que podemos suponer que la harina de coco pudiera tener cierto atractante para
los camarones; ademas de ser una pasta muy econdmica, que podria resolver uno de

los principales costos de operacion de las granjas.
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6. CONCLUSIONES

La adicion de pastas vegetales en los ensilados, ayuda a disminuir la cantidad de
azucar utilizada, demostrando que las BAL pueden aprovechar los carbohidratos
disponibles, desarrollandose el proceso de ensilaje de manera normal y obteniendo un
producto con menor humedad; lo cual aumento su rendimiento al utilizarlo como

ingrediente.

En el andlisis proximal de cada uno de los ensilados, se obtuvieron porcentajes altos
de proteinas, de tal grado que se puedan considerar como ingredientes proteicos. Por
lo tanto, se consideraron como mejores ensilados el de calamar-coco relacion 1:2 y el
de calamar-soya relacion 1:2, y fueron dichos ensilados los que se utilizaron en la

elaboracion de los nuevos alimentos experimentales.

Los ensilados no afectaron en el control de calidad de la elaboracion de los pellets, la
estabilidad de los dos alimentos experimentales se comporto de la misma forma en los
dos alimentos con inclusiones de ensilado y el control; por lo tanto, dichos ingredientes

no afectaron en la calidad del agua.

Basandonos en los resultados obtenidos, podemos referirnos como mejor alimento, al
gue contiene inclusion de calamar-soya; dicho alimento obtuvo la mayor sobrevivencia
y aunqgue el peso final promedio de los organismos fuera el menor; resulto tener la
mayor biomasa del ensayo. Sin embargo, debemos resaltar que el alimento con
inclusién de calamar-coco, arrojo el mayor peso promedio de los organismos durante
la realizacion del experimento. Dichos resultados son una gran aportacion al area,
debido a que la pasta de coco es un ingrediente muy poco estudiado en estos

organismos.

Los nuevos alimentos disminuyen sus costos al utilizar proteinas de origen vegetal, ya
gue son mas baratas que las de origen animal, incluso la pasta de coco es mas barata
gue la pasta de soya; lo cual hace reducir ain més el costo del alimento, sin dejar de

aportar altos contenidos proteicos.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir trabajando con la pasta de coco, es una pasta con buen
contenido proteico y sobre todo de muy bajo costo; la cual no ha sido utilizada
en acuacultura de camarones.

Se recomienda desarrollar algin método para medir la densidad poblacional de
los tanques; para tener un mayor control y evitar afectaciones que se puedan

reflejar en los resultados finales.
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