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RESUMEN
Debido a los altos costos e incertidumbre en el abasto de la harina de pescado y pasta de
soya, en los ultimos afios se han buscado alternativas que puedan sustituirlos sin tener un
efecto negativo en el crecimiento de los camarones en el cultivo. En el presente trabajo se
realizd un estudio para evaluar el valor nutricional del cartamo (Carthamus tinctorius)
como fuente proteica en alimentos para juveniles de camardén blanco del Pacifico
Litopenaeus vannamei. El primer capitulo comprende el estudio de la caracterizacion de
tres productos de cartamo (HIC; Harina Integral de Céartamo, PCB; Pasta de cartamo baja
en proteina y PCA; Pasta de cartamo alta en proteina) en base a su composicion de
nutrientes y algunos factores antinutricionales (hemaglutininas, saponinas, actividad
uréasica, aflatoxinas e inhibidor de tripsina). Los productos de cartamo tuvieron un
contenido de proteina entre 20.6 y 36.8%. La harina integral fue la que presentd el mayor
nivel de extracto etéreo 31%, mientras que las pastas tuvieron un nivel bajo (1.8-1.0%). El
contenido de fibra en el cartamo fue alto (17-23%). Los aminoacidos mas abundantes en los
productos de cartamo fueron el 4cido aspartico y glutamico, en contraste los menos
abundantes fueron lisina y metionina. Los acidos grasos mas abundantes fueron el acido
oleico, el linoleico, el palmitico y el estéarico. El contenido de calcio de los productos de
cartamo varido de 0.25 a 0.42%, mientras que el contenido de fosforo vario del 0.23 a
0.25%. No se encontraron los factores antinutricionales buscados, a excepcion del inhibidor
de tripsina que tuvo valores bajos (7.56 UTI/mg de muestra). No se encontraron diferencias
significativas en los coeficientes de utilizacion digestiva aparente (CUDA) de materia seca
y carbohidratos de los productos de cartamo; sin embargo, si se encontraron diferencias en

los CUDA de proteina, lipidos (CUDAI) y de energia digestible (CUDAe). La actividad de
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las enzimas digestivas de camarones que fueron alimentados con productos de cartamo
mostré un incremento en proteinasas generales y quimotripsina. La atractabilidad y el
consumo de los alimentos con un 30% de inclusion de los productos de cartamo se vieron
afectadas negativamente en los camarones. El segundo capitulo comprende el estudio de la
factibilidad de sustituir la proteina de la pasta de soya por proteina de la pasta de cartamo
alta en proteina (PCA), asi como la sustitucion de una mezcla de pasta de soya-harina de
trigo por pasta de cartamo baja en proteina (PCB) en el alimento, para determinar sus
efectos sobre el crecimiento, la utilizacion del alimento, la digestibilidad in vivo, la
actividad enzimatica y el contenido proteico en el musculo de organismos juveniles de
camaron L. vannamei. Se realizd un bioensayo de crecimiento durante 45 dias, en el cual la
supervivencia fue superior al 87.5% con todos los tratamientos. El alimento con PCA a un
nivel de sustitucion del 75% (PCA-75) y el alimento control (CT) fueron los que
permitieron obtener los mayores pesos promedio finales (3.48 y 3.32g), asi como también
las mayores tasas de crecimiento. No se encontraron diferencias significativas en el Factor
de Conversion Alimenticia (FCA) y la Eficiencia Proteica (EP) entre ninguno de los
tratamientos alimenticios. Con respecto a la digestibilidad de los alimentos en donde se
sustituyd la proteina de la pasta de soya por proteina de la PCA, se encontrd que los
CUDAms variaron entre 71.2 y 82.7%. Los CUDAp y CUDAI disminuyeron a medida que
se incremento la sustitucion de la proteina de la pasta de soya. Los tratamientos CT y PCB
con un nivel de sustitucion del 25% (PCB-25) fueron los que permitieron obtener los
mayores pesos promedio finales (3.32 y 3.30g), asi como también las mayores tasas de
crecimiento, mientras que no se encontraron diferencias significativas en el FCA y la EP.

Con respecto a los CUDA de los alimentos en donde se sustituyd mezcla trigo-soya por
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PCB, se encontré que el CUDAms varié entre 56.7 y 82.7% y que a medida que se
incremento la sustitucion de la mezcla trigo-pasta de soya con la PCB disminuyeron los
CUDAms y CUDALI. Los mayores CUDAp se obtuvieron con los alimentos CT y PCB-25
(91.4 y 89.2%). El contenido de proteina en el musculo de los camarones que fueron
alimentados con PCB-100 se incrementd significativamente en comparacion con los demas
tratamientos. Los alimentos en donde se sustituyo la pasta de soya por productos de
cartamo no tuvieron un efecto significativo en la actividad de las enzimas digestivas de los
camarones. El tercer capitulo comprende el estudio de la factibilidad de sustituir la proteina
de la harina de pescado por proteina de la PCA en el alimento, asi como la suplementacion
de D-L-metionina protegida. Después de 45 dias del bioensayo, la supervivencia fue
superior al 83.3%. Los tratamientos con 66% de sustitucion de harina de pescado (D-66) y
con D-L metionina protegida adicionada (D-66CM) fueron los que permitieron obtener los
mayores pesos promedio, asi como también las mayores tasas de crecimiento. No se
encontraron diferencias significativas en el FCA y la EP. La sustitucion de la proteina de
harina de pescado en los alimentos disminuyo la actividad de las enzimas digestivas de los
camarones. Los CUDAms de los alimentos variaron entre 68.2 y 78.9%. Los mayores
CUDAp se obtuvieron con los alimentos CT y D-66 (91.17 y 89.14). No se encontraron
diferencias significativas en los CUDAI entre los tratamientos. Con base en los resultados
obtenidos en el presente trabajo, se puede concluir que las pastas de cartamo evaluadas aqui
pueden ser utilizadas como ingredientes en la formulacion de alimentos para juveniles del
camaron L. vannamei, especialmente la pasta alta en proteina, debido a que es una fuente de

proteina digestible, contiene bajos o nulos niveles de los factores antinutricionales
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determinados, y puede sustituir totalmente a la pasta de soya o parcialmente a la harina de

pescado, sin afectar el crecimiento y la eficiencia de utilizacion del alimento.

Palabras claves: atractabilidad; camaron; cartamo; Carthamus tinctorius; digestibilidad;

enzimas digestivas; factores antinutricionales; Litopenaeus vannamei.

Vo. Bo.
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ABSTRACT
In recent years, alternatives to fish and soybean meals in aquacultural feeds that do not have
negative effects on growth of cultivated shrimp have been intensively studied in an effort to
reduce the high costs and uncertainty in supplies. In this study, the nutritional value of
safflower (Carthamus tinctorius) meal as a protein source in diets for juveniles Pacific
whiteleg shrimp (Litopenaeus vannamei) was investigated. Initially, characterization of
three safflower meals (i.e. WSM; whole safflower meal, LPSM; low-protein safflower meal
and HPSM; high-protein safflower meal), focusing on chemical composition and anti-
nutritional factors (hemaglutinine, saponine, ureasic activity, aflatoxin, and trypsin
inhibitor) was conducted. Protein content ranged from 20.6 to 36.8%. Whole safflower
meal contained the highest level of lipids (31%); lipids in the other safflower meals were as
low as 1.0-1.8%. Fiber content was high (17-23%). The most abundant amino acids were
aspartic and glutamic acids and lysine and methionine were less abundant. Oleic, linoleic,
palmitic, and stearic fatty acids were present in greatest amounts. Calcium content ranged
from 0.25-0.42% and phosphorus content ranged from 0.23—0.25%. Anti-nutritional factors
were not found in the analyses, except for trypsin inhibitor, with values as low as 7.56 UTI
mg ' per sample. No significant differences between the apparent digestibility coefficients
(ADC) for dry matter and carbohydrates in safflower meals were detected; however,
protein ADC, lipid ADC, and energy ADC were different. Total proteinase and
chymotrypsin increased significantly in diets where safflower meals were included.
Atractability and consumption of feed with 30% safflower meals appeared to have negative

effects on the juveniles.
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Additionally, the feasibility of replacing protein of soybean meal with protein of high-
protein safflower meal (HPSM) and replacing a mixture of wheat and soybean meal with
low-protein safflower meal was studied. Effects of the dietary treatments were measured by
survival and growth rates, feed intake and utilization, in vivo digestibility, digestive enzyme
activity, and protein content in the muscle in trials lasting 45 days. Survival was higher than
87.5% in all treatments. The HPSM diet with 75% level of replacement (HPSM-75) and the
control diet produced the highest weight gain, but also the fastest rate of growth. No
significant differences in the feed conversion ratio and protein efficiency of any diet were
detected. However, when soybean meal protein was replaced by HPSM, the ADC of dry
matter varied from 71.2 to 82.7%. As the amount of replacement of soybean meal protein
increased, the protein ADC and lipid ADC decreased. The control diet and the low protein
safflower meal diet at the 25% replacement level resulted in the highest final weights, as
well as the highest rates of growth; however, the food conversion ratio and protein
efficiency were not significantly different. Diets with wheat meal-soybean meal
replacement by low protein safflower meal were found to have dry matter ADC variations
from 56.7 to 82.7%. Dry matter ADC and lipid ADC decreased when the replacement of
wheat meal-soybean meal by low protein safflower meal increased. The highest protein
ADC was obtained from the control diet and 25% low protein safflower replacement diets.
The protein content of the muscle for shrimp fed with 100% substitution with low protein
safflower meal was significantly higher than the other substitution diets. In general, diets
with replacement of soybean meal with safflower meal did not have a significant effect on

the shrimp’s digestive enzyme activity.
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Another set of 45-day trials studied the feasibility of replacing fish meal protein with high
protein safflower meal and supplementation of coated D-L methionine. Survival was higher
than 83.3% in all treatments. The diet with 66% high protein safflower meal replacement
and the same replacement diet with added D-L methionine had the highest weight gain and
the highest growth rate, but there were no significant differences in the feed conversion
ratio and protein efficiency detected among diets. Enzymatic activity was reduced only
with replacement fish meal protein. The protein ADC varied between 68.2 and 78.9%. The
highest protein ADC was obtained with the control and 66% replacement diets (91.17 and
89.14%). There were no significant differences in lipid ADC between diets. Overall, the
high protein and low protein safflower meal diets can be used as ingredient in diets for
juvenile shrimp, specialty high protein safflower meal; because this meal is good source of
protein and carbohydrates and have low levels of anti-nutritional factors. Moreover, it can

replace soybean meal or part of fish meal without affecting growth and feed utilization.

Keywords: Carthamus tinctorius; digestibility, juvenile shrimp; Litopenaeus vannamei,

safflower meal.
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INTRODUCCION
De acuerdo con los datos proporcionados por la FAO, hasta el afio 2007 la produccion
pesquera y acuicola mundial fue de 221.56 millones de toneladas, de las cuales el 29.4%
correspondieron a la acuicultura (Figura 1) (FAOSTAT, 2009). En México, la pesqueria del
camarodn es una de actividad prioritaria y su volumen de produccion en el 2007 fue de 184
695 t, siendo el 39.47% por captura y el restante 60.53% por acuicultura (SAGARPA,
2008). La region Noroeste del pais es donde se encuentran el 97% de las granjas de
camaron, considerandose como una de las zonas productoras de camardén mas importantes

de Latinoamérica (P4ez-Osuna et al., 2003).
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Figura 1. Produccion pesquera y acuicola mundial de 1950 a 2007 (FAOSTAT, 2009).
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Para que el cultivo de camarones sea rentable y sostenible es necesario el desarrollo de
“alimentos amigables” de alto valor nutricional con ingredientes de bajo precio,
considerando que en los sistemas intensivos de produccion de camarones peneidos, el
alimento artificial es la fuente exclusiva de nutrientes y representa el mayor costo de
operacion (superior al 60%) en las granjas (Tan y Dominy, 1997; Kureshy y Davis, 2002).
En el afo 2000 se produjeron 1.5 millones de toneladas de alimento para camardn,
representando el 12% de la produccion de alimentos para acuicultura. Para el 2010 se
espera que la produccion de alimento para camaron se incremente a 2.5 millones (Hardy,

2006).

Es asi que una linea actual de investigacion en acuicultura se ha venido centrando en el
estudio de factores que permitan la formulacion y elaboracion de alimentos que optimicen
la eficiencia productiva, minimicen la pérdida de nutrientes en las heces y que puedan
significar un ahorro en los costos de produccion (Civera et al., 1998; Divakaran y Velasco,

1999).

En el presente trabajo se investigd el uso del cartamo (Carthamus tinctorius) como
ingrediente en alimentos para juveniles del camardn Litopenaeus vannamei. Esta fuente
proteica vegetal esta siendo estudiada por su composicion quimica y por su posible uso en
alimentos para organismos acudticos. Por otra parte no tenemos conocimiento de trabajos
en los que se hayan evaluado alimentos con cartamo como una fuente proteica en alimentos

para camarones peneidos.
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Para tener un mejor entendimiento del documento de tesis, se dividid en tres partes
principales, mismas que consisten en lo siguiente: Capitulo 1. Comprende el estudio de la
caracterizacion de tres productos de cartamo (HIC; Harina Integral de Cartamo, PCB; Pasta
de cartamo baja en proteina y PCA; Pasta de cartamo alta en proteina) en base a su
composicion de nutrientes y algunos factores antinutricionales. Capitulo 2. Comprende el
estudio de la factibilidad de sustituir la proteina de la pasta de soya por proteina de la pasta
de cartamo alta en proteina (PCA), y la sustitucion de la mezcla de pasta de soya-harina de
trigo por pasta de cartamo baja en proteina (PCB) en el alimento, para determinar sus
efectos sobre el crecimiento, la utilizacion del alimento, la digestibilidad in vivo, la
actividad enzimatica y el contenido proteico en el musculo de organismos juveniles de
camaron L. vannamei. Capitulo 3. Comprende el estudio de la factibilidad de sustituir la
proteina de la harina de pescado por proteina de la PCA en el alimento, asi como la
suplementacion de la D-L metionina, sobre el crecimiento, utilizacion del alimento,
digestibilidad in vivo y actividad enzimatica de organismos juveniles de camaron L.
vannamei. Al final, se presenta una discusion general donde se integra la informacion

obtenida, y se presentan las conclusiones del estudio.
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ANTECEDENTES
El sistema digestivo de los camarones
Los estudios sobre el sistema digestivo de los crustaceos se han multiplicado
durante las ultimas décadas en las especies de interés comercial, principalmente en los
camarones peneidos. Sin embargo, la aplicaciéon de este conocimiento para mejorar la

produccion no ha mantenido el mismo ritmo.

Las funciones del tracto digestivo de los crustaceos son ingestion, transporte de ingesta,
digestion (hidrolisis enzimatica y quimica), absorcion, almacenamiento de nutrientes y
trasporte de nutrimentos a los vasos circulatorios y finalmente eliminacion de las excretas
al medio. El tracto se subdivide clasicamente en cinco partes: boca, esdfago, estomago,
glandula digestiva (hepatopancreas) e intestino (anterior, medio y posterior) (Ceccaldi,

1997).

En los crustaceos al igual que muchos artrépodos, la boca esta rodeada de varios pares de
apéndices especializados en la quimiorecepcion (antenas y anténulas), sujecion
(periopodos) y en la separacion de fragmentos del alimento: maxilas, maxilulas,
mandibulas y maxilipedos. Estas estructuras permiten a los camarones localizar, sujetar,
“manipular” y fragmentar los alimentos al tamafio adecuado al orificio bucal. En los
camarones, el es6fago es usualmente corto, delgado y conecta la boca con el estomago. Las
paredes internas estan recubiertas de una fina capa de quitina, la cual tiene que ser renovada
en el momento de la muda o ecdisis. El estdbmago comprende dos partes separadas por una

constriccion evidente que posee una especie de valvula. Estas partes se han denominado:
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camara cardiaca y camara pilorica. La parte antero-ventral de la camara cardiaca contiene
un revestimiento con una serie de salientes y protuberancias duras y afiladas que se
denominan osiclos. El estdbmago tiene otras particularidades como la musculatura externa,
una nerviacion cuasi-anatomica y un revestimiento particular. El pH del contenido
estomacal permanece neutro o ligeramente alcalino. La glandula digestiva o hepatopancreas
es un organo masivo, constituido por lobulos simétricos con células diferenciadas, y es el
sitio de sintesis y secrecion de las enzimas digestivas, de absorcion de los productos
digeridos, de mantenimiento de reservas minerales y sustancias organicas, del metabolismo
de lipidos y carbohidratos, y de distribucion de las reservas almacenadas durante la
intermuda. El intestino medio va del piloro hasta el recto y la mayor particularidad del
epitelio de esta region posterior es su aptitud para secretar un mucus que envuelve los
desechos solidos derivados del estoémago. La parte distal del tubo digestivo es rectilinea y
corta, y las células de este epitelio estdn provistas de numerosas mitocondrias, lo que
permite que se lleve a cabo el transporte idnico y la absorcion de agua (Brunet et al., 1994;

Ceccaldi, 1997; Guillaume et al., 2004).

Digestibilidad de los nutrientes

El valor nutricional de un alimento no depende solo de su contenido de nutrientes,
sino también de la capacidad del animal para digerirlos y absorberlos. En la acuicultura, los
estudios de digestibilidad tienen un triple objetivo: mejor conocimiento de la utilizacion
potencial de los nutrientes, optimizacion de la calidad de los alimentos para los organismos,
y finalmente, disminucion de los desechos de origen alimentario; de modo que se pueda

preservar la sanidad del ambiente en general y del agua en particular.
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La digestibilidad de los nutrientes depende por una parte, de la calidad de la materia prima,
el proceso, la forma y el tiempo de almacenamiento, y por otra parte, de la capacidad
enzimatica del organismo y de la eficiencia de su funcionamiento. Eficiencia que a su vez,
depende de la edad, del estado de salud del camarén y de las condiciones ambientales
(Cruz-Suérez et al., 1999). La medicion de la digestibilidad se puede realizar con dos
métodos: directo o indirecto. El método directo implica la medicion de la totalidad del
alimento ingerido y de las heces emitidas correspondientes a una o varias comidas, lo cual
es sumamente complicado en el medio acuatico. De ahi que se opte por utilizar el método
indirecto que no implica la medicion de la totalidad de la ingestion alimenticia ni de la
emision fecal. Su originalidad reside en la utilizacion de un marcador inerte, no digerible y
no absorbible, incluido en los alimentos. El aumento de la concentracion del marcador, en
comparacion con la de los nutrientes, permite cuantificar la desaparicion de estos nutrientes

y esta desaparicion se equipara con la digestion y absorcion.

Hoy por hoy, el marcador del método indirecto mas utilizado en los estudios de
digestibilidad en camarones es el 6xido cromico, con una tasa de incorporacion que varia

de 0.05 al 1% (Guillaume ef al., 2004).

El estudio de la digestibilidad de alimentos para camarones no es nuevo. El primer
experimento de digestibilidad que evalué diferentes ingredientes fue realizado por Lee
(1970) utilizando cuatro especies de camarones peneidos. A partir de este trabajo, se han
realizado diversos estudios en donde se determinan los coeficientes de utilizacion digestiva

aparentes de ingredientes de origen animal (Tabla 1). Lee y Lawrence (1985) evaluaron
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alimentos con diferentes niveles de proteina en camarones Penaeus setiferus de diferentes
tamafios y encontraron que los CUDA de materia seca y proteina disminuian a medida que

los camarones incrementan su tamaifo.

Sudaryono et al. (1996) evaluaron diferentes combinaciones de fuentes de proteina animal
preparadas de subproductos de la pesca (harina de cabeza de camardn, harina de
desperdicios de langosta y harina de desperdicios de mejillones) en alimentos para camardn
P. monodon y encontraron que los camarones alimentados con las harinas preparadas con
subproductos tuvieron una mejor digestibilidad en comparacion con los que fueron
alimentados con harinas de pescado. Brunson et al. (1997) evaluaron diferentes productos
animales (de cangrejo, carne, hueso, pescado, camaron y calamar), encontrando que los
camarones P. setiferus alimentados con productos de pescado y calamar tuvieron los
mejores CUDA de proteina. Cruz-Suarez et al. (2007) evaluaron la sustitucion de la harina
de pescado con subproductos de pollo en alimentos para L. vannamei encontrando que los
CUDA fueron similares y, ain superiores al 80% en todos los alimentos. Finalmente,
Hernandez et al. (2008) evaluaron la sustitucion de la harina de pescado por harina de carne
de cerdo en alimentos para camarones L. vannamei encontrando que la harina de cerdo
puede reemplazar el 35% de la harina de pescado sin que se tengan efectos negativos en los

camaroncs.
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Tabla 1. Respuesta en los CUDA de materia seca (CUDAmSs), proteina (CUDAp), lipidos (CUDAI), carbohidratos

(CUDAC) y de los componentes energéticos totales (CUDAce) de camarones peneidos despues de ser alimentados con

productos animales.

Especie Productos evaluados CUDAms | CUDAp | CUDAI | CUDAc | CUDAce | Referencia

P. indicus Harina de camaron =21, 33,43 y 537 | + + Colvin (1976)

P. setiferus Harilzla de camaron = 22, 30, 38 y | + + Lee y Lawrence (1985)
50%

Productos de cangrejo, carne, hueso, | + + + Brunson et al. (1997)
pescado, camarén y calamar= 30%’

P. japonicus Harigla de cangrejo =21, 31,42,50y | — — Koshio et al. (1993)
61%

P. monodon | Subproductos de pescado = 40%" + + Sudaryono ef al. (1996)
Harinas de pescado, calamar, higado | + + Merican y Shim (1995)
de calamar e higado de pescado =
15%’

Harinas de pescado y animales | + + + Smith et al. (2000)
terrestres

L. vannamei | Harina de pescado = 47%' + — + + - Cabanillas-Beltran et al

(2001)

Harinas de carne y hueso =25, 50y | + + Forster et al. (2003)

75%'

Harina de langostilla=5, 10y 15%' | + + + - + Goytortua-Bores et al
(2006)

Harina de subproductos de pollo = | + + + Cruz-Suérez et al. (2007)

35,50, 65 y 80%'

Harina de carne de cerdo = 25, 35, | + + + + Hernandez et al. (2008)

45,55y 65%'

La abreviaciones o simbolos utilizados son los siguientes: ningun incremento significativo del ingrediente evaluado (-);
incremento significativo del ingrediente evaluado (+). Porcentajes de sustitucion de la harina de pescado. “Nivel de proteina en el
alimento. *Nivel de inclusion del ingrediente en el alimento.
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Asi como se han evaluado diferentes productos animales, también se han evaluado diversos
ingredientes vegetales como posibles ingredientes en los alimentos para camarones (Tabla
IT). Eusebio (1991) evalu6 el valor nutricio de Vigna unguiculata y Phaseolus calcaratus
como fuentes de proteina en alimentos para camarones P. monodon encontrando que el
proceso de descascarillado incrementd significativamente la digestibilidad de proteina en
los camarones que fueron alimentados con arroz. Sudaryono et al. (1999a, 1999b)
evaluaron el potencial de la harina de lupino como sustituto de la harina de pescado y pasta
de soya en alimentos para camarones P. monodon encontrando que se puede sustituir mas
del 75% de la proteina de la harina de pescado y mas del 50% de la pasta de soya por harina
de lupino sin tener efectos negativos en el desarrollo de los organismos. Bautista-Teruel et
al. (2003) evaluaron el potencial de la harina de chicharo como fuente alterna a la pasta de
soya en alimentos para camarones P. monodon encontrando que los CUDA de materia seca
y proteina de los alimentos que contenian harina de chicharo se incrementan a medida que
se incrementa el reemplazo de la soya. Molina-Poveda y Morales (2004) usaron una mezcla
de harina de cebada y gluten de trigo como alternativa en alimentos para camarones L.
vannamei, encontrando que los organismos alimentados con esta mezcla incrementaron su
digestibilidad de proteina y materia seca, concluyendo que la mezcla puede sustituir en su

totalidad a la proteina de origen animal.
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Tabla Il. Respuesta en los CUDA de materia seca (CUDAms), proteina (CUDAp), lipidos (CUDAI), carbohidratos

(CUDAC) y de los componentes energéticos totales (CUDAce) de camarones peneidos despues de ser alimentados con

productos vegetales.

Especies Productos evaluados CUDAms | CUDAp | CUDAI | CUDAc | CUDAce | Referencia

P. monodon Harinas de leguminosas = 40%° + Eusebio (1991)
Harina de trigo =40%" + — — Catacutan (1991)
Pasta de soya' + + Merican y Shim (1995)
Harina de lupino = 25, 50, 75 y 100%' - — Sudaryono et al. (1999a)
Harina de lupino = 25, 50, 75 y 100%' + + Sudaryono et al. (1999b)
Harina de chicharo 20, 40, 60, 80 y 100%' | + + Bautista-Teruel et al

(2003)

Harinas de chicharo y frijol = 50%° + + + + Kumaraguru et al. (2006)
Harina de lupino = 30%’ + + + Smith et al. (2007)

L. stylirostris | Harinas de chicharo y canola = 30%° + — - Cruz-Suérez et al. (2001)

L. vannamei | Harinas de trigo, sorgo y maiz =30%’ + + Davis y Arnold (1993)
Hari131as de trigo, maiz, arroz y milo = | + + Davis y Arnold (1995)
30%
Almidon de maiz, papa y trigo = 35%’ + + + Cousin et al. (1996)
Pasta de soya = 15 y 30%’ + + - Divakaran et al. (2000)
Harinas de chicharo = 30%’ — — Davis et al. (2002)
Harinas de cebada y trigo = 33, 66 y 100%' | + + + Molina-Poveda y Morales

(2004)

Almidon de maiz = 10, 15, 20, 25, 30 y | + - + Guo et al. (2006)
35%’
Harinas de frijol = 30%’ + + + Rivas-Vega et al. (2006)
Hierbas y plantas medicinales =0, 1, 2, 4 + + Lin et al. (2006)

y 8%’

La abreviaciones o simbolos utilizados son los siguientes: ningun incremento significativo del ingrediente evaluado (-);
incremento significativo del ingrediente evaluado (+).'Porcentajes de sustitucién de la harina de pescado o soya. *Nivel de
proteina en el alimento. *Nivel de inclusion del ingrediente en el alimento.

Galicia-Gonzalez Alfonso, 2009, Tesis Doctoral



11
Valor nutricio de cartamo para camarén blanco del Pacifico

Rivas-Vega et al. (2006) midieron el valor nutricional de diversas harinas a base de frijol
yorimoOn en alimentos para camarones L. vannamei, y concluyen que las harinas de frijol
entero y el extruido son buenas fuente de carbohidratos y proteina que pueden ser usadas
como un ingredientes en los alimentos para juveniles de esta especie. Smith et al. (2007)
determinaron los CUDA de materia seca, proteina y componentes energéticos totales
(energia) en alimentos que contenian harinas de lupino para camarones P. monodon

encontrando valores superiores al 56.5, 92.7 y 69.6% para materia seca, proteina y energia.

Fuentes alternativas de proteina

Los alimentos comerciales para camardon contienen entre 30 a 50% de proteina
bruta, principalmente de productos de origen marino como son harinas de pescado,
camarén y calamar (Lim y Dominy, 1990; Hardy y Masumoto, 1991). Estos ingredientes
alimenticios tienen un alto valor nutricio y buena palatabilidad; sin embargo, son muy caros
y su disponibilidad es variable (Lim y Petersen, 1989). Tomando en cuenta el posible
incremento en el costo de los productos de origen marino y la incertidumbre de la
disponibilidad a mediano plazo, se ha planteado la necesidad de buscar nuevas fuentes
alternativas de proteina, convencionales o no convencionales, tanto de origen animal
(Civera-Cerecedo et al., 1998; Forster et al., 2003; Galicia-Gonzalez, 2003) como vegetal
(Lim y Dominy, 1990; Floreto et al., 2000 y Cruz-Sudrez et al., 2001) que pueden ser
empleadas como sustitutos parciales o totales de la harina de pescado. Sin embargo, la
sustitucion de la harina de pescado a niveles elevados con fuentes proteicas de origen
vegetal no siempre ha dado buenos resultados, debido a tres principales razones: a) la

presencia de factores antinutricionales como inhibidores de tripsina, saponinas,
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hemaglutininas, glucoésidos, acido fitico, etc., que afectan el valor nutricional de los
alimentos y reducen su palatabilidad (Reigh y Ellis, 1992; Floreto et al., 2000), b) una
composicion inadecuada de aminoacidos y bajo contenido de metionina y lisina
(Dabrowski et al., 1989); debido a esto, se han realizado varios estudios donde se
suplementan los alimentos con los aminoacidos limitantes, en forma cristalina o protegidos
contra la lixiviacion, y se ha encontrado una mejora en el crecimiento de los organismos
(El-Saidy y Gaber, 2002; Alam et al., 2004; Forster y Dominy, 2006), y c) un bajo
contenido energético en comparacion con la harina de pescado (Milton y Slinger, 1986). A
pesar de esto, los subproductos de semillas oleaginosas, como la pasta de soya, son las
proteinas vegetales mas ampliamente utilizadas en la alimentacion animal, por su alto
contenido de proteina, su amplia disponibilidad y su costo, que generalmente es menor al

de la harina de pescado (Taylor y Berk, 1981 citado en: Martinez-Palacios, 1999).

Una ventaja de las oleaginosas es que la utilizacion primaria de estos productos vegetales es
la obtencion de aceite, la pasta derivada del proceso presenta un mayor contenido proteico
en peso seco que la semilla original, y en consecuencia, su uso resulta adecuado como
ingrediente en alimentos para salmén (Salmo salar), trucha (Oncorhynchus mykiss), carpa'y

bagre (Martinez-Palacios et al., 1999).

Entre los productos de oleaginosas, se incluyen las semillas de soya, algodoén, girasol,
ajonjoli, cacahuate y cartamo. El proceso a que se someten las semillas para la extraccion
del aceite da lugar a variaciones en el contenido de lipidos y proteinas residuales

(Hertrampf'y Piedad-Pascual, 2000; Cruz-Suarez et al., 2009).
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Cartamo

El cartamo Carthamus tinctorius L., es miembro de la familia Compositae o
Asteracea. Es una planta anual ramificada, con numerosas espinas y bracteas sobre las
hojas. La planta tiene una altura entre 30-150 cm con una cabeza floral globular (capitula)

de color amarillo, anaranjado o rojo (Li Dajue y Miindel, 1997; Gecgel et al., 2007).

El cultivo del cartamo es uno de los mas antiguos del mundo. México es uno de los
principales productores de semilla de cartamo (C. tinctorius L.) a nivel mundial,
reportaindose una produccion de 110 751 t en el 2008, y es el pais que mas aceite de
cartamo exporta (Ortega y Ochoa, 2003; FAOSTAT, 2009). Dado que el cartamo es
resistente a la sequia y se puede cultivar en zonas aridas y semiaridas, es una de las
oleaginosas que se cultivan en mayor proporcién en el Noroeste de México (Figura 2)
(SIAP/ANIAME, 2009). El aceite de cartamo es ampliamente utilizado para consumo
humano, con un alto contenido de &cidos oleico y linoleico que puede cambiar de acuerdo

con las variedades y condiciones climaticas de cultivo (Paredes y Ordorica, 1986).

Usos del cartamo

En Egipto, los pétalos del cartamo se usaban para tefiir la vestimenta que se
utilizaba en las ceremonias religiosas. Las semillas de cartamo y guirnaldas de flores han
sido encontradas con restos humanos que tienen mas de 4000 afios. De acuerdo con Weiss,

(1971) en Europa y Africa se ha utilizado como medicamento (laxante).
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Figura 2. Produccion de cartamo ciclo otofio-invierno 2008 en México (SIAP/ANIAME,

2009).

Planta entera

En Afganistan y la India, el té elaborado con el follaje del cartamo se considera un
buen remedio para prevenir la infertilidad de las mujeres (Weiss, 1983). Todas las partes de
la planta se venden en tiendas naturistas en India y Pakistdn como “pansari” y como
afrodisiaco (Knowles, 1965). El forraje es palatable para becerros y el valor alimenticio asi
como los rendimientos son similares o mejores a los que se obtienen de la avena y la alfalfa

(Smith, 1996).
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Flores

En China se prepara té con flores de cartamo. También se utilizan para dar color a
los alimentos; por ejemplo, el arroz, el pan y algunas salsas. China, principalmente en la
provincia de Yunnan produce “carthamin” para su uso en la cocina y de las flores también
se extraen tintes que se utilizan para tefir el cabello y las telas (Li Li Dajue y Miindel,

1997).

Semillas

Las semillas enteras de cartamo se utilizan generalmente como alimento para aves;
en especial, loros y palomas. Se ha encontrado que la harina de cartamo usada como fuente
proteica en alimentos para pollos mejora el crecimiento y la utilizaciéon del alimento
(Kuzmicky y Kohler, 1968). En Iran preparan una pasta de cartamo para elaborar queso, y
en Etiopia las semillas sirven para preparar una bebida llamada “fitfit”. En Sudan, las
semillas tostadas mezcladas con cebada o trigo sirven para preparar una botana. Por otro
lado, en muchos paises de Asia, las semillas de cartamo contintian siendo un medicamento

para la prevencion de la arteriosclerosis (Belayneh y Wolde-Mariam, 1991).

Aceite

Alrededor del mundo, el aceite de cartamo se usa para cocinar, para condimentar
ensaladas y para la fabricacion de margarinas. El aceite de cartamo, nutricionalmente es
similar al de oliva, con altos niveles de acido oleico y linoleico, pero mucho mas barato.
Los acidos grasos poli-insaturados se asocian con la reduccion de los niveles de colesterol

sanguineo. De igual forma, se ha demostrado que los acidos monoinsaturados como el
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oleico ayudan a disminuir los niveles de colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad o
“malo”) sin afectar el colesterol HDL (lipoproteina de alta densidad o “bueno”), (Smith,
1996). El aceite de cartamo tiene una estabilidad oxidativa alta (mas de 25 horas), no
cambia a baja temperatura, por lo que es muy adecuado para la preparacion de alimentos
congelados. El aceite de cartamo, rico en acido oleico, es muy estable a temperaturas altas,

y no genera humo u olor cuando se frien alimentos (Li Dajue y Miindel, 1997).

Pasta

La pasta de cartamo, que se obtiene después de la extraccion de aceite, contiene un
elevado porcentaje de proteina bruta (25-42%) cuando se utiliza la semilla decorticada
(Tacon, 1990; Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000). Sin embargo, la pasta no se usa para el
consumo humano debido a su sabor amargo, ocasionado por la presencia de glucosidos
(Palter et al., 1972 citado en: Madrigal y Ortega, 2002). Estos glucdsidos son solubles en
agua, por lo que pueden eliminarse por extraccion de la proteina en su punto isoeléctrico
(Paredes, 1991), y asi los concentrados y otros productos de cartamo podrian utilizarse en

alimentos para animales.

Generalmente, la pasta de cartamo se ha utilizado para alimentar organismos terrestres.
Girau y Zweigart (1953) sustituyeron la pasta de soya del alimento con una pasta de
cartamo decorticado (41% de proteina), para alimentar gallinas ponedoras, y después de 11
semanas de experimentacion encontraron que no habia diferencias entre los tratamientos en
cuanto a la producciéon de alimento consumido, y la produccion y calidad del huevo.

Petersen et al. (1957) encontraron que la pasta de cartamo decorticado (35% de proteina)
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puede reemplazar la pasta de soya en pequeiias raciones si los alimentos contienen un 5%
de harina de pescado y 5-10% de harina de carne. Madrigal y Ortega reportaron en el 2002
que es posible utilizar un concentrado proteico de cartamo como sustituto parcial de las
proteinas lacteas en reemplazantes de leche para becerros. El uso de cartamo en la
alimentacion para organismos acuaticos ha sido poco evaluado. Durante la década de 1950
y 1960 la empresa Pacific Oil Corporation (PVO) produjo en el Estado de California,
alimentos peletizados con pasta de cartamo para alimentar truchas. Los peces del
experimento aceptaron rapidamente los alimentos; sin embargo, los alimentos con cartamo
tenian una menor estabilidad en el agua, comparados con los fabricados con pastas de
menor contenido de fibra. Algunas granjas japonesas han utilizado el 5% de inclusion de
pasta de cartamo en base seca en alimento para la alimentacion de truchas sin afectar el

crecimiento (Smith, 1996).
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JUSTIFICACION
La acuicultura mundial se ha expandido en forma espectacular en los ultimos 50 afos.
Desde una produccion menor a un millon de toneladas al comienzo de la década de los
50’s, hasta llegar a una produccion de 51.7 millones de toneladas en 2006 con un valor de
US$78 800 millones de dolares (FAOSTAT, 2009). Esto significa que la acuicultura sigue
creciendo a un ritmo mayor que otros sectores productores de alimentos de origen animal.
No obstante, para que este crecimiento se mantenga, es necesario que los alimentos
equilibrados cubran los requerimientos nutricionales de los organismos. Por esta razon, una
linea actual de investigacion en acuicultura se ha venido centrando en el estudio de factores
que permitan la formulacion y elaboracion de alimentos cada vez mas eficientes, que
mejoren el crecimiento y la digestibilidad de nutrientes, y aumenten la rentabilidad de los

cultivos con un ahorro significativo en los costos de produccion.

La busqueda de fuentes de proteina alternas a las harinas de pescado y a la pastas de
oleaginosas, como la de soya es una actividad necesaria para resolver algunos de los retos
economicos y nutricionales inherentes a la produccion acuicola. En lo que se refiere a la
pasta de soya, que sustituye a las harinas de pescado, tiene la desventaja de ser un
ingrediente mayoritariamente de importacion de Estados Unidos, alto costo de transporte y
su uso compite con el consumo humano, pero afortunadamente contamos con opciones
potenciales: México es uno de los principales productores mundiales de semilla de cartamo
(Carthamus tinctorius L.), reportdindose en 2007 una produccion nacional de 106 343
toneladas y en 2008 de 98 700 toneladas (SIAP/ANIAME, 2009) destinadas a la

fabricacion de aceite comestible y pastas proteinicas.
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Las pastas oleaginosas podrian tener un gran potencial para su uso en la acuicultura, porque
son sub-productos disponibles en México y porque contienen niveles elevados de proteina.
Otras ventajas de las oleaginosas radican en que su cultivo no necesita fertilizantes
nitrogenados; ademas, existe en México una flexibilidad al surtir el producto, hay
programas establecidos de embarque, disponibilidad de medios de transporte, entrega
inmediata del producto y pago posterior, se tiene un buen abasto segun los requerimientos
del cliente, y otras ventajas, que en conjunto, evitan una serie de costos financieros
inherentes a la importacion. Ademas, el cliente tiene la posibilidad de establecer un didlogo
con el proveedor que le permite dar a conocer sus necesidades especificas y asi, crear
esquemas adecuados y, si la harina es mexicana, siempre existira la posibilidad de resolver
rapidamente cualquier reclamacion sobre el peso y calidad del producto. No obstante, las
harinas de cartamo presentan también algunas desventajas, como es el alto contenido de
fibra, la presencia de inhibidores de tripsina y un sabor amargo; causa por la cual se ha
limitado su uso en la alimentacion de algunos animales terrestres (Hertrampf y Piedad-
Pascual, 2000). Sin embargo, estas limitantes dependen de las condiciones de
procesamiento de la pasta de cartamo, de tal manera que algunos de los efectos negativos

pueden ser eliminados.

Como se mencion6 con anterioridad, las pastas de oleaginosas se destinan principalmente a
la alimentacion de organismos terrestres. Sin embargo, el mercado actual de los productores
de aceites y pastas podria ampliarse al de alimentos para organismos acuaticos, siempre y
cuando el valor nutricio y el precio de estas pastas sean los mas adecuados. Estos aspectos

que se desconocen hasta el momento por falta de estudios dirigidos en este sentido, y que es
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necesario explorar. Por tal motivo, en el presente trabajo de tesis se planteé determinar el
valor nutricio de diversos productos de cartamo como fuentes de proteina alternativa en

alimentos para juveniles del camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei).
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OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el valor nutricio del cartamo (Carthamus tinctorius) en alimentos para juveniles de

camaro6n blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei.

Objetivos especificos
1.- Caracterizar los productos de cartamo: harina integral y dos pastas (alta y baja en
proteina), con base en su composicion proximal y contenido de aminoacidos, acidos grasos

fosforo, calcio y factores antinutricionales.

2. Determinar la digestibilidad in vivo e in vitro de la harina integral y dos pastas de

cartamo (alta y baja en proteina) en juveniles de camardn L. vannamei.

3. Medir la atractabilidad y el consumo de alimentos para camarén que contienen los

productos de cartamo, y compararlos contra un alimento a base de harina de pescado.

4.- Determinar el efecto de la sustitucion de la pasta de soya con pastas de cartamo (alta y

baja en proteina) en el alimento sobre el crecimiento, composicion quimica y la

digestibilidad in vivo de juveniles de camaron L. vannamei.
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5.- Determinar el efecto de la sustitucion parcial de la proteina de la harina de sardina con
la proteina de la pasta de cartamo alta en proteina en alimentos suplementados o no con
D-L-metionina protegida sobre el crecimiento ponderal y la digestibilidad in vivo de

juveniles de camaron L. vannamei.

Galicia-Gonzalez Alfonso, 2009, Tesis Doctoral



23
Valor nutricio de cartamo para camarén blanco del Pacifico

HIPOTESIS
Con base en los diferentes procesos de fabricacion utilizados para la obtencion de la harina
integral y las pastas de cartamo, se espera que en la primera, la composicion quimica sea
similar a la de la semilla, en cambio en las ultimas, se tendra una mayor concentracioén de

proteina y fibra, y una menor concentracion de lipidos.

Los niveles de los factores antinutricionales (saponinas, hemaglutininas e inhibidor de
tripsina) en las pastas de cartamo seran menores que en la harina integral, debido al
tratamiento térmico al que son sometidas durante el proceso de fabricacion, por lo tanto, se

espera que las pastas tendran una mayor digestibilidad que la harina integral de cartamo.

La atractabilidad y el consumo de alimentos que contienen los productos de cartamo seran

menores que los de un alimento a base de harina de pescado.

El uso del cartamo como sustituto de la pasta de soya en alimentos para camarén L.
vannamei, no afectara la supervivencia, el crecimiento ponderal, la utilizacion del alimento
de los organismos o la digestibilidad in vivo de nutrientes por los organismos porque la

composicion de aminoacidos es similar entre la soya y el cartamo.

La sustitucion de la harina de sardina por pasta de cartamo alta en proteina en alimentos
para camaron L. vannamei disminuira el crecimiento ponderal y el consumo del alimento
porque la composicion de aminoacidos esenciales en el cartamo es menor que en el

pescado. En particular, la disminucién de lisina y arginina por la inclusion del cartamo
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disminuird la digestibilidad de proteina, en virtud de que la tripsina, que es la principal
enzima digestiva en camaron, que hidroliza enlaces peptidicos donde se encuentran estos

aminoacidos.

La disminucion del contenido de metionina en los alimentos, debida a la sustitucion parcial
de la harina de sardina por pasta de cartamo alta en proteina, podra ser compensada por la
suplementacion de D-L-metionina protegida en el alimento, y por ende, no se afectaran el

crecimiento ponderal y el factor de conversion alimenticia.
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METODOLOGIA

El presente trabajo se dividio en tres capitulos como se muestra en la Figura 3.

Uso del
Cartamo

"’| Capitulo 1 i »>  Valor nutricio de productos de cartamo
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-"| Capitulo 3 = »> Efecto de la sustitucion de harina de pescado
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Figura 3. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada en este estudio.
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CAPITULO 1.

VALOR NUTRICIO DE PRODUCTOS DE CARTAMO CON BASE EN SU
COMPOSICION PROXIMAL, CONTENIDO DE AMINOACIDOS Y ACIDOS
GRASOS, FOSFORO, CALCIO, FACTORES ANTINUTRICIONALES, CUDA Y
DIGESTIBILIDAD IN VITRO

1.1. Material y métodos
1.1.1. Materias primas e ingredientes

La mayor parte de los ingredientes para elaborar los alimentos fueron adquiridos en
casas comerciales (Proteinas Marinas y Agropecuarias, Guadalajara, México y PIASA, La
Paz, México). Tres productos de cartamo fueron evaluados. Una harina integral de cartamo
(HIC), Ia cual fue elaborada en el laboratorio de Nutricion Acuicola del CIBNOR, con
semillas de cartamo (S-518) producidas en el Valle del Yaqui en el estado de Sonora,
Meéxico. Debido a que las semillas contenian un elevado contenido de aceite (~36%) no se
pudieron moler y tamizar con los aparatos con los que se disponia en el CIBNOR, por lo
cual se realiz6 el siguiente procedimiento para obtener una harina con tamafo de particula
homogénea. El aceite de la semilla fue extraido cuantitativamente con éter de petréleo en
un sistema de extraccion (Soxtec Avanti 2050, Foss Analytical, Hogands, Suecia). La
harina desengrasada fue pulverizada en un molino (Cyclotec 1093, Foss Analytical,
Hoganés, Suecia) y finalmente el aceite que se habia extraido se reincorpor6 a esta harina
en la misma proporcidon en que se encontraba originalmente, y se homogenizé en una
mezcladora (Kitchen Aid). El segundo producto que se evalud fue la pasta de cartamo baja
en proteina (PCB). El tercer producto fue la pasta de cartamo alta en proteina (PCA). Estos

dos ultimos productos fueron comercialmente producidos por medio de extraccion
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mecanica (prensas Hivex Hexpander) y solventes (hexano) por la empresa Aceites del
Mayo S.A de C.V. en Sonora, México. Todos los ingredientes fueron molidos en un
pulverizador (PULVEX 200, Molinos Pulvex, D.F., México) y tamizados a menos de 250-

pum (malla No. 35). Se almacenaron a 4°C hasta su uso.

1.1.2. Analisis quimico proximal

Los ingredientes y alimentos fueron analizados en su composiciéon quimica
proximal siguiendo la metodologia descrita por la Asociacion Oficial de Analisis Quimico
(AOAC, por sus siglas en inglés). La humedad se determind por diferencia de peso; el
contenido de cenizas se determind por calcinacion en mufla a 550°C por 6 h. (AOAC, 2005,
No. 942.05); para la cuantificacion de proteina bruta se utilizd un digestor y un destilador
automatico Tecator, siguiendo el método de microkjeldhal (AOAC, 2005, No. 2001.11); el
extracto etéreo se cuantificé utilizando un sistema Soxtec Avanti, utilizando éter de
petrdleo como solucion extractora (AOAC, 2005, No. 2003.05); para la cuantificacion de
lipidos totales en las heces de camardn y alimentos se siguié el método de Folch (Folch et
al., 1957). El contenido en fibra se determin6 por hidrolisis sucesiva, acida y basica (acido
sulfarico e hidréxido de sodio), con un equipo Fibertec (AOAC, 2005, No. 978.10). ). El
extracto libre de nitrégeno (ELN) se calculo restando de 100 los porcentajes de proteina

bruta, extracto etéreo, fibra, y cenizas.

ELN = 100 — (% Proteina + % Extracto etéreo + % Fibra + % Cenizas)

Para la cuantificacion de carbohidratos en las heces de camardn y alimentos se sigui6 el

método de Dreywood, 1946 basado en la soluciéon de antrona (9,10-dihidro-9-
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oxoantraceno). El contenido de 6xido cromico se determind por el método descrito por

Furukaka y Tsukahara (1966).

1.1.3. Energia bruta

Se us6 un calorimetro adiabatico (Parr Instrument Co. Modelo 1261, Moline, IL).
Se elaboraron pastillas usando aproximadamente 1g de muestra, se secaron a 70°C durante
12h, se colocaron en crisoles de acero inoxidable, se colocaron 10cm de alambre Niquel-
Cobre, de tal manera que tocara la muestra y se procedié a la combustion con oxigeno. Los
liquidos obtenidos de la combustion de la muestra se titularon con carbonato de sodio
0.725N, usando naranja de metilo como indicador, y se midié la cantidad de alambre

Niquel-Cobre quemado durante la combustion.

1.1.4. Cuantificacion de aminoacidos

Para determinar la composicion de aminodcidos de los productos de cartamo se llevo
a cabo una hidrdlisis acida con 3 mL de HCL 6N por 6h a 150°C, de 1-3 mg de muestra
seca, previamente desengrasada. Se agrego tioglicolato de sodio para prevenir la oxidacion
de las muestras. Las muestras hidrolizadas fueron resuspendidas en 1 mL de amortiguador
de citrato de sodio 0.2M pH 2.2 y derivatizadas con 250uL de o- oftalaldehido. La muestra
hidrolizada (10 mL) fue inyectada a un cromatografo de alta resolucion (HPLC) (Varian
9012, Varian Associates, Lake Forest, CA, EUA) equipado con un detector fluorescente
con un filtro de excitacion de 350-nm y un filtro de emisioén de 455-nm. Para la separacion

de los aminodacidos se utilizd una columna Microsorb Short C18 de 3 pm (10cm X 4.6mm)
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empacada con particulas de octadecil dimetilsilano conectada a una precolumna Microsorb
(30cm x 4.6mm) empacada con el mismo material. El flujo fue de 1.5 mL min' a 25-29°C.
Los aminodacidos fueron completamente eluidos después de 20min y la columna equilibrada
por 10min. Se utilizaron estandares de aminoacidos asi como acido L-a-amino n-butirico
(Sigma, C3875; St. Louis, MO, EUA) como estandar interno. Se utilizé el software Star
Chromatography Workstation Version 6.0 (Varian Associates, Lake Forest, CA, EUA) para
la integracion de los datos (Véazquez-Ortiz et al., 1995). Se calculd el computo quimico de
los productos de cartamo para comparar la composicion de aminoacidos de estos con las

necesidades estimadas de aminoacidos del camardn L. vannamei segiin Tacon et al., 2002.

1.1.5. Cuantificacion de acidos grasos

Para determinar la composicion de acidos grasos de los productos de cartamo se
pesaron aproximadamente 15 mg de cada muestra, los cuales fueron colocados en un tubo
de vidrio de 15 mL con tapa de teflon. Se les agregd 12 mL de solucion
cloroformo:metanol (2:1) para la extraccion de lipidos (Bligh y Dyer, 1959), 20uL de agua
destilada, 10uL de antioxidante (BHT) a 0.5g/mL y 10uL del acido tricosanoico 23:0 a
2mg/mL (Sigma, T-6543; St. Louis, MO, EUA) como estandar interno. Las muestras
fueron guardadas a —20°C por 24 horas para asegurar la extraccion total de los lipidos. Las
muestras de cartamo fueron maceradas con una varilla de vidrio y el extracto se sometio a
una disrupcion ultrasonica a 40KHz/min (Sonicador Branson 2510, Danbury, CT, EUA)
durante 15 minutos. El extracto fue separado en dos partes iguales y una parte fue
evaporada hasta la obtencion de 1 mL pasando por una corriente de nitrogeno. El extracto

fue separado con microcolumnas compuestas de una pipeta Pasteur empaquetada con silice
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humedecida al 6%. Los lipidos totales fueron eluidos utilizando 5 mL de
cloroformo:metanol (98:2) y 7.5 mL de metanol. El eluido se separ6 en dos partes y una de
ellas se evapor6 a sequedad por medio de un evaporador centrifugo al vacio (Jouan RCT90,
Saint-Herblain, Francia). Esta parte fue derivatizada con BF; (14% metanol, Supelco,
Bellefonte, PA, EUA) a 95°C durante 15 minutos. Una vez enfriados los tubos, se afiadio 1
mL de hexano y se realizaron de 2 a 3 lavados, que consistieron en adicionar 1 mL de agua
destilada (previamente extraida con hexano) para eliminar impurezas del hexano con los
metil ésteres de acidos grasos (FAME). Las muestras fueron centrifugadas a 720 x ga 5 °C
por 5 minutos (Allegra'™ 21R, Beckaman Coulter, Fullerton, CA, EUA) en cada lavado.
Los restos de agua fueron eliminados por congelacion a —20 °C y el hexano se transfirio a
viales ambar de 2 mL para ser inyectados (1uL) en un cromatografo de gases (6890-N,
Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, EUA) equipado con una columna de silice DB-23 (30m x
0.25mm de diametro interno % 0.25 um de grosor de capa (J & W Scientific, Folsom, CA,
EUA), se utilizd un detector de ionizaciéon de flama con helio como gas portador (0.7 mL
min '), y una rampa de temperatura de 110-220 °C. La identificacién de los acidos grasos
esterificados fue realizada comparando sus tiempos de retencion con los de estdndares
(Sigma, Bellefonte, PA, EUA). La determinacion cuantitativa de los acidos grasos se
realizé integrando las areas de cada uno de los picos, siguiendo el protocolo de Mercier

(2007).

1.1.6. Cuantificacion de calcio y fosforo
Para determinar el contenido de calcio y fosforo se pesaron entre 0.25 a 0.3 g de

producto de cartamo a los cuales se les agregd 10 mL de 4cido nitrico concentrado
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(Spectrum. No. 1079), se calenté a 80°C por 30min, posteriormente se aforé a 50 mL con
agua desionizada para finalmente filtrarse con papel filtro. Se realiz6 una curva estandar de
2 a30pg/mL 6 2 a 30ppm de estandar de calcio (carbonato de calcio en acido nitrico al 2%,
Spectrum Lote. UC1636. No.AA145). Se analizdé el contenido de calcio usando un
espectrofotometro de absorcion atomica GBC modelo Avanta PM a una longitud de onda
de 422.7nm, usando 6xido nitroso-acetileno. Para calcular la concentracion de calcio se
hizo una curva estandar de 2 a 30 ug/mL de estandar de calcio (carbonato de calcio en 2%
de acido nitrico, Spectrum, AA145) (Sapp y Davidson, 1991). El fosforo se cuantificd
colorimétricamente, usando el método del color amarillo del complejo
vanadomolibdofosforico en un sistema acidificado con acido nitrico al 70%, la lectura se
realizd en un espectrofotdometro de microplaca Marca Labsystems, Modelo Multiscan
Ascent. Para calcular la concentracion de fosforo se realizé una curva estandar de fosforo

de 0 a 2.5 mg/mL (Jackson, 1958).

1.1.7. Factores antinutricionales en productos de cdartamo
1.1.7.1. Inhibidor de tripsina

Se determind la actividad del inhibidor de tripsina siguiendo la metodologia descrita
por Kakade y colaboradores (1974) utilizando Benzoil-Arg-p-Nitroanilida (BAPNA)
(Sigma, B4875; St. Louis, MO, EUA) como sustrato. Los productos de cartamo se
sometieron a una extraccion por 3 horas en NaOH 0.01N, a pH alrededor de 9.0. Se
mezclaron 2 mL del extracto con 2 mL de solucion de tripsina tipo I de pancreas bovino
(Sigma, T-8003; St. Louis, MO, EUA) al 0.002% (p/v, en HC1 0.001M pH 8.0, la reaccion

se inicio6 al adicionar 5 mL del sustrato BAPNA (0.92mM en amortiguador de Tris 0.05M /
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0.02M CacCl,, pH 8.2)a 37°C. Después de 10 minutos, la reaccion se detuvo con 1 mL de
acido acético al 30%. Se corrid a la vez un blanco utilizando la misma mezcla de reaccion
pero se adiciono el acido acético antes que el sustrato. La mezcla de reaccion se filtrd en
papel filtro (Whatman No. 3) y se leyo la absorbancia a 410 nm. La unidad de enzima se
defini6 como el incremento de 0.01 unidades de absorbancia a 410 nm por 10 mL de
mezcla de reaccion, y se expres6 como las unidades de tripsina inhibidas por mg de

muestra seca (UTI/ mg de muestra) o UTI/ mg de proteina.

1.1.7.2. Inhibicion de tripsina en productos de cartamo

El efecto inhibitorio de los productos de cartamo sobre las proteinasas de los
extractos enzimaticos de la glandula digestiva de camarones fue medido por la reducciéon de
la actividad tripsina. El método se bas6 en poner en el pozo de una microplaca, 10uL de
extracto de cartamo y 10uL de extracto de hepatopancreas en diferentes tiempos de
incubacion (30, 60 y 120 minutos). Transcurrido el tiempo se agregaron 200uL de BAPNA
(Sigma, B-4875; St. Louis, MO, EUA) 1.25mM en amortiguador Tris HCI pH 7. A
continuacion, se midi6 la absorbancia a 405nm. La unidad de tripsina se definié de acuerdo
con Dimes y Haard (1994). Una unidad de tripsina es 1pumol de p-nitroanilida liberada por
minuto usando como coeficiente de extincion molar 8,800cm ' M. La actividad especifica
se defini6 en Unidades por mg proteina soluble. Los resultados fueron expresados en

porcentaje de inhibicion de la actividad enzimatica de tripsina.
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1.1.7.3. Hemaglutininas

El método se basé en efectuar una hemaglutinacion no inmunolégica que se produce
por la unioén de las lectinas con los globulos rojos. Primero se realizo la extraccion de las
lectinas de los productos de cartamo con una solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M pH
7.2 (1.4g de NaH,PO4 * H,O y 9.68g de Na,HPO, * 7H,0 ) a 4 °C durante 12h. La mezcla
se filtro6 con una gasa para eliminar particulas grandes para posteriormente centrifugar en
una centrifuga Beckman J2-MC con un rotor JA.20 a 6000 rpm a 4°C durante dos horas, el
sobrenadante se filtr6 en una membrana de 0.22 pm (Albet, 135, Barcelona, Espaiia). Para
preparar el paquete de eritrocitos se colocaron 10 mL de sangre humana (RH-O+) en un
tubo (sterile Becton Dickinson vacutainer Systems No. [42414) con anticoagulante
(EDTA), se centrifugd en una centrifuga Solbat C-300 a 2500rpm durante 15min, se extrajo
el suero con una pipeta Pasteur. Al paquete de eritrocitos se le agregd solucion salina de la
misma cantidad del suero extraido. Se hicieron tres lavados con solucion salina, mezclando
suavemente y centrifugando en una centrifuga Solbat C-300 a 2500rpm durante 15min. Se
prepard una solucion al 4% con los eritrocitos obtenidos utilizando una solucion salina de
NaCl al 0.85% (p/v). Para la cuantificacion de unidades de aglutinacion se utilizaron
microplacas de 96 pozos. En todos los pozos se pusieron 25 pL de solucion salina (NaCl
0.85%, p/v), en la primera fila se pusieron 25 pL del extracto de cartamo y en las siguientes
filas se realizaron diluciones sucesivas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 etc.). A todos los pozos se les
agregd 25 pL de la solucion de eritrocitos al 4%. La placa se agitd suavemente con
movimientos en “8” y se dejo reposar durante una hora a temperatura ambiente (25 °C).

Finalmente se observo la aglutinacion en los pozos y se anot6 la dilucion mas alta en donde
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se presentd aglutinacion. Se utilizd como estandar interno la lectina del frijol Phaseolus

vulgaris (Sigma, L-8629; St. Louis, MO, EUA) (Gomez, 1992).

1.1.7.4. Saponinas

Las saponinas de las muestras de cartamo se determinaron siguiendo la metodologia
descrita por Walter ef al. (1989). En resumen: se pesd 0.1g de la muestra de cartamo
desengrasada y tamizada a menos de 250 um. La muestra se colocd en un embudo de
separacion y se le agregaron 30 mL de metanol:agua (9:1 v/v), se agitd y se dejo en reposo
durante 10 minutos a temperatura ambiente (27 °C). En un tubo de ensaye se agregaron 1
mL del filtrado y 9 mL de agua destilada, de esta mezcla se tom6 1 mL en un tubo de
ensaye y se agitd durante un minuto en un Vortex a la maxima velocidad posible. A los
15min de reposo se observo la altura de la espuma y se midié con una regla. Para control
positivo se peso 1g de reactivo de saponinas y se procedio igual que las muestras.

La escala utilizada para evaluar los resultados fue la siguiente:

Altura de menos de Smm = prueba negativa.
Altura de 5-9mm = contenido bajo.
Altura de 10-14mm = contenido moderado

Altura mayor de 15mm = contenido alto.
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1.1.7.5. Actividad uredsica

Las muestras de cartamo se molieron a menos de 25 um. Se pes6 0.2g de muestra en
un tubo de ensaye al cual se le agregaron 10 mL de solucion de urea (15g de urea en
500mL de solucion de potasio monobasico 0.05M) y se colocd en un bafio Maria a 30 °C
durante 30 min. Finalmente se midi6 el pH con un potenciémetro calibrado a 25°C. Se
registré la diferencia en términos de pH entre el problema y el blanco como incremento de
pH o como actividad ureasa (AOAC, 2002; Norma Oficial Mexicana NMX-Y-117-SCFI-

2004).

1.1.7.6. Aflatoxinas

En un vaso de licuadora se pusieron 25g de muestra de cartamo y se le agregaron
125 mL de metanol al 80%, se mezclo a alta velocidad en una licuadora durante un minuto
y el extracto se filtré en un papel filtro (Whatman 1). Del extracto filtrado se tomaron 20
mL y se diluyeron con 20 mL de agua destilada, este extracto se filtr6 nuevamente en un
papel de fibra de vidrio (Whatman 934). Quince mililitros del filtrado se pasaron a través
de una columna de inmunoafinidad (AflaTest®-P), conteniendo anticuerpos monoclonales
especificos para aflatoxinas B, By, G;, G, a una tasa de 2 gotas/s con la ayuda de una
bomba de mano. Posteriormente la columna se lavd dos veces con 10 mL agua destilada
cada vez y se llevo a sequedad. Las aflatoxinas fueron eluidas de la columna con la ayuda
de 2 mL de metanol grado HPLC. Posteriormente las aflatoxinas totales fueron
cuantificadas por fluorescencia derivatizandolas con 2 mL de soluciéon diluida de bromo.
Después de exactamente 60s se leyd en un fluorometro (Sequoia Turner (Vicam) a 450nm

de emision y 360nm de excitacion. Se utilizaron estandares de micotoxinas (Vicam, 33020)
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para calibrar el fluorometro (Norma Oficial Mexicana NOM- 188-SSAI-2002; AOAC,

2002 No. 991.31).

1.1.8. Experimento de CUDA de productos de cartamo

Se evaluaron tres productos de cartamo: 1) pasta de cartamo alta en proteina (PCA),
2) pasta de cartamo baja en proteina (PCB), ambas donadas por una aceitera comercial
(Aceites del Mayo S.A. de C.V., Sonora, México), y 3) harina integral de cartamo (HIC)
fabricada en el laboratorio de Bromatologia del CIBNOR, siguiendo el siguiente
procedimiento: 200g de semilla de cartamo fueron molidos por 10 minutos en una licuadora
a alta velocidad, posteriormente, lotes de 3g de muestra fueron sometidos a una doble
extraccion de grasa en un equipo Soxtec Avanti 2050 (Foss Analytical, Hogands, Sweden),
utilizando éter de petréleo como solucion extractora. De las extracciones se obtuvieron dos
fracciones, una fraccion liquida (aceite de cartamo) y una fraccion solida (pasta de
cartamo). Para eliminar los residuos de éter de petroleo en la fraccion liquida se utilizod
nitrégeno gaseoso, posteriormente se le agrego antioxidante Butilhidroxitolueno (BHT; MP
Biomedicals No.101162, Solon, OH EUA) a una concentracion final de 0.04% (p/v). El
aceite de cartamo se mantuvo a 4°C y en obscuridad hasta su utilizacion. La fraccion sélida
fue molida en un molino (Cyclotec 1093, Foss Analytical, Hogands, Sweden) y tamizada a
través de un tamiz de 250 um. Finalmente las dos fracciones, de todos los lotes procesados,
fueron reintegradas, conservando la proporcion original de extracto étereo en la semilla, y
posteriormente fueron mezcladas en una mezcladora (Kitchen Aid) durante 30min. La
harina integral de cartamo resultante fue embolsada, etiquetada y almacenada bajo

refrigeracion (4°C) hasta su uso.
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1.1.8.1. Formulacion de los alimentos

La formulacion de los alimentos se hizo acorde a los resultados de la composicion
proximal y de aminoacidos de los ingredientes con la ayuda del paquete MIXIT-Win“™®
(Agricultural Software Consultants, Inc., San Diego, CA, EUA) tomando en cuenta los
requerimientos nutricios reportados para camaron blanco L. vannamei (Akiyama et al.,
1991) vy las relaciones de proteina y energia recomendadas para camardn (Cruz-Suarez et

al., 2000).

1.1.8.2. Sistema experimental.

Los experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Nutricion Experimental
del CIBNOR. EIl sistema de cultivo consistié en acuarios de fibra de vidrio con una
capacidad de 60 L (34 x 55 x 38cm) que contaron con agua de mar filtrada a través de filtro
de arena, de cartucho (10 y 1 um) y luz ultravioleta. Cada acuario estuvo equipado con un
sistema de drenaje para poder hacer los recambios diarios, asi como un exhaustor externo
que permite airear el agua con la ayuda de mangueras de aireacion alimentadas por un
soplador de SHP. Se cubrieron con una malla mosquitero para evitar la fuga de organismos.
La temperatura del agua en los acuarios fue controlada por calentadores sumergibles de
250W (EBO-JAGER) con precision de £ 0.5°C. La iluminacion del sistema experimental
se hizo con lamparas de 200W controladas por un temporizador (“timer”) a manera de
mantener una fotofase de 12h de luz, a partir de las 6:00 am constante a lo largo del

experimento.
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1.1.8.3. Organismos experimentales

Los camarones utilizados fueron juveniles de la especie L. vannamei (Boone, 1931),
donados por la empresa Acuicultores de la Peninsula (APSA). Estos organismos fueron
aclimatados en el laboratorio de Nutricion Experimental del CIBNOR, dentro de tanques de
plastico con 2,500L de capacidad a una temperatura de 27°C y salinidad de 40ups. Los
camarones se alimentaron dos veces al dia (10:00 y 16:00h) con un alimento comercial
PIASAM® con 35% de proteina, hasta que alcanzaron el tamafio requerido para el

experimento.

1.1.8.4. Diserio experimental y condiciones de cultivo

Para medir la digestibilidad in vivo se disefiaron 4 alimentos: Un alimento control
con 35% de proteina (dieta de referencia de Monterrey ARD-F-65-050301, Tabla III), y 3
alimentos experimentales donde se incluia la harina integral de cartamo (HIC-D), pasta de
cartamo baja en proteina (PCB-D) y pasta de cartamo alta en proteina (PCA-D) a un nivel

de inclusion del 30%, y 1% de 6xido cromico como marcador inerte. (Tabla IV).

Después de una semana de aclimatacion, los juveniles de L. vannamei se pesaron
individualmente y se seleccionaron 200 camarones con peso entre 5 y 6g. Se distribuyeron
aleatoriamente en 20 acuarios a razoén de 10 organismos por acuario, a manera de contar

con cinco réplicas por cada tratamiento alimenticio.

Cada uno de los 4 alimentos fue asignado aleatoriamente a 5 acuarios. Los camarones

fueron aclimatados a los alimentos con 6xido cromico durante 7 dias antes de iniciar la
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colecta de las heces. El experimento tuvo una duracién de 45 dias tiempo necesario para
colectar aproximadamente 15 gramos de heces de cada acuario. Diariamente se
monitorearon la temperatura (27+ 1°C) con un termémetro de mercurio, la salinidad (39 +
lups) por medio de un refractometro portatil (Vista A366 ATC) y el oxigeno disuelto (5.0 =
0.3 mg/mL) con un oximetro portatil (YSI, 550A).

Los restos de alimento no consumido, mudas y heces fueron extraidos de los acuarios todos
los dias por la mafana (9:00h) y posteriormente se realizo un recambio de agua equivalente
al 80% del volumen total. Una vez limpios los acuarios, se suministr6 el alimento (10:00h)
correspondiente al 10% de la biomasa de los camarones, al paso de dos horas se llevo a
cabo la primera colecta de las heces en cada acuario. Después de esta primera colecta, se
volvid a proporcionar alimento (14:00), para luego de una hora proceder a una segunda
ronda de colecta, por lo que las heces obtenidas corresponden a aquellas excretadas durante

aproximadamente 3 a 4 horas después de la primera alimentacion.
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Tabla I11. Composicion de ingredientes de la dieta de referencia (% en base humeda).

Ingrediente %
Harina de pescado’ 34.0
Harina de trigo® 45.0
Pasta de soya® 14.0
Lecitina de soya® 3.5
Aceite de pescado’ 2.8
Premezcla de vitaminas® 0.3
Premezcla de minerales’ 0.15
Vitamina C* 0.06
Vitamina E’ 0.03
Antioxidante (etoxiquina)'® 0.02

'Sardina 57% proteina bruta, Alimentos marinos, Ciudad Obregén, Sonora, M¢éxico;
’Harina de trigo 12-13% proteina bruta, Ciudad Obregdn, Sonora, México; 3Pasta de soya,
extraccion con solvente, 47% proteina bruta, ADM, EUA; *Lecitina de soya. ADM, EUA;
>Aceite de pescado, Alimentos Marinos, Ciudad Obregdn, Sonora, México; 6Composici(')n
de premezcla de vitaminas (IU o mg/kg): A, 4,000,000 IU; D3, 3,200,000 IU; E, 60,000; B,
24,000; B,, 16,000; DL-Ca pantoténico, 30,000; B6, 30,000; B;,, 80; C, 60,000; Kj,
16,000; H, 400; niacina, 20,000; acido folico, 4000; 7Composici()n de premezcla de
minerales (mg/kg): Co, 2000; Mn, 16,000; Zn, 40,000; Cu, 20,000; Fe, 1; Se, 100; I, 2000;
$Vitamina C (L-ascorbico 1-2-polifosfato, 35%). Basf, D.F., México; Vitamina E. Basf,
D.F., México; 19 Antioxidant. Dresquin 66, Dressen, D.F., México.
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Tabla IV. Formulacién de los alimentos usados para determinar la digestibilidad in

vivo de alimentos con cartamo.

INGREDIENTE ALIMENTOS'
(g /100 g base humeda) DC HIC-D PCB-D PCA-D
Dieta de referencia Monterrey” 98.0 68.0 68.0 68.0
Harina integral de cartamo’ 30.0
Pasta de cartamo baja en proteina* 30.0
Pasta de cartamo alta en proteina’ 30.0
Alginato de sodio® 1.0 1.0 1.0 1.0
Oxido crémico 1.0 1.0 1.0 1.0

'DC = Alimento control; HIC-D = Alimento con harina integral de cartamo; PCB-D = Alimento con pasta de
cartamo baja en proteina; PCA-D = Alimento con pasta de cartamo alta en proteina. ARD-F-65-050301;
*HIC0505; *PCbp0409; “PCap0409; Sigma-Aldrich 180947-050301; ‘IMPEX Continental 12233-050301
Monterrey, N.L.

La colecta de las heces se llevo a cabo mediante sifoneo con la ayuda de una manguera de
pléstico (0.5cm de diametro) unida a un tubo de vidrio en la punta. El material fecal de cada
acuario fue colectado en un recipiente de plastico, enjuagado suavemente en agua destilada
para eliminar sales, congelado a —20°C, liofilizado y homogenizado con la ayuda de una
espatula, a fin de contar con una sola muestra por acuario (réplica biologica).
Posteriormente, las heces fueron analizadas por triplicado para determinar sus contenidos

de proteina, lipidos, carbohidratos y 6xido cromico (ver seccion 1.1.2).
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1.1.8.5. Criterios de evaluacion

Por medio de un equilibrio de materia, tomando como base al 6xido crémico, se
estimaron los CUDA de materia seca, proteinas, lipidos y carbohidratos (CUDAms,
CUDAp, CUDAI y CUDAc, respectivamente) de los alimentos con las siguientes

ecuaciones (Maynard ef al., 1981).

% CUDAms =100 % 273 iet x 100
0 = -
% Cr203 en heces

% CUDAnutrientes =100-100 X - -
%Cr,0, en heces %nutriente en dieta

%Cr,0, en dieta Y%nutriente en heces H

Los coeficientes de utilizacion digestiva aparente de ingredientes (CUDAI) fueron
determinados acorde con el método descrito por Cho y Slinger (1979) con algunas

modificaciones de la expresion matematica propuesta por Bureau y Hua (20006).
CUDALI (materia seca) = % CUDA aiimento experimental T [(€) / (0.3 % % Materia seca ingrediente

experimental)] + [(%CUDA alimento experimental — %CUDA Alginat0+0xido cr(')mico) X (00061 X %

Materia Seca Alginato+0xido cr(')mico) / (03 X % Materia seca ingrediente experimental)]
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CUDAI (HUtriente) = % CUDA alimento experimental + [(%CUDA nutriente alimento experimental — %
CUDA HUtriente alimento de referencia) X (06939 X % NUtriente alimento de referencia) / (03 X %
Nutriente ingrediente experimental)] + [(%CUDA nutriente alimento experimental — %CUDA Alginato+ Oxido

crémico) X (00061 x %Nutriente Alginat0+0xido crémico) / (03 X % NUtriente ingrediente experimental)]

Donde: 0.6939, 0.3 y 0.0061 son respectivamente las tasas de inclusion de la mezcla de
referencia (0.6939 = 68% / 98%), ingrediente experimental (30%) y una pequena cantidad
de 4cido alginico y 6xido cromico que subieron sus contribuciones al 1% (en lugar de 0.7%
que se obtiene tipicamente del 70% de la mezcla de referencia + 30% ingrediente
experimental). El tercer término de la expresion matematica de los CUDAI fue nulo para
proteinas y lipidos, (la mezcla de 6xido cromico y dacido alginico no presenta estos
nutrientes, % nutriente Ajginato+Oxido cromico = 0), €l valor de 0.5% para materia seca se obtuvo
de la siguiente manera: (70 — 45) x (0.0061 x 100)/(0.3 x 100) = 0.5%, mientras que el
valor de 1.7% para carbohidratos se obtuvo de la siguiente manera: (90 — 45) x (0.0061 x
50) /(0.3 x25)=1.7%

Los CUDA de los componentes energéticos totales (energia digestible) (CUDAce)
se calcularon con las siguientes formulas:

CUDACce (%) = (energia digestible, kJ/g / energia bruta, kJ/g) x 100.

Donde la energia digestible (ED) se calcul6 con la formula:

ED (kJ/g) = [(g nutriente 100 g ' alimento) x (CUDA nutriente / 100) x valor energia, kJ g'].
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La energia digestible fue calculada basandose en los valores energéticos de 23, 35 y 15kJ/g

para la proteina, lipidos y carbohidratos, respectivamente segiin Cousin (1995).

Al inicio y final del bioensayo, para obtener los hepatopéancreas, se disectaron 5 camarones
en estadio de intermuda “C” (determinado por medio de la observacion del desarrollo setal
o setogénesis de los uropodos de los camarones con la ayuda de un estéreomicroscopio con
una lente de 40X) de cada tratamiento. Los hepatopancreas se utilizaron para medir la
actividad de enzimas digestivas, asi como la digestibilidad in vitro de las pastas de cartamo

y de los alimentos que se utilizaron en el experimento de digestibilidad in vivo.

1.1.9. Analisis de actividad enzimatica
1.1.9.1. Extractos enzimaticos de la glandula digestiva.

Los extractos enzimaticos se prepararon homogenizando los hepatopancreas en
agua destilada a una proporcion de 1:3p/v. Posteriormente fueron centrifugados a 16 000 x
g, durante 30min a 4°C, los sobrenadantes se guardaron en alicuotas de 500 pL y se
almacenaron a —20°C. El sobrenadante se utilizd para determinar el contenido de proteina

soluble, de actividad de proteasas alcalinas totales, tripsina, quimotripsina y a-amilasa.

1.1.9.2. Cuantificacion de proteina soluble

La concentracion de proteina soluble en los extractos se determind por el método de
Bradford (1976), técnica fundamentada en el cambio de color del Azul Brillante de
Coomassie G-250. Su color rojo se convierte en azul después de formar un complejo con la

proteina. El complejo presenta una absorbancia maxima a 595nm. El protocolo utilizado
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fue el siguiente: a 10 puL de extracto problema se le afiadio 190 puL de reactivo de Bradford
[(100 mg de azul coomassie (G, Sigma, B-0770; St. Louis, MO, EUA) + 50 mL de Etanol
al 95% (Panreac Quimica SA, 141086.1214 + 100 mL de acido ortofosforico (Panreac
Quimica SA, 141032.1211) al 85% (w/v) + 50mL de NaOH 1M (Panreac Quimica SA,
141687.1214)]. La densidad optica (DO) se midid a 595nm en un espectrofotometro
uv/visible GBCI11 entre los 5 y 10 minutos del comienzo de la reaccion colorimétrica. La
recta patron o de calibrado se llevo a cabo con una solucion estandar de albumina bovina
(Sigma, A-6003; St. Louis, MO, EUA) (1 mg/mL). Dado que la sensibilidad de este método
estd comprendida entre 0 y 25 pg/ul, aquellos extractos que daban una absorbancia a
595nm superior a 0.6 se diluyeron convenientemente para ajustar el valor de absorbancia a

la recta de calibrado.

1.1.9.3. Actividad de proteinasas alcalinas

La actividad de proteinasas alcalinas de los extractos de hepatopancreas se midid
por el método de Kunitz modificado por Walter (1984). El protocolo utilizado fue el
siguiente: 20uL del extracto enzimatico fueron mezclados con 500uL de 100mM Tris-HC1
+ CaCl, 10mM a pH 8.0. La reaccion fue iniciada por la adicion de S00uL de caseina (ICN,
101289) al 1% (p/v) y fue detenida después de 30min agregando 500puL de acido
tricloroacético (TCA) al 20% (p/v). La mezcla de reaccion se dejo reposar durante 20min a
4°C para que las proteinas precipitaran. Se centrifugd a 16 500 x g por Smin a 4°C. La
absorbancia del sobrenadante fue registrada a 280nm en un espectrofotometro uv/visible

GBCI11. Se utilizd6 un control en donde se hizo la misma mezcla de reacciéon pero se
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antepuso el TCA sobre el sustrato. La actividad de un extracto problema se determiné

utilizando las Ecuaciones 1y 2.

Ecuacion 1. Calculo de la actividad en unidades por mL.

DABS .. X volumen final (mL)

x tiempo (min) x volumen extracto (mL)

reaccion

Unidades/mL =
CEM

tirosina

Ecuacion 2. Célculo de la actividad en unidades por mg de proteina soluble en el extracto.

Unidades/mL

mg proteina soluble/mL

Unidades / mg proteina soluble =

siendo;
AABS280nm = el incremento de absorbancia a 280nm;
Volumen final reaccion, =1.52 mL;

CEMtirosina = 0.008 mL mg™' cm™. (calculado de la recta de regresion)

1.1.9.4. Actividad de tripsina

La actividad de tripsina se determind usando BAPNA (o-N-Benzoyl- DL-Arg-p-
nitroanilida) (Sigma, B-4875; St. Louis, MO, EUA) como sustrato segiin el método de
Erlanger et al. (1961). Se prepar6 una solucion 1mM de BAPNA en 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) y se llevo a 100 mL usando amortiguador 1.25 mM en

amortiguador de Tris-HCI, 1.25mM, pH 7. Para iniciar la reaccion se mezclaron 200uL de
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sustrato con 10pul del extracto enzimatico. A continuacion, se midio la absorbancia a 405nm
en un espectrofotometro uv/visible GBC91lutilizando un blanco (mezcla de reaccion con
agua destilada) (agua destilada) como control. Una unidad de tripsina se definié de acuerdo
con Dimes y Haard (1994). Una unidad de tripsina es 1pumol de p-nitroanilida liberada por
minuto usando como coeficiente de extincion molar 8800cm ' M. La actividad especifica

se definié en Unidades por mg proteina soluble.

1.1.9.5. Actividad de quimotripsina

La actividad de quimotripsina en los extractos enzimaticos fue medida usando
200uL de N-Succinil-(Ala),-Pro-Phe p-Nitroanilida (SAPNA) (Sigma, S-7388; St. Louis,
MO, EUA) 0.ImM en amortiguador Tris-HCl, pH 8.0 mas 10uL de extracto de
hepatopéancreas. Se ley6 la absorbancia a 410nm en un espectrofotdmetro uv/visible
GBC911. Una unidad de actividad enzimatica fue definida como 1 umol de p- nitroanilida

liberada por minuto, usando un coeficiente de extincion de 8800cm™ M.

1.1.9.6. Actividad de a- amilasa

La actividad de o- amilasa (al-4 glucan 4-glucanohidrolasa) de los extractos fue
determinada de acuerdo al método de Somogy—Nelson descrito por Robyt y Whelan
(1968), usando almidén (Panreac Quimica, 121096) (2% p/v) como sustrato. El protocolo
utilizado fue el siguiente: 10pL de extracto de hepatopancreas fueron mezclados con 125uL
de amortiguador fosfato-citrato 0.1M + NaCl 0.05M, pH 7.5 a 37°C. La reaccion fue

iniciada por la adicion de 125uL de sustrato y se detuvo en un recipiente con agua fria 15
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minutos después. Se leyd la absorbancia a 600nm en un espectrofotometro uv/visible
GBCY911. La actividad fue medida por la cuantificacion de azucares reductores liberados
después de este tiempo de incubacion. Se utilizd6 un blanco (mezcla de reaccidon sin
sustrato) sin sustrato y un control que no contenia el extracto enzimadtico, que se corrieron
simultaneamente con la mezcla de reaccion. Una unidad de actividad fue definida como 1

pg de maltosa liberada por minuto.

1.1.9.7. SDS-PAGE y zimogramas de la actividad de proteinasas

Se realizaron electroforesis en presencia de lauril (dodecil) sulfato sddico (SDS-
PAGE), en condiciones desnaturalizantes, empleando un sistema discontinuo (gel
almacenador preparativo y gel separador resolutivo) de las proteinas en los extractos
enzimaticos acorde a Laemmli (1970) y adaptada para visualizar actividad proteasa alcalina

por Garcia-Carrefio et al. (1993).

Las electroforesis se realizaron en una cubeta Mini PROTEAN® II (Bio-Rad) con placas de
geles verticales de 8 x 10 x 0.075cm con capacidad para 20 muestras por electroforesis.
Cada placa estaba compuesta por dos tipos de gel; un gel concentrador con un 4% de
poliacrilamida (PAA) y, un gel separador con un porcentaje de poliacrilamida de 12.5%. En
la Tabla V se detalla el procedimiento empleado para la elaboracion de los geles. Una vez
montados los cristales, se llen6 primero el gel separador, dejando 1 hora para que
polimerizase. A continuacion, se prepard el gel almacenador y se colocd un peine con diez
dientes para fabricar los pocillos. Los extractos, una vez preparados los geles, se mezclaron

a partes iguales con el amortiguador de muestra (0.125 Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS (p/v),
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20% glicerol (v/v), 0.04% (p/v) azul de bromofenol (2X), procurando que la concentracion
final de proteina soluble en la muestra fuera de 1,5 a 3 mg/mL, para aplicar unos 35-40 pg
de proteina por pocillo. El azul de bromofenol es un colorante trazador que permite
visualizar el frente de corrimiento durante la electroforesis. En todas las electroforesis se
utilizé un patrén comercial, LWM de Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden) compuesto por

seis proteinas de peso molecular conocido (Tabla VI).

Tabla V. Protocolo de preparacién de los geles de electroforesis.

Reactivo Gel concentrado(4%)”  Gel separador (12%)
Solucion madre de poliacrilamida’ 065 mL 4 mL
Amortiguador del gel almacenador” 1.25 mL o
Amortiguador del gel separado’ L 25 mL

Agua destilada 3.05mL 342 mL
TEMED* 6 uL 6 uL
Persulfato de amonio (10%) 50 uL 75 uL
Volumen final aprox 5SmL 1 OmL

'Solucion mondmera de poliacrilamida 30.8% (p/v) en agua destilada. Relacion
acrilamida:bis-acrilamida = 30:0.8. Una vez preparada se filtré con papel Whatman No. 1.
Se almacen6 en un frasco de cristal topacio. La solucion es estable durante un mes;
*Amortiguador Tris-HCI 0.5M pH 6.8 (4X); *Amortiguador Tris-HCI 1.5M pH 8.8 (4X);
*TEMED (N,N,N,N-tetrametiletilendiamina); Solucion preparada en fresco y se uso
rapidamente;
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Tabla VI. Marcadores de peso molecular (LMW).

Proteina kDa Fuente
Fosforilasa b 94 Musculo de conejo
Albtmina 67 Suero bovino
Ovoalbumina 43 Clara de huevo
Anhidrasa carbonica 30 Eritrocito bovino
Inhibidor de tripsina de soya  20.1 Soya
a-Lactoalblimina 14.4 Leche bovina

El patron de marcadores de peso molecular se prepard disolviendo un vial (aprox. 600 pg
de proteina) con 100uL de amortiguador que contenia 0.0625M Tris-HCI, pH 6.8; 2.5%
SDS; 0.04% azul de bromofenol y éste se hirvido durante 5 minutos a 100°C. Una vez
montados los geles en la cubeta, se vertioé el amortiguador de electroforesis 0.025M Tris,
0.192M glicina, pH 8.3; 0.1% SDS (p/v), y a continuacién se aplicaron las muestras (10uL
por pocillo, excepto para el marcador de pesos moleculares que se aplico siempre Sul en

cada gel) por medio de una jeringa HAMILTON Microliter”.

Una vez colocadas las muestras en los pocillos, se puso la cubeta en una camara a 4°C y se
conectd a una fuente de poder (EPS® 3500 Pharmacia), desarrollandose la electroforesis a

voltaje constante de 100V por gel) e intensidad de 60mA por gel durante unos 60 minutos.

Para detectar actividad proteasa, seguido a la electroforesis, se sumergieron los geles en una

solucion de caseina Hammerstein al 3% tamponada en S0mM TRIS-HCI, pH 9, durante 30
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minutos a 5°C y, a continuaciéon se pasaron a otra solucion similar a 25°C durante 90
minutos, en ambos casos sin agitacion. A continuacion fueron lavados con agua destilada y
se fijaron en una solucidn de acido tricloro acético (TCA) al 12%. La fijacion después de la
incubacion es esencial ya que elimina (no precipita) los productos de la degradacion
proteolitica (péptidos y aminoacidos) y precipita la caseina no degradada en la matriz del

gel.

Para la tincion de los geles se utilizod la metodologia de Weber y Osborn (1969) con algunas
modificaciones. Los geles permanecieron durante toda la noche y a temperatura ambiente
(25°C) en la solucion de tincion, compuesta de 0.1% azul brillante de Coomassie (Sigma,
B-0770; St. Louis, MO, EUA) en metanol: acido acético y agua destilada (50:20:50, v/v).
Para destefiir los geles y revelar las bandas de hidrolisis se utilizo una solucion de metanol:
acido acético: agua (35:10:55). Durante este proceso podian verse las bandas claras sobre
un fondo azul intenso (caseina embebida en el gel) que correspondian a proteinas con
actividad proteolitica. Una vez destefiidos después de varios lavados, los geles se

sumergieron en agua destilada para su hidratacion.

1.1.10. Digestibilidad in vitro

La hidrdlisis de proteinas de los productos de cartamo y alimentos con productos de
cartamo fueron medidas de acuerdo a Dimes y Haard (1994) usando el método pH-Stat
(Figura 4).Para ello 10 mL de cada una de las soluciones proteicas fueron ajustadas a un pH
de 8.0 con 0.1M de NaOH y equilibrando a 37°C durante 10min en un vaso de reaccion de

10 mL. Los extractos enzimaticos fueron afiadidos en una relacién E:S de 0.8Umg™ de
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proteina. La mezcla de reaccion fue mantenida en agitacion constantemente con la ayuda de
un agitador magnético. El curso de la reaccion fue registrada automaticamente durante

60min usando un pH-stat titrator (718 Stat Titrino, Methrom Ltd, Heriau, Switzerland).

AGITADOR TERMOMETRO pH-METRO
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Figura 4. Sistema de pH- stat utilizado para las mediciones de digestibilidad in vitro.

El grado de hidrolisis (GD) fue calculado usando el equivalente de hidrdlisis (/) del

volumen del estandar de base (0.1 M NaOH) requerido para mantener el pH de la mezcla

de reaccion a 8.0:
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h=1[Bx (1/a) x No]/ [M x (S/100)]

Donde: B (mL) es el volumen de NaOH consumido durante 60min de digestion enzimatica,

o= 10"" %/ (1 + 10 PHPK)
N, es la normalidad de la base, M (g) es la masa de la mezcla de reaccion y S (%) es la
concentracion de la proteina en la mezcla de reaccion. El grado de hidrélisis proteica fue

calculado de 4 como:

GD (%) = (h/h) x 100
Donde h es el niimero total de enlaces peptidicos en la proteina expresados como meq g
de proteina. Para definir el numero de enlaces peptidicos de la proteina se asumid un valor

promedio de 8.0meq g"'. Cada determinacién fue hecha por triplicado.
La digestibilidad relativa de proteina (DRP) de cada uno de los productos de cartamo fue
calculado comparando el grado de hidrdlisis (%GD) de los productos de cartamo contra un

estandar de caseina (Sigma, C-7078; St. Louis, MO, EUA) tratado de la misma forma.

DRP = (%GD del ingrediente / %GD de la caseina) x 100

La caseina fue elegida como estandar debido a que tiene una alta digestibilidad in vivo

(alrededor de 99%) por camarones L. vannamei (Akiyama et al., 1989).
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1.1.11. Atractabilidad de los alimentos con productos de cartamo

Se utilizaron adultos de camardn blanco L. vannamei en estadio C de intermuda en
ayuno de 24h. Los organismos fueron mantenidos en el laboratorio hiimedo a una
temperatura de 27 £ 0.5°C y una salinidad de 40ups, en acuarios de vidrio con una
capacidad de 40L (10 organismos por acuario) con aireacion constante, fotoperiodo de
12/12 y con dos alimentaciones diarias (11:00 y 1530:h) a base de alimento PIASA (35%
de proteina). Las pruebas de atractabilidad se realizaron en un dispositivo de acrilico
transparente en forma de “Y” de 1.36m de largo, 0.81m de ancho y 0.20m de alto. La
temperatura del agua dentro del dispositivo tipo “Y” se mantuvo a 27 + 1°C, con
circulacion de agua con la ayuda de una bomba sumergible. Se usé agua de mar filtrada
(filtro de cartucho 10u). Los organismos fueron aclimatados por 30 minutos, antes de
iniciar la prueba. Al tiempo cero, el alimento de prueba (Tabla IV) se coloco al azar en
alguno de los extremos superiores de la “Y”’ (denominandose como punto A=Atractante) y
el otro extremo se denominard punto B (blanco). Cada prueba incluy6 una prueba testigo
donde no se coloco alimento en ningn extremo de la “Y” (B1 y B2). Los experimentos de
atractabilidad se realizaron entre las 10:00 y las 14:00h, usando luz blanca dentro del
laboratorio humedo donde se ubicé el dispositivo tipo “Y”. Tres minutos antes del tiempo
cero se inici6 la videograbacion (Videocamara Pansonic, VHS, con contador de tiempo),
por otros 20 minutos, para registrar el comportamiento de los animales en el sistema. Se
utilizd6 el crondometro del video para registrar el tiempo y comportamiento de los
organismos en presencia y/o ausencia del alimento. La atractabilidad se cuantificd en
funcion del tiempo de residencia relativo del animal cerca del alimento (Com. per. Nolasco,

2005).
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1.1.12. Cuantificacion de alimento consumido

Los organismos (5 + 0.5g) fueron alimentados durante una semana con los
alimentos experimentales (Tabla IV) para que se acostumbraran al alimento.
Posteriormente se procedid a evaluar el consumo de alimento utilizando para ello un
sistema cerrado, en el cual el volumen de agua se mantuvo constante durante la
cuantificacion. El sistema consistid en recipientes circulares de 1L inmersos en un bafio
Maria (72cm x 40cm x 33cm) para regular la temperatura (27 = 1°C) por medio de
calentadores sumergibles de 250W. Se colocd un organismo (5 £ 0.5g) en estadio de
intermuda “C” por recipiente durante 24 horas antes de la evaluacion de su consumo de
alimento. Cada recipiente fue mantenido con aireacion constante, 27°C de temperatura,
40ups de salinidad, y colocado en un cuarto con un minimo de ruido para no perturbar a los
organismos. Una vez transcurridas las 24 horas de aclimatacion, se procedid a recambiar el
100% del agua de los recipientes, utilizando agua de mar filtrada (filtro de cartucho 10p).
Los recipientes se llenaron por medio de sifén a través de una manguera introducida hasta
el fondo, evitando burbujeo y turbulencia. Los alimentos se suministraron con base al 10%
del peso de los camarones y se les dejo comer durante dos horas. Se realizd la misma
operacion pero con recipientes sin organismos, los cuales fueron utilizados como blancos (3
blancos por cada tipo de alimento) para estimar la pérdida de alimento por lixiviacion.
Transcurridas las dos horas de alimentacion se retiraron los camarones y las heces fecales.
Toda el agua de cada recipiente fue filtrada a través de un papel filtro Whatman No. 1,
previamente secado y pesado, con la ayuda de una bomba de vacio. El papel filtro con el
alimento residual se sometid a un secado en una estufa con flujo de aire a 70°C por 24

horas. La formula utilizada para determinar el consumo de alimento fue la siguiente:
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Consumo de Alimentog'-h" = g de Alimento consumido/g de camarén en peso himedo /

horas de alimentacion

Se realizaron cinco réplicas por cada tratamiento, todas las mediciones fueron realizadas
durante el dia entre las 09:00 y las 16:00 h. Después de la evaluacion del consumo de

alimento se midi6 el pesos himedos de cada organismo.

1.1.13. Andlisis estadisticos

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, con al menos 3 réplicas para todos los
casos. Para el andlisis de datos se llevo a cabo un analisis de normalidad y homogenidad de
varianzas utilizando las pruebas de Lillieford y Bartlett (Ott, 1992; Sokal, 1995). Se utilizé
el analisis de varianza de una via, a fin de determinar diferencias significativas entre los
tratamientos, y una posterior comparacion de medias de Tukey, cuando existieron
diferencias significativas, con un nivel de confianza del 95%. Se realiz6 un andlisis de
correlacion entre la digestibilidad in vivo y la digestibilidad in vitro. Para comparar los
resultados obtenidos de los diferentes tratamientos alimenticios contra la digestibilidad de
los nutrientes o la actividad enzimatica digestiva se utilizd un andlisis multivariado de
cluster (agrupando y estandarizando los datos). Se uso6 el paquete estadistico STATISTICA

MR 7.0. (StatSoft, Inc., Tulsa, Ok, EUA) (Zar, 1984).
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1.2. Resultados
1.2.1 Analisis quimicos
1.2.1.1. Anadlisis proximal y energia

En la Tabla VII se presenta la composicion quimica proximal de las dos pastas de
cartamo proporcionadas por la empresa Aceites del Mayo y una harina integral de cartamo
fabricada en el laboratorio de Bromatologia del CIBNOR. El contenido de proteina vario de
20.6 a 36.8% en base seca. La harina integral de cartamo presentd el mayor nivel de
extracto etéreo 31% en base seca, mientras que las pastas de cartamo tuvieron un nivel muy
bajo (1.8%, PCB y 1.0%, PCA). EI contenido de fibra de harina integral de cartamo fue de
23.2% en base seca, disminuyendo en las pastas de cartamo, (21.7%, PCB y 17%, PCA). El
nivel de ceniza en las pastas de cartamo fue alrededor de 7% en base seca. El contenido de

energia bruta varié de 24.3 a 19.0kJ/g en los productos de cartamo.

1.2.1.2. Composicion de aminodcidos de los productos de cartamo

Los aminoacidos mas abundantes en los productos de cartamo (g/100 g proteina bruta)
fueron el acido glutdmico(~23), acido aspartico (11) y arginina (9.4). El computo quimico
muestra que el primer aminoacido limitante en los productos de cartamo fue la lisina y el

segundo fue la metionina (Tabla VIII).

1.2.1.3. Composicion de acidos grasos de los productos de cartamo

El acido oleico fue el 4acido graso mas abundante en las muestras de cartamo (71—

74% del total de los acidos grasos), seguido por los éacidos grasos linoleico (12—-15%),
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palmitico (7-11%) y estearico (2—3%); los otros acidos grasos fueron menores al 2% (Tabla

IX). Los acidos grasos EPA y DHA no se presentaron en las muestras de cartamo.

Tabla VII. Composicion proximal de los productos de cartamo.

Ingredientes

HIC PCB PCA
Humedad (%) 5.06+£0.2 2.52+0.02 4.00 +£0.08
Proteina bruta 20.64 £ 0.09 2748 £0.16 36.77 £ 0.05
Extracto Etéreo 34.61+0.12 1.78+0.02 1.03 £0.04
Fibra 23.17+£0.06 21.66 = 0.35 17.01 £0.23
Cenizas 3.66 +0.05 6.76 = 0.09 6.58 +£0.03
ELN’ 17.91 42.32 38.56
Energia bruta (kJ/g) 243 +0.07 19.1 £0.03 19.0 +0.04

"Valores promedio de tres réplicas + desviacion estandar, expresados en g/100 de materia
seca, excepto humedad; “HIC = Harina integral de cartamo; PCB =Pasta de cartamo baja en
proteina; PCA= Pasta de cartamo alta en proteina; *Extracto libre de nitrogeno.
1.2.1.4. Cuantificacion de calcio y fosforo de los productos de cartamo

El contenido de calcio vario de 0.25 a 0.42% en los productos de cartamo. Por otro
lado el contenido més alto de fosforo (0.25%) se present6 en la harina integral de cartamo;

en las pastas PCB y PCA el contenido de fosforo fue de 0.24 y 0.23 g/100g muestra,

respectivamente (Tabla X).
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Tabla VIII. Contenido de aminoéacidos (g /100 g proteina bruta) y cémputo quimico de los productos de cartamo.

Aminoacidos Requerimiento Ingredientes” Coémputo quimico
estimado’

HIC PCB PCA HIC PCB PCA
Acido aspartico 9.85 10.90 10.58 10.96 110.7 107.4 111.3
Acido glutamico 14.67 23.08 22.66 23.88 157.3 154.5 162.8
Alanina 5.60 5.01 4.66 4.79 89.5 83.2 85.5
Arginina 9.70 9.44 10.32 9.99 97.3 106.4 103.0
Fenilalanina 4.97 4.49 5.17 4.79 90.3 104.0 96.4
Glicina 8.04 7.40 7.59 7.82 92.0 94.4 97.3
Histidina 2.16 3.01 2.88 2.99 139.4 1333 138.4
Isoleucina 4.13 4.30 4.57 4.47 104.1 110.7 108.2
Leucina 7.13 6.75 7.38 7.07 94.7 103.5 99.2
Lisina 5.35 1.38 2.98 1.63 25.8 55.7 30.5
Metionina 2.13 1.01 1.52 1.50 47.4 71.4 70.4
Serina 4.13 5.06 4.05 3.83 122.5 98.1 92.7
Tirosina 4.13 2.98 3.14 3.25 72.2 76.0 78.7
Treonina 4.00 3.98 3.46 3.57 99.5 86.5 89.3
Valina 4.57 6.02 6.13 6.19 131.7 134.1 135.4

59

'Requerimiento estimado de aminoacidos del camarén (L. vannamei) Tacon et al. (2002). “HIC = Harina integral de cartamo;

PCB =Pasta de cartamo baja en proteina; PCA= Pasta de cartamo alta en proteina.
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Tabla I1X. Composiciéon de &cidos grasos (% del total de acidos grasos + DE) de los

diferentes productos de cartamo.

Acido graso Ingredientes'

HIC PCB PCA
14:0 0.14 £0.005 0.16 £0.016 0.18+0.019
16:0 6.55 +0.069 8.71 £0.197 10.54 £ 0.255
16:1n-7 0.10 £0.002 0.16 =0.002 0.26 +0.017
17:0 0.06 +0.002 0.11 £0.011 0.15+0.011
17:1n-8 0.05 +0.002 0.04 +0.039 ND
18:0 2.04 +0.008 2.77+£0.279 2.81+£0.022
18:1n-9* 74.08 £0.069  72.17+0.564 71.00 + 0.166
18:1n-7 0.69 +0.002 0.81+£0.055 0.83 +0.007
18:2n-6** 15.15+0.011 13.21 +£0.082 12.34 +£0.037
18:3n-3 0.12 +0.002 0.38 £ 0.004 0.36+0.012
20:0 0.38 +0.006 0.60 + 0.009 0.61 +0.021
20:1n-11 0.30 + 0.004 0.38 +£0.049 0.35+0.022
22:0 0.32 +0.004 0.49 £+ 0.006 0.26 +0.038

'HIC = Harina integral de cartamo; PCB =Pasta de cartamo baja en proteina; PCA= Pasta
de cartamo alta en proteina. ND = no detectado. * Acido oleico, **Acido linoleico.
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Tabla X. Contenido de calcio y fosforo (% + DE) de los diferentes productos de

cartamo
Ingredientes’
HIC PCB PCA
Calcio 0.25 +0.001 0.36 £0.003 0.42 +0.002
Fosforo 0.25+0.015 0.24+0.013 0.23 £0.006

"HIC = Harina integral de cartamo; PCB=Pasta de cartamo baja en proteina; PCA = Pasta
de cartamo alta en proteina.
1.2.2. Factores antinutricionales en los productos de cdartamo

Los factores antinutricionales determinados en los productos de cartamo se
muestran en la Tabla XI. La actividad del inhibidor de tripsina de la harina integral de
cartamo (7.56 UTI/mg muestra) fue significativamente mayor en las pastas de cartamo. No
se encontrd actividad de hemaglutininas en ninguno de los productos de cartamo. La
determinaciéon de saponinas resultd negativa para todos los productos de cartamo. La
actividad ureasica medida por el incremento del pH en los productos de cartamo fue menor
a 0.01. El mayor contenido de aflatoxinas 2 ppb se encontr6 en la PCA, mientras que en los

productos HIC y PCB el contenido de aflatoxinas fue de 0.5 y 1 ppb, respectivamente.
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Tabla XI. Factores antinutricionales en los productos de cartamo

Ingredientes'

HIC PCB PCA
Inhibidor de tripsina
(UTI/mg muestra)’ 7.56+0.2a 5.65+0.1b 5.01+0.1b
Hemaglutininas’ ND ND ND
Saponinas (mm)"* PN PN PN
Actividad uréasica’ 0.01 +0.01 ND ND
Aflatoxinas (ppb) 0.5+ 1 +0.0 2+0.0

'HIC = Harina integral de cartamo; PCB =Pasta de cartamo baja en proteina; PCA= Pasta
de cartamo alta en proteina; “UTI = Unidades de tripsina inhibida; *Dilucién méaxima que
produce aglutinacion visible en una hora; *Altura menor de 5mm de espuma del
sobrenadante indica prueba negativa (PN); *Incremento de pH o actividad ureasica. ND=
No determinado
1.2.3. Inhibicion de tripsina en productos de cartamo

La Figura 5 muestra que las pastas de cartamo PCB y PCA tuvieron una inhibicién

de un 30% a los 60 min: sin embargo esta inhibicion disminuy6 a cero a los 120 min de

reaccion.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion de la actividad de tripsina del hepatopancreas de
camaron con extractos de cartamo. PCA = Pasta de cartamo alta en proteina; PCB = Pasta
de cartamo baja en proteina.
1.2.4. Experimento de CUDA de productos de cartamo

La composicion proximal de los alimentos se presenta en la Tabla XII. Se observan
diferencias en el contenido proteinico de los alimentos, el cual vari6 de 35.18 a 28.58%. El
mayor contenido de extracto etéreo (17.71%) lo presentd el alimento que contenia harina
integral de cartamo. El contenido de fibra se incrementd en los alimentos que contenian
productos de cartamo. El contenido de cenizas fue menor en los alimentos que contenian
cartamo en comparacion con el control. El alimento con harina integral de cartamo fue el
que presentd el mayor contenido de energia bruta (4682.8 cal/g) en comparacion con los

demas alimentos.
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Tabla XI1. Composicién quimica proximal de los alimentos usados para determinar

los CUDA de los productos de cartamo.

NUTRIENTE
ALIMENTOS?
(9/100g base seca)
DC HIC-D PCB-D PCA-D
Humedad (%)’ 5.95 5.91 6.78 6.59
£0.15 +0.05 +0.20 +.0.05
Proteina cruda’ 34.65 28.58 33.65 35.18
+0.18 +0.10 +0.35 +0.22
Extracto etéreo’ 8.59 17.71 6.41 6.25
+£0.28 +0.30 +0.08 +0.18
Fibra cruda’ 1.56 6.35 5.81 6.31
+0.06 +0.12 0.18 +0.16
Cenizas' 11.36 8.92 10.24 10.25
+0.03 +0.03 +0.01 +0.02
ELN. 43.83 38.44 43.90 42.00
Energia (cal/g) 4078.29 4682.83 4169.89 4129.47
+6.89 +8.33 +8.33 +5.43

"Valores promedio de tres réplicas + desviacion estandar, expresados en g/100 de materia
seca, excepto humedad. “DC = Alimento control; HIC-D = Alimento con harina integral de
cartamo; PCB-D = Alimento con pasta de cartamo baja en proteina; PCA-D = Alimento
con pasta de cartamo alta en proteina. *ELN= Extracto libre de nitrogeno.

Las condiciones de cultivo durante el bioensayo para determinar los coeficientes de
utilizacion digestiva aparente (CUDA) in vivo fueron 27.0 + 0.5°C de temperatura, 40.0 +
0.3ups de salinidad y 5.5 + 0.5 mg/mL de oxigeno disuelto, las cuales se mantuvieron

constantes en todos los tratamientos.
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En la Tabla XIII se muestran los CUDA de materia seca, proteina, lipidos, carbohidratos y
energia de los productos de cartamo. Los CUDAms de los productos de cartamo variaron
entre 47.8 a 56%. El CUDAp de HIC (72.4%) fue significativamente mds bajo en
comparacion con el de PCA (89.3%) y el de PCB (87.6%). En contraste el CUDAI de la
HIC fue significativamente mas alto en comparacion con los otros productos de cartamo. El
CUDAI mas bajo (60.7%) lo presenté PCA. Los CUDAc fueron superiores al 96.8% y no
se encontraron diferencias significativas entre los productos de cartamo. PCB present6 el
menor CUDAce (67.7%) y fue significativamente mas bajo que los de PCA (76.0%) y HIC

(73.4%).

En la Tabla XIV se muestran los coeficientes de utilizacion digestiva aparente (CUDA) de
materia seca, proteina, lipidos, carbohidratos y energia de los alimentos con productos de
cartamo. Los CUDAms en los alimentos con productos de cartamo variaron entre 68.6 a
78.2%. El CUDAms mas alto se encontr6 con el alimento control, mientras que los
alimentos que contenian los productos de cartamo no presentaron diferencias significativas
entre si (Tabla XIV). El CUDAp mas bajo se encontrd con el alimento con harina integral
de cartamo, los alimentos con las pastas de cartamo alta y baja de proteina no fueron
significantemente diferentes con respecto al alimento control. El mejor CUDAI (91.3%) lo
presento el alimento con harina integral de cartamo y el mas bajo (82.1%) lo presentd el
alimento con la pasta de cartamo alta en proteina. Los CUDAs de carbohidratos y energia

no fueron significativamente diferentes entre los alimentos.
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Tabla XIIl. CUDA (% * DE) de materia seca, proteina, lipidos, carbohidratos y

energia de los productos de cartamo.

Ingrediente’

HIC PCB PCA
Materia seca 56.0 £ 4.4a 478 +5.2a 51.8+10.0a
Proteina 724+ 6.3b 87.6+1.5a 89.3+3.0a
Lipidos 93.6 +2.0a 76.1 £10.1b 60.7 £6.2¢
Carbohidratos 974 +32a 96.8 + 1.6a 98.8 £2.5a
Energia (Componentes 73.4+ 1.2a 67.7+1.0b 76.0 +2.5a

energéticos totales)

'HIC = Harina integral de cartamo; PCB =Pasta de cartamo baja en proteina; PCA= Pasta
de cartamo alta en proteina; “La energia digestible fue calculada en base a los valores
caldricos 23, 35 y 15 Kj/g de proteina, lipidos y carbohidratos, respectivamente (Cousin
1995); Valores con diferentes superindices dentro de las filas indican diferencias

significativas (P<0.05).
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Tabla XIV. CUDA (% + DE) de materia seca, proteina, lipidos, carbohidratos y

energia de los alimentos con productos de cartamo.

Alimentos’

DC HIC-D PCB-D PCA-D
Materia seca 78.24+0.20a 71.3+1.09b 68.6+1.23b 69.9+0.72b
Proteina 85.3+0.14a 82.5+0.78b 85.9+0.53a 86.6+0.25a
Lipidos 87.0+0.94b 91.3+0.64a 85.1+0.29b 82.1+1.23¢
Carbohidratos 93.0+0.41a 93.6+0.27a 93.8+0.22a 94.4+0.13a
Energia 87.7+0.60a 88.1+£0.44a 87.5+1.23a 87.5+1.21a

'DC = Alimento control; HIC-D = Alimento con harina integral de cartamo; PCB-D =
Alimento con pasta de cartamo baja en proteina; PCA-D = Alimento con pasta de cartamo
alta en proteina. Valores con diferentes superindices dentro de las filas indican diferencias
significativas (P<0.05).
1.2.5. Efecto de la inclusion de los diferentes productos de cartamo en el alimento sobre la
actividad enzimatica de la glandula digestiva del camaron.

La Tabla XV muestra la actividad enzimatica especifica de proteinasa,

quimotripsina, tripsina y amilasas de camarones L. vannamei alimentados con alimentos

que contenian productos de cartamo.
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Tabla XV. Proteina soluble (mg/mL) y actividad especifica (U/mg proteina) de

diferentes enzimas en el hepatopancreas del camardén blancoa.

Alimentos”
CT HIC-D PCB-D PCA-D
Proteina soluble 3.81+1.05ab 4.67+0.30b 5.31+0.32ab 5.75+0.75a
Proteinasas totales 3.17+0.09b 3.15+0.09b 3.81+0.15a 3.76+0.14a
Tripsina 0.26+0.01a 0.24+0.03* 0.27+0.02a 0.27+0.01a
Quimotripsina 1.18+0.10ab 1.14+0.08ab 1.07+0.08b 1.284+0.06a
Amilasa 2,789.7£258.2a  1,721.9£23.3b  2,387.4+35.5ab  2,660.14+357.6a

*Letras diferentes dentro de las filas indican diferencias significativas (P < 0.05); °CT =
Alimento control; HIC-D = Alimento con harina integral de cartamo; PCB-D = Alimento
con pasta de cartamo baja en proteina; PCA-D = Alimento con pasta de cartamo alta en
proteina.

La actividad enzimatica fue significativamente influenciada por la inclusion de los
productos de cartamo en el alimento (P < 0.05). Los mas altos valores de proteinasas fueron
obtenidos con los alimentos PCB-D y PCA-D (3.81 y 3.76 U/mg proteina,
respectivamente). La actividad de tripsina no fue significativamente diferente con ninguno
de los tratamientos. La actividad de quimotripsina mas baja fue observada en los camarones
que fueron alimentados con los alimentos PCB-D, mientras que las mas altas actividades
para esta enzima se obtuvieron con el alimento PCA-D, pero no se observaron diferencias

significativas entre los alimentos que contenian productos de cartamo y el alimento control.

La actividad especifica de amilasa mas alta fue encontrada en los camarones que se
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alimentaron con el alimento control, siendo significativamente diferente con respecto a los

que se alimentaron con el alimento HIC-D.

Los resultados del analisis multivariado de cluster utilizando los valores de los CUDAs o
las actividades enzimaticas digestivas se muestran en la Figura 6. En primer lugar, se
observa una clara similitud entre los tratamientos PCB-D y PCA-D, siendo estos dos
alimentos mas similares con respecto al alimento control en términos de digestibilidad. Los
analisis de actividades enzimadtica digestiva confirman las diferencias obtenidas cuando se
usa el alimento HIC-D, mientras que se encontrd una gran similitud para los perfiles

enzimaticos de los camarones alimentados con el alimento control y el PCA-D.
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Figura 6. Resultados de andlisis multivariado de cluster elaborado usando los valores de
CUDASs (A) o las actividades enzimaticas digestivas (B).
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1.2.6. Actividad de proteinasas de extractos de camaron.

Para comprobar la influencia del extracto de cartamo sobre las proteinasas del
hepatopancreas de juveniles de camardn, se realizé un zimograma (Figura 7). En esta figura
se muestra que los extractos de cartamo no afectan la actividad de las proteinasas de los
camarones, debido a que se presenta actividad en el carril de inhibicion de camarén. Se
encontraron 4 bandas de actividad que tienen un peso molecular entre los 21 y 55kDa. Las
proteasas alcalinas se mostraron estables a la solucion de SDS al 0.1%, concentracion

habitual en la electroforesis.

e Inhibicion
Marcadores cdamaron

(Kda)
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66.0

99

45.0

30.0 39

26

20.1 21

14.1

Figura 7. Zimogramas de la actividad de proteinasas de extractos de camaron.
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1.2.7. Digestibilidad in vitro.

Los resultados de la digestibilidad in vitro de los productos de cartamo, medido por
el grado de hidrolisis usando enzimas de camarones que fueron alimentados con productos
de cartamo se muestra en la Tabla XVI. No se encontraron diferencias significativas en el
grado de hidrolisis y digestibilidad relativa de proteina entre los productos de cartamo, sin
embargo se observa una ligera tendencia a incrementarse en la pasta de cartamo alta en
proteina. Se encontrd una correlacion positiva (r* = 0.87) entre el valor de digestibilidad in

vitro y la digestibilidad in vivo de proteina.

Tabla XVI. Digestibilidad in vitro de los productos de cartamo medido por el grado de

hidrolisis y digestibilidad relativa de proteina.

Ingredientes”
HIC PCB PCA Caseina’
Grado de hidrolisis (%) 4.46 4.86 5.18 9.6
+0.54a + 0.48a +0.10a +0.20
Digestibilidad relativa 44.8 48.7 519 100%
de proteina (%) +5.4a +4.9a + 1.0a

Valores promedio + DE. “HIC = Harina integral de cartamo; PCB =Pasta de cartamo baja
en proteina; PCA= Pasta de cartamo alta en proteina. "Proteina de referencia. Letras
diferentes dentro de las filas indican diferencias significativas (P < 0.05).

Los resultados de la digestibilidad in vitro (expresados como grado de hidrolisis) de los

alimentos con productos de cartamo se muestran en la Tabla XVII. La mayor digestibilidad
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in vitro (3.97%) se obtuvo con el alimento que contenia pasta de cartamo alta en proteina y

la menor (3.27%) fue con el alimento control.

Tabla XVII. Digestibilidad in vitro de los alimentos con productos de cartamo medido

por el grado de hidrolisis

Alimentos”
DC HIC-D PCB-D PCA-D
Grado de hidrolisis (%) 3.27+0.11c  3.54+0.00bc  3.78+0.29ab  3.97+0.08a

Valores promedio + D.E. “DC = Alimento control; HIC-D = Alimento con harina integral
de cartamo; PCB-D = Alimento con pasta de cartamo baja en proteina; PCA-D = Alimento
con pasta de cartamo alta en proteina. La caseina se utiliz6 como proteina de referencia y
tuvo un valor de grado de hidrdlisis de 9.6%. Letras diferentes dentro de las filas indican
diferencias significativas (P < 0.05).

1.2.8. Atractabilidad y consumo de los alimentos con productos de cartamo.

La atractabilidad y consumo de los alimentos con un 30% inclusion de los productos
de cartamo mostraron valores significativamente menores a los encontrados con el alimento
control (Tabla XVIII). Entre las pastas de cartamo alta y baja en proteina, no se observaron
diferencias significativas en la atractabilidad o el consumo de los alimentos. Se encontrd

una correlacion positiva (R*= 0.94) entre la atractabilidad y el consumo de alimento con un

30% de inclusion de los productos de cartamo (Figura 8).
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Tabla XVIII. Atractabilidad y consumo de alimento por camarones L. vannamei

alimentados alimentos que contienen productos de cartamo.

Alimentos Atractabilidad® Consumo de
alimento?

DC 38.45 +1.05a 0.136 £0.004a

PCA-D 25.33 +1.30b 0.125 £0.005b

PCB-D 2449 +1.10b 0.124 +£0.004bc

HIC-D 19.34 +0.85¢ 0.114 +£0.003¢c

Valores promedio = D.E. 'Tiempo de residencia (min). “Alimento consumido, g/g de
camaron/hora. Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (P<0.05).

Consumo de alimento

(g/g de camarén/h)

0.14
0.135 +
0.13 -
0.125 4
0.12 -
0.115 -+
0.11
0.105 -+

0.1

y = 0.0011x +0.096
. R? = 0.9367

15

20 25 30 35 40

Atractabilidad (t de residencia min)

Figura 8. Correlacion entre atractabilidad y consumo de alimento.
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1.3 Discusion

En este trabajo se evaluaron tres productos de cartamo. El primer producto fue la
pasta de cartamo alta en proteina (PCA) que se obtuvo mediante un proceso industrial
usando dos prensas Hivex expander (Anderson International Corp, OH, EUA) y hexano
para extraer el aceite, el producto final de esta extraccion fue tamizado en una malla para
remover la cascara y por consiguiente se concentrd la proteina y se redujo la cantidad de
fibra en el producto final. El segundo producto fue la pasta de cartamo baja en proteina
(PCB) que no fue tamizado después de la extraccion del aceite. Finalmente, el tercer
producto fue la harina integral de cartamo (HIC) que no se produce a escala comercial; sin
embargo, en el presente trabajo se utilizd como referencia. A pesar de que se ha reportado
que el contenido de proteina se ve afectado por las condiciones de cultivo, la variedad y las
condiciones del ambiente, en el presente trabajo la composicion proximal de las pastas de
cartamo coincide con lo reportado por otros autores (Tacon, 1989 y Hertrampf y Piedad-
Pascual, 2000). La HIC tuvo un bajo contenido de proteina y un alto contenido de lipidos,
debido a que el aceite presente en la semilla de cartamo fue extraido para facilitar la
molienda y homogenizado del material resultante de la extraccion, finalmente el aceite fue
reincorporado en la misma proporcién en la que estaba en la semilla de cartamo. Hertrampf
y Piedad-Pascual (2000) reportan un significante incremento en el contenido de la proteina
de harinas parcial y totalmente descascarilladas y un efecto sobre el contenido de fibra. Si
comparamos la composicion proximal de la PCA con la composicion proximal de la pasta
de soya reportada por Hertrampf y Piedad-Pascual (2000) se observa que el cartamo tiene

un menor contenido de proteina (36.8 vs 50%) y un mayor contenido de fibra (17 vs 3.2%)).
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El contenido de aminoacidos y acidos grasos de los productos de cartamo evaluados en el
presente trabajo vario en algunos de estos mondmeros con respecto a lo reportado por
Tacon (1990) y Hertrampf y Piedad-Pascual (2000), estas diferencias se deben al tipo de
proceso al que fueron sometidas las semillas para la extraccién del aceite, asi como la
variedad y condiciones climaticas en las que se cultivd la semilla. Comparando el
requerimiento de los aminodcidos de camarones L. vannamei estimado por Tacon et al.
(2002) (Tabla VIII) con el contenido de aminoacidos de los productos de cartamo, se
observa que la lisina es el primer aminodcido limitante, seguido de la metionina. Estos
amino4cidos son de forma comun deficientes en las proteinas de origen vegetal (Siccardi et
al., 2006). Un ligero incremento de lisina y metionina fue encontrado en PCA y PCB con

respecto HIC.

La harina integral de cartamo tuvo un contenido de lipidos de 34%, de los cuales el 74.1%
fue acido oleico (18:1n9) y 15.2% fue acido linoleico (18:2n-6), estos valores son similares
a los encontrados por Carvalho et al. (2006) quien reporta valores de lipidos en un rango
entre 24.3—48.8% en semillas de diferentes variedades de cartamo. En la actualidad hay dos
tipos principales de cultivo de cartamo, en el primero la semilla tiene un alto contenido
acido oleico o acidos grasos monoinsaturados y en el segundo tiene con un alto contenido
de 4cidos grasos poli-insaturados generalmente acido linoleico (Marechal y Rigal 1990). La
variedad de cartamo (S-518) utilizada en el presente estudio pertenece al primer tipo de
cultivo. Como muchas oleaginosas, los lipidos presentes en la semilla son una fuente rica
en acidos grasos de cadena relativamente corta (14-18 C), pero deficientes en acidos grasos

de cadena larga altamente insaturados como los son EPA, DHA y ArA. Estos deben ser
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considerados al momento de formular los alimentos. Diversos estudios han demostrado que
los camarones, como otros crustaceos no pueden sintetizar de novo estos acidos grasos, por

lo que requieren que estén presentes en los alimentos (Glencross y Smith, 2001).

El calcio y fosforo son dos de los mayores constituyentes de la porcion inorganica de los
alimentos y son componentes fundamentales del exoesqueleto de los crustaceos.
Adicionalmente a la funcion estructural, el calcio es esencial para funciones musculares,
transmision de impulsos nerviosos, osmoregulacion y cofactor de procesos enzimaticos. El
fosforo es componente esencial de los fosfolipidos, acidos nucleicos, coenzimas y los
fosfatos inorgadnicos sirven como amortiguadores importantes en la regulacion del
equilibrio normal 4cido-base de los fluidos corporales (Tacon 1990; Sales et al., 2003). El
calcio y el fosforo generalmente se encuentran en bajas concentraciones (>1%) en el agua
de mar (Boyd, 1981). Por lo tanto el alimento es una fuente esencial de estos nutrientes
para los organismos acuaticos (Davis et al., 1993). La informacion existente sobre el
requerimiento de minerales en los alimentos para camarones es escasa debido a la variacion
en la respuesta a la regulacion de las sales (presion osmotica) de los organismos. (Davis y
Amold 1998). Se han realizado diferentes estudios en donde se ha evaluado Ia
suplementacion de estos minerales en el alimento. Los niveles de suplementacion de calcio
y fosforo recomendados en los alimentos para L. vannamei se han estimado entre 1y 2%
del alimento (Deshimaru y Yone 1978). Sin embargo, estudios mas recientes concluyen que
en ausencia de una suplementacion de calcio, el requerimiento de fésforo es menor a 0.34%

(Davis et al., 1993). El contenido de calcio y fosforo varid en los productos de cartamo
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entre 0.25 a 0.42% y 0.23 a 0.25%, respectivamente, debido a esto, se puede considerar al

cartamo como una fuente de estos minerales.

El uso de las fuentes de proteina de origen vegetal como ingredientes en alimentos para
organismos acuaticos se ha limitado por la presencia de una variedad de compuestos
quimicos que genéricamente se les ha denominado como antinutrientes o factores
antinutricionales (Walter ef al., 1989; Francis et al., 2001). En el presente trabajo se
encontrd que la actividad del inhibidor de tripsina en la semilla de cartamo (7.56 UTI/mg
de muestra) es mucho menor que lo encontrado en la harinas de soya que no fueron
calentadas (73 UTI/mg de muestra) y harinas que fueron moderadamente calentadas (107
UTI/mg de muestra) (Kakade ef al., 1984). En un trabajo realizado por Rivas-Vega et al.
(2006) reportaron una disminucion considerable del inhibidor de tripsina por efecto de la
coccion a ebullicion durante 20 min y una eliminacion del inhibidor cuando la harina de
frijol yorimon fue extruida. En el presente estudio también se encontr6 una disminucion
significativa del inhibidor de tripsina en las pastas de cartamo en comparacién con la
semilla; esto se puede deber al proceso térmico al que fueron sometidas las semillas durante
la extraccion del aceite. Es bien conocido que el inhibidor de tripsina asi como otros
inhibidores de proteasas, son termoldbiles por su naturaleza quimica por lo que el
tratamiento térmico como el que se usa para la obtencion del aceite pudo reducir

significativamente el porcentaje de inhibidor de la tripsina en los productos de cartamo.

En lo que respecta a los otros factores antinutricionales determinados en este trabajo no se

encontraron o estdn con niveles muy bajos y no son detectables por los métodos aplicados.
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El método utilizado en el presente estudio para la determinacién de saponinas no detecto la
presencia de éstas. Sin embargo diversos autores han reportado que el cartamo contiene
glucosidos, que le confieren un sabor amargo a los productos de cartamo, lo que ha
limitado su uso en la alimentacion de organismos terrestres (Palter et al., 1972; Smith,
1996; Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000). Desafortunadamente, estos compuestos no se
pudieron determinar en este estudio por falta de disponibilidad de una metodologia
adecuada. Adicionalmente, se determind la actividad ureasica que es habitualmente
empleada como un indicador de la eficacia del tratamiento térmico practicado a las pastas.
En nuestro estudio los incrementos de pH fueron menores a 0.01. De acuerdo con estos
valores las pastas de cartamo donadas por la aceitera comercial no fueron fabricadas con

temperaturas elevadas que pudieran afectar a los nutrientes.

El estudio del valor biologico del cartamo como ingrediente para alimentos para acuicultura
ha recibido muy poca atencion. Durante los afios 50’s y 60’s una compaiiia en el estado de
California, EUA produjo alimentos para trucha que contenian cartamo. Los peces aceptaron
rapidamente los pellets; sin embargo, los pellets tuvieron baja hidroestabilidad en
comparacion con alimentos con menor contenido de fibra (Smith, 1996). Recientemente
Alvarez-Gonzalez et al. (2007) elaboraron alimentos que contenian con pasta de cartamo
alta en proteina para tilapias (Oreochromis niloticus), y encontraron que el peso final y el
tamafio de los peces alimentados con estos alimentos fue menor en comparaciéon con el
alimento control. Ademas, de dicho trabajo no tenemos conocimiento de algun otro estudio
en donde se haya reportado el valor nutricional del cartamo para organismos acuaticos, y en

especial para camaron.
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Los CUDAms de las pastas de cartamo (PCB 47.8% y PCA 51.8%) fueron similares a los
reportados para otros ingredientes usados en los alimentos para organismos acuaticos,
como es maiz (55.8%), arroz (42.8%), harina de algodon (53.6%) y trigo (46.8%), sin
embargo son menores a los reportados para pasta de soya (60.3%) (Brunson et al., 1997).
Adicionalmente, los mismos autores reportan que los CUDAms de los ingredientes
consumidos por camarones L. setiferus disminuyen cuando se incrementa el contenido de
fibra y cenizas de los ingredientes. En el presente estudio no se encontrd una relacion
significativa (r* = 0.021; P >0.05) entre la fibra y los CUDAms, indicando que aunque los
productos de cartamo tienen un alto contenido de fibra (PCB 21.7% y PCA 17.1%) no se
afectaron los CUDAms. Por otro lado las diferencias de los CUDAms de los productos de
cartamo y la pasta de soya se pueden deber a que la pasta de soya tiene un menor contenido

de fibra (1.59%) en comparacion con los productos de cartamo.

Los CUDAp fueron relativamente altos (72—89%) en los productos de cartamo evaluados.
Esta respuesta es similar a los resultados encontrados por Cruz-Sudarez et al. (2001) usando
harinas de chicharo (Pisum sativum) en juveniles de camardn L. stylirostris. La calidad de
las proteinas de las fuentes proteicas alimenticias estd basada en su composicion de
aminoacidos y su biodisponibilidad (Lin et al., 2006). Bajo las condiciones experimentales
del presente trabajo (alimentos con 30% del ingrediente experimental), PCA y PCB tienen
una mejor calidad proteica para los camarones en comparacion con la HIC en términos de
digestibilidad. El proceso térmico utilizado a nivel comercial para la extraccion de los
lipidos de las pastas PCA y PCB posiblemente mejord la digestion de las proteinas en dos

aspectos: un calor moderado causa la parcial desnaturalizacion de las proteinas, haciéndolas
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mas digestibles en comparacion con las proteinas nativas (Fennema 1996). El otro aspecto
es que el proceso térmico disminuy6 el inhibidor de tripsina en los productos de cartamo
(Tabla XI). En camarones blancos la harina de frijol (Vigna unguiculata) cocida y extruida
fue mas digestible en comparacion con la harina entera y el inhibidor de tripsina fue

eliminado en las harinas que fueron tratadas térmicamente (Rivas-Vega et al., 2006).

Los camarones alimentados con la PCA fueron los que tuvieron los més bajos CUDAI y
fueron significativamente diferentes con respecto a los camarones alimentados con PCB y
HIC. Esto se puede deber a la oxidacion de los lipidos durante el proceso de molienda y
tamizado para elaborar la PCA. Glencross et al. (2002) encontrd que el nivel de lipidos en
los alimentos influye en la biodisponibilidad asi como también que los acidos
monoinsaturados como el 18:1n-9 tienen una alta digestibilidad. En el presente estudio la
extraccion previa de lipidos para poder moler el cartamo, el alto contenido de lipidos en
HIC y también la composicion de acidos grasos rica en 18:1n-9 resultd en una alta

digestibilidad de este ingrediente.

Los CUDACc fueron altos y no presentaron diferencias significativas entre los productos de
cartamo. Los carbohidratos son la forma energética mas barata la formulacion de alimentos
para animales, incluyendo a los camarones; aunque se ha encontrado, en especies mas
carnivoras como L. stylirostris que la utilizacioén y el metabolismo de los carbohidratos del
trigo es limitada (Rosas et al., 2000). El mayor contenido de carbohidratos almidonosos
altamente digestibles en PCA y PCB puede explicar por qué los CUDAms no fueron tan

bajos en comparacién con HIC. En un trabajo realizado por Guo ef al. (2006) se encontro
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que los CUDAms se incrementaron al subir los niveles del almidon de maiz en alimentos
para camaro6n blanco. Otra explicacion de los altos valores de los CUDACc se puede deber a
la gelatinizacion de los almidones durante los tratamientos térmicos utilizados para la
extraccion de los lipidos o también el secado de los alimentos. Estos procesos causan la
apertura de los granulos de almidén y los hacen mas susceptibles a la hidrolisis enzimatica
(Thiessen et al., 2003). Debido a los altos valores de digestibilidad de carbohidratos en los
productos de cartamo encontrados se puede sugerir que estos productos son una excelente

fuente de carbohidratos para camarones blancos.

Los resultados de los CUDA de los componentes energéticos totales (energia) del presente
trabajo fueron semejantes a los repostados por Brunson et al. (1997) quienes encontraron
en camarones L. setiferus resultados similares para la pasta de soya (76.1%), la harina de
trigo (66.0%) y la harina de algodon (61.2%). Sin embargo, Cruz-Sudrez et al. (2009)
encontraron valores entre 85.1 y 98.2% de los CUDA de los componentes energéticos
totales en camarones L. vannamei cuando fueron alimentados con diferentes productos de
soya. En animales acudaticos la digestibilidad de los componentes energéticos totales
(energia) de los productos vegetales tiende a ser inversamente relacionada al contenido de
fibra y en algunas especies (con baja actividad enzimdtica para hidrolizar enlaces
glucosidicos alfa 1,4 y alfa 1,6), al contenido de almidon. La fibra contiene energia que no
es disponible para organismos monogastricos y los almidones son digeridos con diferentes
grados de eficiencia dependiendo del tipo y forma de granulo, de la composicion quimica
del almidon (relacion de amilosa y amilopectina), del proceso tecnoldgico al que fueron

expuestos y de la capacidad de las enzimas digestivas (a-amilasas) de la especie. Cousin et
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al. (1996) compararon la digestibilidad in vivo e in vitro de el almidon de maiz (alto en
amilosa) y almidon de trigo (alto en amilopectina) en L. vannamei encontrando baja

digestibilidad del almidon cuando contiene altas cantidades de amilosa.

Diversos autores han desarrollado y evaluado métodos usando tratamientos enzimaticos in
vitro para estimar o predecir la digestibilidad in vivo de proteinas de los ingredientes que se
utilizan en los alimentos para camarones (Dimes y Haard 1994; Ezquerra et al., 1997b;
Lazo et al., 1998; Alarcon et al., 2002). Estos métodos pueden ser utilizados como
herramientas para determinar la digestibilidad de los ingredientes. El grado de hidrdlisis
(GH) de los productos de cartamo que fueron evaluados vari6 entre 4.46 a 5.18% y no se
presentaron diferencias significativas entre los ingredientes. Similares valores de GH
fueron encontrados por Lemos et al. (2004) para harina de trigo y pasta de soya usando
extractos enzimaticos de camarones (Farfantepenaeus paulensis) y enzimas comerciales.
Sin embargo Ezquerra et al. (1997b) encontraron diferentes rangos de valores, por ejemplo
el valor de GH para la pasta de soya fue de 31.1 utilizando el sistema pH-stat con una
preparacion enzimatica de hepatopancreas de camarones blancos. Las diferencias en los
rangos de los valores se puede deber a la diferencia en los ingredientes, la concentracion de
las enzimas y diferencias metodoldgicas en la determinacion del GH. En el presente estudio
se encontrd una relacion positiva (r* = 0.87; P<0.05) entre la digestibilidad in vitro e in vivo
de proteina indicando que el método de digestibilidad in vitro estima adecuadamente la
digestibilidad de proteina; sin embargo no es suficientemente sensible para identificar
diferencias entre los ingredientes obtenidos por diferentes procesos. Los resultados de este

estudio concuerdan con los encontrados por Ezquerra ef al. (1997b) quienes encontraron un
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coeficiente de regresion lineal (r*) de 0.77 utilizando el método de pH-stat. El método in
vitro es un procedimiento simple y barato para determinar la digestibilidad de proteina de
los ingredientes y los alimentos. Sin embargo, los experimentos de digestibilidad in vivo
siguen siendo aun los métodos mas adecuados para medir la digestibilidad (Chong et al.,
2002; Smith et al., 2007; Borghesi et al., 2008; Thompson et al., 2008). La digestibilidad
proteica relativa (DPR) a caseina tipo Hemmerstein de los productos de cartamo vario de
45 a 52%, y no se encontraron diferencias significativas entre ellos. Lazo et al. (1998)
encontraron para la pasta de soya y el gluten de trigo valores de 60.7 y 81.7%,

respectivamente.

El uso de ingredientes altamente digestibles es muy importante para la alimentacion de los
camarones peneidos, en cultivo; un alimento que no es digerido puede generar diversos
problemas entre los que destacan, la contaminacion del agua, incrementos en los costos por
tratamiento del agua, aumento en el riesgo de aparicion de enfermedades y por consiguiente
la mortalidad de los organismos (Siccardi et al., 2006). En el experimento donde se
evaluaron alimentos con tres diferentes productos de cartamo en términos de digestibilidad
de los alimentos se observd que el CUDAms de los alimentos con productos de cartamo
(68.6-71.3%) presentaron diferencias significativas con respecto al alimento control
(78.2%). Esta disminucion se puede deber al incremento en el contenido de fibra (celulosa)
de los alimentos. La celulosa es un carbohidrato presente en los productos vegetales que no
es bien utilizado por los camarones. Se ha encontrado en peces (Oreochromis aureus) que
bajas concentraciones de fibra (3—5%) en el alimento pueden tener un efecto benéfico en el

crecimiento de los organismos; sin embargo altas concentraciones de fibra (>8%) bajan la
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digestibilidad de materia seca y de energia de los alimentos y pueden reducir la
disponibilidad de otros nutrientes (De Silva ef al., 1990). Smith ef al. (2007) reportan que
los CUDAms de los alimentos con diferentes variedades de lupino (Lupinus luteus) para
camarones tigre (Penaeus monodon) disminuyen cuando se incrementan las cantidades de
extracto libre de nitrogeno en el alimento. Adicionalmente, el alto contenido de cenizas de
los ingredientes en los alimentos puede también disminuir los valores de los CUDAms
(Bureau et al., 1999). Hernandez et al. (2008) encontraron que la digestibilidad tiende a
bajar en los alimentos con alto contenido de ceniza (por ejemplo la harina de carne). En
contraste, los CUDAms, los CUDAp de los juveniles de camarén blanco fueron
significativamente mas bajos en los alimentos que contenian harina integral de cartamo
(HIC-D) en comparacién con los que contenian pasta de cartamo alta en proteina (PCA-D)
y pasta de cartamo baja en proteina (PCB-D). Sin embargo, los CUDAp no parecen estar
relacionados con el contenido de fibra en los alimentos. Resultados similares han sido
reportados por McGoogan y Reigh (1996). Los alimentos PCB-D y PCA-D tuvieron los
mas altos CUDADp, esto se puede deber a su contenido de proteina (33.7 y 35.2%) y su bajo
contenido de fibra proveniente del cartamo, comparado con el alimento HIC-D y al
tratamiento térmico que permitid6 la destruccion de los factores antinutricionales
termolabiles. Se ha reportado en camaron blanco que existe una fuerte correlacion entre la
digestibilidad de proteina y el nivel de proteina en el alimento (Smith et al, 1985). Hu ef al.
(2008) midieron el efecto de diferentes relaciones de proteina y energia sobre el
crecimiento de juveniles de camardn blanco, demostrando que el crecimiento es mas

afectado por el nivel de proteina en comparacion con la calidad de la proteina.
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La digestibilidad de lipidos es influenciada por la longitud de la cadena, el nivel de
inclusion de los lipidos en el alimento, la composicion de acidos grasos y el procesamiento
del ingrediente. En el presente estudio se encontré que los CUDAI fueron relativamente
altos (82.1-91.3%) en los alimentos que contenian cartamo. Los camarones que fueron
alimentados con el alimento D-PCA el CUDAI fue significativamente mas bajo en
comparacion con los demas alimentos, similar a esto se ha reportado en camarones blancos
donde se remplazo la harina de pescado por harina de carne (Hernandez et al. 2008).
Adicionalmente el CUDALI del alimento D-HIC (91.3%) fue significativamente mas alto en
comparacion con los otros alimentos que contenian cartamo y ligeramente mas alto que lo
reportado por Glencross et al. (2002). Estos autores encontraron alta digestibilidad de los
acidos grasos insaturados y monoinsaturados 18:1n9, siendo estos ultimos los mas
abundantes en la semilla de cartamo. La alta digestibilidad de los lipidos monoinsaturados
presentes en el alimento D-HIC se puede deber a que cuando se elabor¢ la harina integral
de cartamo se extrajeron los lipidos y se liberaron de la pared celular para después ser
reincorporados una vez que se molid a menos de 250 um el material resultante de la

extraccion.

Los CUDAc no presentaron diferencias significativas entre los alimentos. La habilidad
para utilizar los carbohidratos como fuente de energia es diferente entre peces, camarones y
animales terrestres. Los camarones en particular aparentemente tienen limitada capacidad
para digerir carbohidratos comparado con otros animales y usan a las proteinas como su
principal fuente de energia (Rosas et al., 2000). Cousin et al. (1996) encontrd que los

CUDACc de los alimentos para camarones blancos fueron altos cuando se utilizaron
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almidones gelatinizados en comparacion con almidones nativos. En nuestro estudio todos
los valores de los CUDAc fueron superiores al 93%, estos resultados concuerdan con lo
reportado por estos autores. Rivas-Vega et al. (2006) reportaron valores ligeramente
inferiores (>82.5%) de los CUDACc para camarones blancos cuando fueron alimentados con
alimentos que contenian frijol Vigna unguiculata. Davis y Arnold (1993) demostraron que
la extrucion y el cocimiento mejoran considerablemente los CUDAc en camarones. Los
altos CUDACc en los alimentos que contenian cartamo indican que el cartamo es una buena
fuente de carbohidratos y pudiera tener un ahorro con las proteinas, en contraste con lo

reportado por Rosas et al., 2000.

No se encontraron diferencias significativas en la utilizacion digestiva de energia entre los
tratamientos. En organismos acuaticos, la biodisponibilidad de la energia de los productos
vegetales tiende a ser inversamente relacionado con el contenido de fibra en el producto
(Brunson et al., 1997). Sin embargo, en este experimento no se encontrd que el contenido
de fibra afectara la energia disponible. Brunson et al. (1997) determinaron los CUDAce en
alimentos para juveniles de camaron (Penaeus setiferus) usando diferentes ingredientes
(maiz, harina de algodon, sorgo, arroz, cascara de arroz, pasta de soya, gluten de trigo y
trigo) los resultados mostraron que todos los alimentos tuvieron valores de energia
disponible por debajo del 81.2%, este valor es mas bajo que los valores encontrados con los

alimentos que contenian cartamo (87.5-88.1%).

La hidrdlisis in vivo de las proteinas de los alimentos es resultado de la accidon proteolitica

de diferentes endo- y exo-proteasas. Por esta razon, los ensayos in vitro estdn basados en el
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uso de extractos semipurificados que contienen tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasas y
aminopeptidasas, que pueden simular de mejor manera el proceso de hidroélisis in vivo en
comparacion de los ensayos en donde se utilizan solo dos o tres enzimas. En este estudio se
encontraron diferencias significativas en la digestibilidad in vitro de proteina entre los
alimentos, como es indicado por el grado de hidrélisis (GH). La digestibilidad se
increment6 en los alimentos que contenian los productos de cartamo, pero no se encontro
una correlacion significativa entre la digestibilidad in vivo e in vitro, al igual que los
encontrados por Divakaran et al. (2004) quien no encontré6 una correlaciéon entre la
digestibilidad aparente de proteina y la digestibilidad in vitro. Esto se debe a que la
determinacion in vitro involucra sélo la hidrolisis del sustrato mientras que el proceso de
digestion in vivo involucra también la absorcidon de los productos finales que determina el

resultado neto de la digestion.

La eleccion de un ingrediente es un parametro importante que influye en la actividad de las
enzimas digestivas. Los resultados muestran que los alimentos D-PCA incrementaron la
cantidad de proteina soluble, las proteasas totales y la actividad de quimotripsina en el
hepatopancreas de los camarones, confirmando que la produccion de enzimas digestivas
estd relacionada con la cantidad y calidad de la proteina ingerida. Lee et al. (1984)
encontraron que la actividad especifica de las enzimas digestivas se incrementa como
resultado de la inclusion de proteina animal en los alimentos para camarones blancos y
también reportan que los camarones que pesan mas de 15g pueden ingerir alimentos que
contengan altas cantidades de proteina vegetal, reduciendo los costos del alimento en las

ultimas etapas del cultivo intensivo.
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Para comprobar la influencia del cartamo sobre las proteinasas del hepatopancreas de los
juveniles de camaron, se realizé un zimograma (Figura 6). Se encontr6 que los extractos de
cartamo no afectaron la actividad de las proteinasas de los camarones, debido a que se
presenta actividad en el carril de inhibicion del camardn. Asimismo también se encontraron
4 bandas de actividad que tienen un peso molecular entre los 21 y 55kDa. Las proteasas
alcalinas se mostraron sumamente estables a la solucion SDS al 0.1%, concentracion
habitual en la electroforesis. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Dimes y

Haard (1994).

El analisis multivariado de cluster ha sido propuesto como una herramienta que puede
determinar diferencias y similitudes globales entre los tratamientos cuando muchas
variables estan involucradas. Ha sido satisfactoriamente aplicado en la evaluacion de la
composicion de aminoacidos de larvas de peces marinos que fueron mantenidos bajo
diferentes regimenes alimenticios (Cara et al., 2007). En el presente trabajo la gran
similitud existente entre alimentos PCA-D, PCB-D y CT fue confirmada por la evaluacion
global de sus digestibilidades y por los valores de actividad enzimadtica, sugiriendo que el

alimento PCA-D resultd ser el mejor en términos de los CUDAs y actividad enzimatica.

La respuesta de los camarones a los diferentes productos de cartamo, permitido determinar
que la inclusion del cartamo a un 30% en el alimento, disminuye la atractabilidad y el
consumo del alimento en comparacion con el alimento control, esta respuesta también ha
sido reportada por otros autores cuando se sustituyen ingredientes de origen animal por

ingredientes de origen vegetal (Sudaryono et al., 2005). Adicionalmente, se encontrd una
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alta correlacion (R=0.96) entre la atractabilidad y el consumo de alimento. Es bien
conocido que los ingredientes vegetales no son buenos atractantes en comparacion con las
harinas de pescado y calamar (Alvarez et al., 2005). Debido a esto, si se utiliza este nivel de
inclusion del cartamo en el alimento, es recomendable incluir ingredientes que estimulen la
atractabilidad y el consumo del alimento para que de esta manera, la cantidad y calidad de
los nutrientes disponibles para la digestion y asimilaciéon aumenten (Lee y Lawrence,

1997).

1.4 Conclusiones

e La harina integral de cartamo resultdé no ser adecuada para los alimentos del camarén

debido a que tienen un bajo contenido de proteina y un alto contenido de fibra.

e Las pastas de cartamo alta y baja en proteina son subproductos que tienen una
composicion quimica adecuada por lo que pueden ser usados como ingredientes para

alimentos del camarodn, especialmente la PCA.

e Las proteinas y carbohidratos de PCA y PCB fueron bien digeridos por los juveniles

del camaron blanco, por lo que estos ingredientes pueden ser usados en los alimentos

para camardn como una alternativa economica para la fabricacion de los alimentos.
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El uso de los diferentes productos de cartamo al nivel de inclusion de 30% en los
alimentos para camaron blanco, en el peor de los casos, redujo los CUDA de materia
seca, proteina o lipidos en 10%, 3% 6 5%, respectivamente. Esto sugiere que las pastas
de cartamo, alta y baja en proteina, pueden ser usadas como ingredientes en los
alimentos para camardn, sin tener un efecto significativo en los pardmetros

determinados.

La inclusion de 30% de los productos de cartamo en los alimentos redujo la
atractabilidad y el consumo del alimento en los camarones. Sin embargo, los alimentos
con cartamo no fueron totalmente rechazados, ya que fueron consumidos por los

organismos de forma aceptable.
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CAPITULO 2
EFECTO DE LA SUSTITUCION DE LA PASTA DE SOYA CON PASTAS DE
CARTAMO EN EL ALIMENTO SOBRE EL CRECIMIENTO Y CUDA DE

JUVENILES DE CAMARON L. vannamei

2.1. Material y métodos
2.1.1. Experimento de crecimiento

Se evaluaron las dos pastas de cartamo PCA y PCB descritas en la seccion 1.1.1.
como sustitutos de la pasta de soya. La formulacion de los alimentos se hizo como se
menciona en la seccion 1.1.8.1. El sistema experimental fue el mismo que se menciona en

la seccion 1.1.8.2.

2.1.1.1. Organismos experimentales

Se obtuvieron postlarvas de camarones de la especie L. vannamei (Boone, 1931),
donadas por la empresa Acuacultura Mahr (La Paz, B.C.S., México). Los organismos
fueron aclimatados en el laboratorio de Nutricion Experimental del CIBNOR, dentro de
tanques de plastico con 2 500L de capacidad a una temperatura de 27°C y salinidad de
40ups. Los camarones se alimentaron dos veces al dia (10:00 y 16:00h) con un alimento
comercial PIASAM® para camarén con 35% de proteina y calamar fresco, hasta que

alcanzaron el tamafio requerido para el experimento.
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2.1.1.2. Diserio experimental y condiciones de cultivo

Se formularon 9 alimentos: un alimento control (CT), cuatro con diferentes niveles
de sustitucion de una mezcla de pasta de soya y harina integral de trigo (1:2) por pasta de
cartamo baja en proteina (alimentos PCB-25, PCB-50, PCB-75, PCB-100%) y cuatro con
diferentes niveles de sustitucion de la proteina de la pasta de soya por proteina de la pasta
de cartamo alta en proteina (alimentos PCA-25, PCA-50, PCA-75, PCA-100%) (Tabla IX).
Los alimentos se formularon para contener 32.5% de proteina y 8.5% de lipidos, asi como
satisfacer el contenido de aminoacidos esenciales para camarén segun lo sugerido por
Akiyama et al. (1991) y la relacion proteina/energia (80 mg proteina/Kcal) reportado por

Cruz-Suérez et al. (2000).

Los organismos se pesaron individualmente y se seleccionaron 360 camarones con peso
promedio de 350 + 0.05 mg. Se distribuyeron aleatoriamente en 36 acuarios a razén de 10
organismos por acuario, a manera de contar con cuatro réplicas por cada tratamiento

alimenticio.

Cada uno de los 9 alimentos fue asignado aleatoriamente a 4 acuarios. El experimento de
crecimiento tuvo una duracion de 45 dias. Diariamente se monitorearon la temperatura con
un termoémetro de mercurio, la salinidad por medio de un refractometro portatil (VISTA
A366 ATC) y el oxigeno disuelto con un oximetro portatil (YSI, 550A). Los restos de
alimento no consumido, mudas y heces fueron extraidos de los acuarios todos los dias por
la mafana (09:00h) y posteriormente se realiz6 un recambio de agua equivalente al 80% del

volumen total. El alimento fue distribuido en dos raciones al dia (50% a las 10:00h y 50% a

Galicia-Gonzalez Alfonso, 2009, Tesis Doctoral



93
Capitulo Il. Sustitucién de la soya por pasta de cartamo

las 17:30h). Al inicio del bioensayo, el alimento se suministré a razéon del 10% de la
biomasa total de los organismos en cada acuario y posteriormente se ajust6é en funcion del
consumo diario a manera de que siempre hubiera un excedente (de aprox. 20% del alimento

suministrado.

2.1.1.3. Criterios de evaluacion

Los criterios para evaluar los diferentes tratamientos fueron los siguientes:
supervivencia, peso final, tasa relativa de crecimiento, alimento consumido total, factor de
conversion alimenticia, y eficiencia proteica. Se calcularon usando las siguientes
ecuaciones (Tacon, 1989):

No. de organismos final

Supervivencia (%) = *100

No. de organismos inicio

Tasa relativa de crecimiento (%) = Peso final — Peso inicial , 100

Peso inicial

. . .. Alimento total consumido (g)
Factor de conversion alimenticia =

Incremento en peso corregido(g)

Incremento en peso corregido (IPC) =

Peso promedio final + Peso promedio inicial
2

Biomasa final + [ * No.de muertosj — Biomasa inicial

. . . T t
Eficiencia proteica (EP) = — o o o0 €L PESo (2

Proteina consumida (g)
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Tabla 1X. Composicion de los alimentos (g/100g alimento, en base hiumeda) usados para determinar la sustitucion de

mezcla de pasta de soya-harina de trigo por pasta de cartamo baja en proteina y la sustitucion de la proteina de la pasta

de soya por proteina de la pasta de cartamo.

PCB PCA

Ingrediente (Base Himeda) CT 25% 50% 75%  100% 25% 50% 75% 100%
Mezcla Pasta Soya-Harina Int. Trigo' 43.11 32.33 21.56 10.78 0.00
Pasta de Soya® 11.25 7.50 3.75 0.00
Harina Integral de Trigo’ 17.55 17.56 17.55 17.57 17.58 44.30 42.94 41.58 40.22
Pasta de Cartamo Baja* 0.00 10.78 21.56 32.33 43.11
Pasta de Cartamo Alta’ 5.10 10.19 15.29 20.39
Harina de Pescado® 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00
Aceite de Pescado’ 3.05 3.04 3.03 3.03 3.02 3.06 3.07 3.08 3.09
Acido Alginico® 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Premezcla Vitaminas Crusticeos’ 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80
Lecitina de Soya'® 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
Fosfato Dibésico de Sodio'' 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20
Oxido Crémico'” 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Premezcla de Minerales Crusticeos' 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Cloruro de Colina 62%"* 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitamina C ° 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
BHT'¢ 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004

'Proteinas Marinas, Guadalajara, México. PC = 26.76% y EE = 1.67% (PsoyHIT0609-1); “Proteinas Marinas, Guadalajara, México. PC = 47.98% y EE =
0.88% (Psoy0607-1); *Proteinas Marinas, Guadalajara, México. PC = 15.44% y EE = 2.08% (HIT0607-1); *Aceites del Mayo, Sonora, México. 26.79% y
EE = 1.74% (PCB); Aceites del Mayo, Sonora, México. 35.30% y EE = 0.99% (PCA); °Proteinas Marinas, Guadalajara, México. PC = 64.87% y EE =
10.95 (HP0607-1); "Proteinas Marinas, Guadalajara, México (AcPes0607); *Sigma, A-7128; °(VITCRU0604) (Anexo 2); "*(LSoy0607); ''Sigma, S-0876;

PImpex, 12233; *(MINCRU0409) (Anexo 3); "*(CloCol98); "*(Stay-C 35% aa); '°ICN, 101162.
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Al inicio y final del bioensayo se disectaron 5 camarones en estadio de intermuda “C” (por
medio de la observacion del desarrollo setal o setogénesis de los urdépodos de los
camarones con la ayuda de un estéreomicroscopio (40X) de cada tratamiento, a fin de
medir la actividad de enzimas digestivas en el hepatopancreas. A €stos mismos organismos

se les disectd el musculo para determinar el contenido de proteina.

Los extractos enzimaticos se prepararon homogenizando los hepatopancreas como se
describe en la seccion 1.1.9. El sobrenadante se utilizd para determinar el contenido de
proteina soluble, actividad enzimatica de proteasas alcalinas totales, tripsina, quimotripsina

y a-amilasa como se describe de la seccion 1.1.9.2 ala 1.1.9.6.

2.1.2. Experimento de CUDA
Se midieron los CUDA de los 9 alimentos empleados en el experimento de
crecimiento anterior, descritos en la Tabla IX. El sistema experimental fue el mismo que se

menciono en la seccion 1.1.8.2.

2.1.2.1. Organismos experimentales

Los camarones utilizados fueron juveniles de la especie L. vannamei (Boone, 1931),
donados por la granja Camar6n Surefio, ubicada en el poblado de Meliton Albafies, B.C.S.
Estos organismos fueron aclimatados en el laboratorio de Nutricion Experimental del
CIBNOR, dentro de tanques de pléstico con 2 500L de capacidad a una temperatura de

27°C y salinidad de 40ups. Los camarones se alimentaron dos veces al dia (10:00 y 16:00h)
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con un alimento comercial NASSA con 35% de proteina, hasta que alcanzaron el tamafio

requerido para el experimento.

2.1.2.2. Diserio experimental y condiciones de cultivo
Los organismos se pesaron individualmente y se seleccionaron 190 camarones con
un peso de entre 16.5 y 19.5g. Se distribuyeron aleatoriamente en 36 acuarios a razén de 5

organismos por acuario, a manera de contar con 4 réplicas por cada tratamiento alimenticio.

Cada uno de los 9 alimentos fue asignado aleatoriamente a 4 acuarios. El experimento de
CUDA tuvo una duraciéon de 40 dias; tiempo necesario para colectar aproximadamente 15
gramos de heces de cada acuario. Diariamente se monitorearon la temperatura con un
termometro de mercurio, la salinidad por medio de un refractémetro portatil (VISTA A366
ATC) y el oxigeno disuelto con un oximetro portatil (YSI, 550A). Los restos de alimento
no consumido, mudas y heces fueron extraidos de los acuarios todos los dias por la mafiana
y posteriormente se realizd un recambio de agua equivalente al 80% del volumen total.
Antes de iniciar las colectas de heces, los camarones se alimentaron durante 7 dias con los
alimentos que contenian 6xido crémico. La colecta de las heces en cada acuario se realizd
como se menciono en la seccion 1.1.8.4. Posteriormente, las heces fueron analizadas por
triplicado para determinar sus contenidos de proteina, lipidos, carbohidratos y o¢xido

cromico como se describio en la seccion 1.1.2.
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2.1.2.3. Criterios de evaluacion
Se estimaron los CUDA de materia seca, proteinas, lipidos y carbohidratos
(CUDAms, CUDAp, CUDAI y CUDAc, respectivamente) de los alimentos como se

menciono en la seccion 1.1.8.5.

2.1.2.4 Analisis estadisticos
Los andlisis estadisticos que se utilizaron para determinar diferencias significativas

entre los tratamientos son los que se menciond en la seccion 1.1.13.

2.2. Resultados
2.2.1. Experimento de crecimiento
2.2.1.1. Parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos del agua registrados durante el experimento no
fueron diferentes entre los tratamientos (P>0.05): temperatura (27-28°C), salinidad (39-
40ups) y oxigeno (5.6-5.9 mg/L). Estos valores se mantuvieron durante todo el experimento

y estan dentro de los intervalos para el cultivo de camarones peneidos (Lawrence, 1985).

2.2.1.2. Andalisis proximal de los alimentos

Los alimentos que se utilizaron en este experimento presentaron un contenido
proteico que vario de 34.47% en el alimento del 100% de sustitucion de la mezcla trigo-
pasta de soya por pasta de cartamo baja en proteina (PCB-100) a 31.34% en el alimento del
75% de sustitucion de la soya por pasta de cartamo alta en proteina (PCA-75). Los

alimentos con el 75% y 100% de la sustitucion de la mezcla trigo-pasta de soya por pasta
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de cartamo baja en proteina (PCB75 y PCB-100, respectivamente) son los que presentaron
los valores mas altos de lipidos (9.52 y 9.15%), mientras que el menor valor se presentd
con el alimento PCA-25 (7.60%). Los valores mas altos de fibra (3.33 y 6.80%) se
presentaron en los alimentos con el 75% y 100% de la sustitucion de la mezcla trigo-pasta
de soya por pasta de cartamo baja en proteina (PCB75 y PCB-100, respectivamente),
mientras que el menor valor se presentd con el alimento control (0.87%). El contenido de

cenizas en todos los alimentos vari6 entre 9.89 y 11.48% (Tabla XX).

2.2.1.3. Sustitucion de la pasta de soya por pasta de cartamo alta en proteina

Después de 45 dias de experimentacion la supervivencia fue superior al 92.5% con
todos los tratamientos (Tabla XXI). Los tratamientos PCA-75 y CT fueron los que
presentaron el mayor peso promedio final (3.48 y 3.32g, respectivamente), asi como
también la mayor tasa de crecimiento (902.1 y 853.3%, respectivamente), mientras que los
tratamientos PCA-100 y PCA-25 fueron los que presentaron el menor peso promedio (3.12
y 3.13g, respectivamente) y la menor tasa de crecimiento. La sustitucion de la pasta de soya
por la pasta de cartamo de alta proteina no produjo cambios significativos en ninguna de los
parametros zootécnicos evaluados. El nivel de reemplazo del 75% produjo el mayor

crecimiento entre todos los tratamientos.
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Tabla XX. Composicion quimica proximal de los alimentos utilizados para determinar la sustitucion de la pasta de soya

por pastas de cartamo

Nutriente PCA PCB
(g/100g base seca) CT 25% 50% 75% 100% 25% 50% 75% 100%
Humedad (%)’ 9.51 8.31 9.01 8.55 8.32 8.15 8.16 7.76 7.51
+0.4 +0.04 +0.18 +0.14 +0.21 +0.04 +0.18 +0.06 +0.10
Proteina bruta' 31.97 32.93 31.59 31.34 31.40 32.27 32.63 33.59 34.47
+0.26 +0.44 +0.39 +0.09 +0.18 +0.24 +0.11 +0.19 +0.37
Extracto etéreo’ 7.66 7.60 7.63 7.70 8.16 7.91 7.79 8.52 9.15
+0.04 +0.10 +0.17 +0.32 +0.14 +0.17 +0.20 +0.26 +0.29
Fibra' 0.87 0.92 1.23 1.71 1.71 1.26 3.17 3.33 6.80
+0.03 +0.14 +0.25 +0.15 +0.23 +0.26 +0.25 +0.28 +0.29
Cenizas' 9.89 10.46 10.19 10.30 10.43 10.28 10.63 11.10 11.48
+0.04 +0.05 +0.04 +0.07 +0.13 +0.03 +0.11 +0.02 +0.04
ELN. 49.61 48.09 49.36 48.95 48.30 48.28 45.78 43.47 38.09
Energia (cal/g) 419446 415724 4171.24 4138.29 4129.82 4116.17 4147.39 4160.63 4287.79
+10.05 +8.75 +6.84 +8.21 +6.66 +8.14 +5.42 +5.44 +7.24

"Valores promedio de tres réplicas + desviacion estandar, expresados en g/100 de materia seca, excepto humedad. “ELN=

Extracto libre de nitrogeno.
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Tabla XXI. Resultados zootécnicos finales (45 dias) de juveniles de camardn L. vannamei para evaluar la sustitucion

pasta de soya por pasta de cartamo alta en proteina

Alimento Peso Supervivencia Peso Alimento Alimento Tasa de Factor de Eficiencia

Inicial (%) final consumido  consumido crecimiento  conversién proteica
(9) (9) (g/org/dia) Total (g) (%) alimenticia

Control 0.35% 90.0° 3.32% 0.21° 4550 853.26™ 1.62° 1.91°
+0.01 +8.16 +0.30 +0.01 +1.72 +63.95 +0.14 +0.16

PCA-25 0.35° 87.5° 3.13% 0.20" 41.52° 796.61%° 1.60° 1.94°
+0.01 +12.56 +0.27 +0.02 +2.18 +75.90 +0.11 +0.13

PCA-50 0.35° 92.5° 2.89° 0.20° 39.29° 716.54° 1.71°% 1.83%
+0.01 +12.56 +0.20 +0.03 +3.29 +79.76 +0.11 +0.12

PCA-75 0.35% 92.5° 3.48° 0.21° 45.00° 902.10° 1.49*° 2.11°
+0.01 +9.57 +0.26 +0.03 +6.59 +87.74 +0.09 +0.14

PCA-100 0.35° 92.5° 3.12% 0.19° 42.00° 831.98 1.53° 2.08°
+0.01 +5.00 +0.24 +0.01 +1.45 +62.86 +0.13 +0.17

Valores promedio de 4 réplicas + desviacion estandar. Alimentos PCA-25, PCA-50, PCA-75 y PCA-100 (correspondientes a 25,
50,75 y 100% de sustitucion de la pasta de soya por pasta de cartamo alta en proteina). Valores con diferente superindice dentro
de la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).
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El mayor consumo de alimento lo presentaron los camarones que fueron alimentados con el
alimento control, sin embargo no se encontraron diferencias significativas no se (P>0.05)

(Tabla XXI).

2.2.1.4. Sustitucion de la mezcla trigo-pasta de soya por pasta de cartamo baja en
proteina

Después de 45 dias de experimentacion la supervivencia fue superior al 87.5% con
todos los tratamientos (Tabla XXII). La sustitucion de la mezcla trigo-pasta de soya por
pasta de cartamo baja en proteina tendié a disminuir el crecimiento y la eficiencia proteica
y aumentar la TCA, sin embargo no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre

los tratamientos (Tabla XXII).

2.2.1.5. Actividad enzimatica digestiva

La Tabla XXIII muestra la actividad enzimatica especifica de proteinasas, tripsina y
amilasa de camarones L. vannamei alimentados con alimentos en donde se sustituyd
totalmente la pasta de soya por pasta de cartamo alta en proteina (PCA-100) y donde se
sustituy6 la mezcla trigo-pasta de soya por pasta de cartamo baja en proteina (PCB-100).
La cantidad de proteina soluble se increment6 significativamente en los camarones que
fueron alimentados con PCB-100. La actividad enzimdtica no fue significativamente
influenciada por la inclusion de los productos de cartamo en el alimento (P > 0.05). El valor
mas alto de proteinasas fue obtenido en el alimento con PCA-100 (7.9 U/mg proteina). La
actividad de tripsina no fue significativamente diferente en ninguno de los tratamientos. La

actividad especifica més alta de amilasa fue encontrada en los camarones que se
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alimentaron con el alimento control, siendo significativamente diferente con respecto a los

que se alimentaron con el alimento PCB-100 (Tabla XXIII).

2.2.1.6. Contenido de proteina en el musculo del camaron

En la Figura 9 se muestra el contenido de proteina en el musculo de los camarones
al inicio del experimento, asi como de camarones al final del experimento que fueron
alimentados con los alimentos Control, PCA-100 y PCB-100. Se muestra que hubo un
incremento en la cantidad de proteina en el musculo de los camarones al final con respecto
al inicio del experimento. Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
alimenticios. Donde la mayor cantidad de proteina en el musculo de los camarones

(83.71%) se presentd cuando fueron alimentados con el alimento PCB-100.
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Tabla XXII. Resultados zootécnicos de juveniles de camaron L. vannamei para evaluar la sustitucion de la mezcla trigo-

pasta de soya por pasta de cartamo baja en proteina inclusion

Alimento Peso Supervivencia Peso Alimento Alimento Tasa de Factor de Eficiencia

Inicial (%) final consumido  consumido crecimiento  conversion proteica
(9) (9) (g/org/dia) Total (g) (%) alimenticia

Control 0.35 90.0° 3.32° 0.21° 4550 853.26" 1.62° 1.91°
+0.01 +8.16 +0.30 +0.01 +1.72 +63.95 +0.14 +0.16

PCB-25 0.34° 90.0° 3.00° 0.20° 41.65° 778.09% 1.66" 1.86°
+0.02 +8.16 +0.33 +0.03 +3.33 +82.87 +0.07 +0.07

PCB-50 0.35% 87.5°% 2.97° 0.20° 40.33* 739.99 % 1.65° 1.87°%
+0.01 +12.58 +0.33 +0.05 +4.13 +79.23 +0.12 +0.13

PCB-75 0.34* 87.5° 2.73° 0.21° 43.98° 694.26" 1.98° 1.56°
+0.01 +9.57 +0.19 +0.03 +2.44 +50.56 +0.12 +0.10

PCB-100 0.35° 90.0° 2.82° 0.21° 4524° 71029 1.93° 1.60°
+0.01 +8.16 +0.23 +0.03 +4.37 +52.85 +0.09 +0.07

Valores promedio de 4 réplicas + desviacion estandar. Alimentos PCB-25, PCB-50, PCB-75 y PCB-100 (correspondientes a 25,
50,75 y 100% de sustitucion de la mezcla trigo-pasta de soya por pasta de cartamo baja en proteina). Valores con diferente
superindice dentro de la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).
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Tabla XXIII. Proteina soluble (mg/mL) y actividad especifica (U/mg Proteina) de

diferentes enzimas en el hepatopancreas del camaron blanco.

Alimentos®
CT PCA-100 PCB-100
Proteina soluble 8.8+0.9a 8.9+0.5* 9.6+1.0a
Proteinasas totales 7.0+£0.5a 7.94+2.22 7.3+0.8a
Tripsina 52.5+5.1a 51.8+£3.4* 48.8+4.8a
Quimotripsina 835.0+140.6a 827.4+76.8a 677.5+89.76a
Amilasa 351.04+33.4a 348.6+19.6a 327.1429.7a

? Letras diferentes dentro de las filas indican diferencias significativas (P < 0.05); °CT =
Alimento control; PCA-100 = 100% de sustitucion de la proteina de la pasta de soya por
pasta de cartamo alta en proteina; PCB-100 =100% de sustitucion de la mezcla trigo-pasta
de soya por pasta de cartamo baja en proteina.

85 - b b a
80 -
75 -
70 -

65 -

% de proteina

60 -

55 A

Inicio cT PCA-100 PCB-100

Figura 9. Composicion de proteina en el musculo de los camarones al inicio, y al final del
bioensayo de crecimiento después de haber sido alimentados con el alimento control (CT),
y los alimentos donde se sustituy6o al 100% pasta de soya por pasta de cartamo alta en
proteina (PCA-100) o la mezcla trigo-soya por pasta de cartamo baja en proteina (PCB-
100).
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2.2.2. Experimento de CUDA
2.2.2.1. Sustitucion de la pasta de soya por pasta de cartamo alta en proteina
Los resultados de los analisis proximales de los alimentos se presentan en la Tabla

XX, ver seccion 2.2.1.2.

Las condiciones de cultivo durante el bioensayo para determinar los CUDA in vivo fueron
27.0 £ 0.3°C, 40.0 = 0.5ups y 5.5 £ 0.5 mg/mL de oxigeno disuelto, las cuales se

mantuvieron constantes para todos los tratamientos.

En la Tabla XXIV se muestran los CUDA de materia seca, proteina, lipidos y carbohidratos
de los alimentos en donde se sustituyd la pasta de soya por pasta de cartamo alta en
proteina. Los CUDAms de los alimentos variaron entre 71.2% a 82.7%. Se observa que a
medida que se incrementd la sustitucion de la pasta de soya con el cartamo el CUDAms
disminuy6. Los mayores CUDAp se obtuvieron con los alimentos CT y PCA-25 (91.4% y
89.5%, respectivamente), mientras que los menores CUDAp se observan con los mayores
niveles de sustitucionPCA-50, PCA-75 y PCA-100. El mayor CUDAI se obtuvo con el

alimento CT (93.7%) y el menor fue con el alimento PCA-100 (89.9%).
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Tabla XXIV. CUDA (% * DE) de materia seca, proteina, lipidos y carbohidratos de

los alimentos para juveniles de camarones L. vannamei

Alimentos’

CT PCA-25 PCA-50 PCA-75 PCA-100
Materia 82.74+0.59a 78.77+0.58b  78.36+0.85b  75.44+0.19¢ 71.21+0.46d
seca
Proteina 91.41+0.75a 89.45+0.25ab 88.22+1.67b  88.72+0.12b  85.69+0.50c
Lipidos 93.68+0.43a 91.46+0.04b 91.04*1.11bc 91.26+0.28bc 89.89+0.59¢

'DC = Alimento control; Alimentos; PCA-25, PCA-50, PCA-75 y PCA-100
(correspondientes a 25, 50, 75 y 100% de sustitucion de la pasta de soya por pasta de
cartamo alta en proteina, respectivamente, en base seca). Valores con diferentes letras
dentro de las filas indican diferencias significativas (P<0.05).
2.2.2.2. Sustitucion de la mezcla trigo-pasta de soya por pasta de cartamo baja en proteina
En la Tabla XXV se muestran los CUDA de materia seca, proteina, lipidos y
carbohidratos de los alimentos en donde se sustituyd la mezcla trigo-pasta de soya pasta de
soya por pasta de cartamo baja en proteina. Los CUDAms de los alimentos variaron entre
56.7% a 82.7%. Se observa que a medida que se incrementd la sustitucion de la mezcla
trigo-pasta de soya con la pasta de cartamo baja en proteina el CUDAms y CUDAI
disminuyeron. El alimento PCB-100 fue significativamente diferente con respecto a los
demas tratamientos. Los mayores CUDAp se obtuvieron con los alimentos CT y PCB-25
(91.4% y 85.2%, respectivamente), aunque fueron significativamente diferentes entre si,

mientras que los menores CUDAp se obtivieron con los mayores niveles de sustitucion

PCB-50, PCB-75 y PCB-100. Entre los alimentos donde se utiliz6 pasta de cartamo baja en
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proteina no se encontraron diferencias significativas en los CUDAp y CUDAL y fueron

significativamente menores que el alimento (CT).

Tabla XXV. CUDA (% + DE) de materia seca, proteina, lipidos y carbohidratos de los

alimentos para juveniles de camarones L. vannamei

Alimentos’

CT PCB-25 PCB-50 PCB-75 PCB-100

Materia seca  82.74+0.59*  68.87+1.51b  65.07+£1.72b  62.95+0.52b 56.68+1.62c¢
Proteina 91.41+0.75*  85.21+1.44b  83.33+3.32b 85.31+£0.17b  82.90+0.28b
Lipidos 93.68+0.43*  87.80+0.42b  85.26+2.18b 86.45+0.44b 86.27+0.52b

'CT = Alimento control; Alimentos; PCB-25, PCB-50, PCB-75 y PCB-100
(correspondientes a 25, 50, 75 y 100% de sustitucion de la mezcla trigo-pasta de soya por la
pasta de cartamo baja en proteina, respectivamente, en base seca). Valores con diferentes
letras dentro de las filas indican diferencias significativas (P<0.05).
2.3. Discusion

Entre los ingredientes vegetales usados en la nutricion animal, la pasta de soya es la
fuente de proteina mas ampliamente utilizada debido a la calidad nutricional, costo y
amplia disponibilidad en el mercado (Akiyama et al., 1991). El uso de la pasta de soya en
la alimentacion de camarones se ha incrementado; sin embargo, la utilizacion de este
insumo en la alimentaciéon de humanos y alimentos para organismos terrestres se también
se ha incrementado, y la superficie sembrada disminuye por la produccion de maiz para
produccién de bioetanol, por lo que la incorporacion de este ingrediente en alimentos para

acuicultura se hace menos favorable. Como alternativa para reducir los posibles efectos

negativos de la alta demanda de pasta de soya, en este Capitulo se evaluo la sustitucion de
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la misma con pasta de cartamo, que es un ingrediente mas econdémico, no utilizado en la

alimentacion de humanos y que se encuentra disponible en el mercado.

El crecimiento observado en este estudio con el alimento control (0% de sustitucion) fue de
66 mg/d. Este crecimiento es menor a lo observado en otros estudios utilizando juveniles de
P. monodon y L. vannamei en condiciones de cultivo en laboratorio. Por ejemplo
Sudaryono et al. (1999b) reportaron un crecimiento de 91 mg/d en camarones P. monodon
de 4.35 g alimentados con alimentos experimentales (40% proteina) durante 42 dias. Cruz-
Suérez et al. (1992) utilizando camarones P. monodon de 2.2 g alimentados con alimentos
experimentales (49% proteina) a base de harina de calamar durante 40 dias reportaron un
crecimiento de 95.8 mg/d. Davis et al. (2002) reportaron un crecimiento de 99 mg/d en
camarones L. vannamei de 0.66 mg alimentados con peletizados experimentales (36%
proteina) a base de pescado-soya-trigo durante 49 dias. Smith et al. (2007) utilizando
camarones L. vannamei de 3.34 g alimentado con alimentos peletizados (42% proteina) a

base de pescado-krill-trigo durante 50 dias reportaron un crecimiento de 111 mg/d.

No se encontré un patron claro en la mayoria de los parametros de evaluacion
(supervivencia, crecimiento en peso, FCA y EP); sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas a medida que se incremento la sustitucion de la pasta de soya por
la pasta de cartamo alta en proteina, sugiriendo que esta pasta puede sustituir totalmente la
pasta de soya a un nivel de inclusion de 11.25% en el alimento control, sin tener efectos
significativos en el crecimiento de los organismos a pesar de la baja digestibilidad en

materia seca de la pasta de cartamo con respecto a la pasta de soya. Estos resultados
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contrastan con lo reportado por Sudaryono et al. (1999b) donde evaluaron la sustitucion de
la pasta de soya por harina de lupino de un alimento de referencia que contenia 24% de
inclusion de harina de pescado, encontrando que el crecimiento y utilizacion del alimento
es afectado cuando se hace la sustitucion total de la pasta de soya. Por otro lado nuestros
resultados concuerdan con lo reportado por otros estudios en donde se pudo sustituir
totalmente la pasta de soya sin tener efectos negativos en el crecimiento de otras especies
de peces y camarones (Hughes 1988, 1991; Bautista-Teruel et al., 2003). En éste estudio el
alimento control no tenia un nivel de muy elevado de pasta de soya, por lo que para hacer
una recomendacion mas acertada sobre el nivel 6ptimo de sustitucion de la soya habra que
estudiar si la pasta de cartamo podria sustituir a la soya cuando el nivel de inclusion de ésta
en el alimento sea mayor. Asi como evaluar sus posibles efectos sobre la atractabilidad,

palatabilidad y por ende consumo y CUDAms.

Estudios sobre la palatabilidad del cartamo para camarones peneidos no se encuentran en la
literatura. Aparentemente en este experimento la inclusion del cartamo no afect6 de manera
significativamente el consumo de los alimentos. El consumo de los alimentos es
generalmente relacionado con el contenido de atractantes en el alimento (Alvarez et al.,
2005). Se ha reportado que ciertos aminoacidos como la alanina y la glicina son buenos
atractantes para camarones L. vannamei y L. setiferus (Clark et al., 1993). La pasta de
cartamo alta en proteina tiene 4.79 y 7.83% de estos aminoacidos que posiblemente
pudieron ayudar en la atractabilidad de los alimentos a estos niveles de inclusion. El alto
contenido de harina de pescado en los alimentos también pudo mantener una buena

atractabilidad.
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Se decidid probar la mezcla trigo-soya, dado que la pasta de cartamo baja en proteina por si
sola no podia sustituir totalmente la proteina de la pasta de soya debido a la diferencia de
proteina que existe entre estos ingredientes (47.9% vs 26.8%). En este experimento no se
detectaron diferencias significativas en la supervivencia y el alimento consumido entre los
tratamientos; sin embargo, el factor de conversion alimenticia y la eficiencia proteica
muestran un progresivo deterioro (aumento del FCA y decremento de la EP) cuando se
incremento el nivel de inclusion de la pasta de cartamo baja en proteina que llegd a ser
significativo con respecto al alimento control en los alimentos PCB-75 y PCB-100. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Sudaryono et al. (1999b) en donde
encontraron que niveles altos (75 y 100%) de sustitucion de la pasta de soya por lupino en
alimentos para juveniles de camardon P. monodon disminuyen el crecimiento. Por lo
anterior, la pasta de cartamo baja en proteina puede remplazar solo parcialmente la mezcla
de trigo-soya sin afectar la utilizacion del alimento. La disminucion de la eficiencia del
alimento se puede deber al incremento de la fibra en los alimentos PCB-50, PCB-75 y
PCB-100%. Aunque la soya y el cartamo son deficientes en metionina y lisina (Tacon,
1990; Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000), el contenido de estos aminoacidos en el cartamo
es menor en comparacion con la soya, una posible deficiencia de metionina y lisina pudo
ser también responsable de la disminucioén de las tasas de crecimiento de los camarones

alimentados con los alimentos PCB-75 y PCB-100% con respecto al alimento control.

La actividad de las enzimas digestivas de los camarones alimentados con altos niveles de la
pasta de cartamo alta y baja en proteina no fue disminuida, debido a esto se comprueba que

los inhibidores de proteasas presentes en el cartamo no afectan significativamente la
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actividad de estas enzimas. Similares resultados han sido reportados cuando se utilizan
ingredientes vegetales con bajos niveles del inhibidor de tripsina (Mohamed y Rayasdurate,
1995; Robaina et al., 1995). Estos resultados son favorables, dado que se comprueba que

no se afecta la capacidad digestiva por efecto los alimentos con pasta de cartamo.

El porcentaje de proteina en el musculo de los camarones alimentados con las pastas de
cartamo obtenido en este estudio, es superior al reportado en camarones alimentados con
alimentos con diferentes niveles de harina de algodén en juveniles L. vannamei (Lim,
1996). Por otro lado el contenido de proteina en el musculo de los camarones no se
correlaciono con el crecimiento final de los camarones como ha sido reportado (Lim,

1996).

Los CUDA de materia seca, proteina y lipidos de los alimentos en donde se remplazo la
pasta de soya por pasta de cartamo alta en proteina disminuyeron a medida que se
increment6 el nivel de sustitucion, lo que muestra que la digestibilidad de la pasta de soya
es mayor que la pasta de cartamo, sin embargo estos resultados son similares a lo reportado
en la literatura para alimentos en donde se sustituy6 la pasta de soya por harina de lupino
(Sudaryono et al., 1999b). Los datos indican que los juveniles de camarén L. vannamei
pueden digerir eficientemente los alimentos que contienen altos niveles de inclusion (15 y
20%) de pasta de cartamo alta en proteina. La buena digestibilidad de proteina de los
alimentos con pasta de cartamo alta en proteina se puede deber a que las proteinas de este
ingrediente fueron mas hidrolizadas por las enzimas digestivas debido a que la pasta de

cartamo alta en proteina contiene bajos niveles de factores antinutricionales como son el

Galicia-Gonzalez Alfonso, 2009, Tesis Doctoral



112
Capitulo Il. Sustitucién de la soya por pasta de cartamo

inhibidor de tripsina. Desafortunadamente no existen en la literatura datos en donde se

reporte la digestibilidad de proteina del cartamo en camarones.

Los CUDA de materia seca, proteina y lipidos de los alimentos en donde se remplaz6 la
mezcla trigo-soya por pasta de cartamo baja en proteina disminuyeron a medida que se
increment6 el nivel de sustitucion de la pasta de soya. Esto muestra que la digestibilidad de
la mezcla trigo-pasta de soya es mayor que la de la pasta de cartamo baja en proteina.
Bautista-Teruel et al. (2003) reportan valores de los CUDA de proteina de alimentos con
chicharo (Pisum sativum) en camarones P. monodon entre 82.8% y 87.5%. Los CUDA de
proteina obtenidos en este trabajo 82.9% y 91.4% son similares con los resultados

obtenidos por dichos autores.

2.4. Conclusiones

e La pasta de cartamo puede reemplazar la pasta de soya o una mezcla de trigo-soya,
peso por peso, sin causar disminucion significativa en el rendimiento de los camarones

a pesar de su mayor contenido de fibra y su menor digestibilidad de materia seca.

e La sustitucion total de la mezcla trigo-pasta de soya por pasta de cartamo baja en
proteina no afectd la supervivencia y crecimiento, sin embargo la utilizacion del
alimento si se vio afectada, por lo que se recomienda no sustituir mas del 75% de esta

mezcla.
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La inclusion de los productos de cartamo en los alimentos no tuvo un efecto

significativo sobre la actividad de las enzimas digestivas.

El contenido de proteina en el misculo de los camarones alimentados con el alimento

no se afecto con la inclusion de pasta de cartamo, siendo igual que el alimento control.

No se mejoraron los CUDA de los alimentos en donde se sustituy? la pasta de soya con

pasta de cartamo alta en proteina, asi como los alimentos en donde se sustituyo la

mezcla trigo-pasta de soya en comparacion con el alimento control.
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CAPITULO 3
EFECTO DE LA SUSTITUCION PARCIAL DE LA PROTEINA DE HARINA DE
PESCADO CON LA PROTEINA DE LA PASTA DE CARTAMO EN ALIMENTOS
SUPLEMENTADOS O NO CON D-L METIONINA SOBRE EL CRECIMIENTO

PONDERAL Y LOS CUDA DE JUVENILES DE CAMARON L. VANNAMEI

3.1. Material y métodos
3.1.1. Experimento de crecimiento

Se evalud la pasta de cartamo alta en proteina (PCA) donada por Aceites del Mayo
S.A. de C.V., Sonora, México. La formulacion de los alimentos se hizo como se menciona

en la seccion 1.1.8.1.

3.1.1.1. Organismos experimentales
Se utilizaron postlarvas de camarones utilizados fueron de la especie L. vannamei
(Boone, 1931), donados por la empresa Acuacultura Mahr (La Paz, B.C.S.). La

aclimatacion y alimentacion se realizdé como se menciona en la seccion 2.1.1.1.

3.1.1.2. Diserio experimental y condiciones de cultivo

Se formularon 7 alimentos: un alimento control (CT), tres con diferentes niveles de
sustitucion de la proteina de la harina de pescado por la proteina de la pasta de cartamo alta
en proteina (D-22, D-44 y D-66) y tres con diferentes niveles de sustitucion de la harina de
pescado por la proteina de la pasta de cartamo alta en proteina suplementada con D-L

metionina (D-22CM, D-44CM y D-66CM) (Tabla XXVI). Todos los alimentos se
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formularon para contener 32.5% de proteina y 8.5% de lipidos, asi como satisfacer el
contenido de aminoacidos esenciales para camaron segun lo sugerido por Akiyama et al.
(1991) y la relacion proteina/energia (80 mg proteina/Kcal) reportado por Cruz-Sudrez et

al. (2000).

El sistema experimental utilizado fue el mismo que se menciona en la seccion 1.1.8.2.

Después de una semana de aclimatacion, los juveniles de camarén blanco L. vannamei se
pesaron individualmente y se seleccionaron 280 camarones con peso promedio de 222 +
0.005 mg. Se distribuyeron aleatoriamente en 28 acuarios a razén de 10 organismos por

acuario, a manera de contar con cuatro réplicas por cada tratamiento alimenticio.

La proteccion de la D-L-metionina se realizd6 de la siguiente manera: se calentd agua
destilada a 60°C para hacer una gelatina con la caboxil-metil-celulosa (CMC; 99%, Fermex,
Meéxico), se dejo enfriar, posteriormente ésta gelatina se mezcld en una proporcion de 7.5%
de CMC con 92.5% de D-L-metionina (p/p), finalmente la mezcla se liofilizé y se moli6 a

menos de 250um.

Las condiciones de cultivo durante el bioensayo de crecimiento fueron las mismas que las

reportadas en la seccion 2.1.1.2.
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Tabla XXVI. Composicion de los alimentos (g/100g alimento, en base himeda) usados para determinar la sustitucion de

la proteina de la harina de pescado por proteina de la pasta de cartamo alta en proteina.

Nivel de sustitucion Nivel de sustitucién
Sin D-L metionina Con D-L metionina
Ingrediente (Base Humeda) CT D-22 D-44 D-66 D-22CM D-44CM D-66CM

Harina Integral de Trigo' 43.59 35.82 28.11 20.37 35.76 27.96 20.13
Harina de Pescado® 25.00 19.50 14.00 8.50 19.50 14.00 8.50
Pasta de Soya3 19.72 22.16 24.68 27.17 22.19 24.73 27.24
Pasta de cartamo alta en proteina® 10.17 20.21 30.32 10.17 20.21 30.32
Aceite de Pescado’ 3.40 4.05 4.70 5.35 4.05 4.71 5.36
Acido Alginico6 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Premezcla Vitaminas Crustaceos’ 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80
Lecitina de Soya8 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
Fosfato Dibasico de Sodio’ 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20
Oxido Crémico' 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Premezcla de Minerales Crustceos'' 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Cloruro de Colina 62%"? 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitamina C" 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
BHT" 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
D-L Metionina protegida'® 0.043 0.10 0.15

'Proteinas Marinas y Agropecuarias, Guadalajara, México. PC = 15.44% y EE = 2.08% (HIT0607-1); *Proteinas Marinas y Agropecuarias, Guadalajara,
México. PC = 64.87% y EE = 10.95 (HP0607-1); *Proteinas Marinas y Agropecuarias, Guadalajara, México. PC = 47.98% y EE = 0.88% (Psoy0607-1);
*Aceites del Mayo, Sonora, México. 35.30% y EE = 0.99% (PCA); *Proteinas Marinas y Agropecuarias, Guadalajara, México (AcPes0607); “Sigma, A-
7128; "(VITCRU0604) (Anexo 2); %(LSoy0607); *Sigma, S-0876; "*Impex, 12233; ''(MINCRU0409) (Anexo 3); '(CloCol98); "*(Stay-C 35% aa ROCHE,
DF, México); ICN, 101162; "“Fabricada en el laboratorio de Nutricién Acuicola, CIBNOR (92.5-CMC7.5-D-L-metionina)

Galicia-Gonzalez Alfonso, 2009, Tesis Doctoral



117
Capitulo I1l. Sustitucion del pescado por pasta de cartamo

3.1.1.3. Criterios de evaluacion
Los criterios para evaluar los tratamientos alimenticios fueron los mismos que los

que se describen en la seccion 2.1.1.3.

Al inicio y final del bioensayo se disectaron 5 camarones en estadio de intermuda como se
describe en la seccion 2.1.1.3, para determinar el contenido de proteina soluble, actividad
enzimatica de proteasas alcalinas totales, tripsina, quimotripsina y a-amilasa se siguieron

los métodos descritos en las secciones 1.1.9.2 a 1.1.9.6.

3.1.2. Experimento de CUDA
Para este experimento se utilizaron los mismos alimentos que el experimento de

crecimiento (Tabla XXVI).

3.1.2.1. Organismos experimentales

Se utilizaron camarones juveniles de la especie L. vannamei (Boone, 1931),
donados por la granja Camaro6n Surefio, ubicada en el poblado de Meliton Albafies, B.C.S.,
mismos que fueron aclimatados y alimentados siguiendo la metodologia descrita en la

seccion 2.1.2.1.

3.1.2.2. Diserio experimental y condiciones de cultivo
Después de una semana de aclimatacion, los juveniles de camardn blanco L.

vannamei se pesaron individualmente y se seleccionaron 140 camarones con peso entre
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14.6 y 14.7 g. Se distribuyeron aleatoriamente en 28 acuarios a razoén de 5 organismos por

acuario, a manera de contar con cuatro réplicas por cada tratamiento alimenticio.

Para medir la digestibilidad in vivo se disefaron 7 alimentos como se menciona en la

seccion 3.1.1.2. (Tabla XXVI).

La colecta de las heces en cada acuario se realizd6 como se describe en la seccion 1.1.8.4.
Posteriormente, las heces fueron analizadas por triplicado para determinar su contenido de

proteina, lipidos, carbohidratos y 6xido cromico como se menciona en la seccion 1.1.2.

3.1.2.3. Criterios de evaluacion
Se estimaron los CUDA de materia seca, proteinas, lipidos y carbohidratos de los

alimentos como se describe en la seccion 1.1.8.5.

3.1.3. Andlisis estadisticos
Los analisis estadisticos que se utilizaron para determinar diferencias

significativas entre los tratamientos son los que se mencion6 en la seccion 1.1.13.

3.2. Resultados
3.2.1. Experimento de crecimiento
3.2.1.1. Parametros fisicoquimicos
Los parametros fisicoquimicos del agua registrados durante el experimento no

fueron diferentes entre los tratamientos (P>0.05): temperatura (27-27.9 °C), salinidad
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(39.5-40.2 ups) y oxigeno disuelto (5.4-5.8 mg/L). Estos valores se mantuvieron durante
todo el experimento y estdn dentro de los intervalos recomendados para el cultivo de

camarones peneidos (Lawrence, 1985).

3.2.1.2. Analisis proximal de los alimentos

Los alimentos que se utilizaron en este experimento presentaron un contenido
proteico que varid de 34.47% en el alimento control a 37.7% en el alimento del 66% de
sustitucion de la proteina de la harina de pescado por proteina de la pasta de cartamo alta en

proteina (D-66) (Tabla XXVII).

El contenido de extracto etéreo varid de 8.5% a 7.9% entre todos los tratamientos. El
contenido de fibra se incrementd a medida que aumentd el nivel de sustitucion de la
proteina de la harina de pescado. El alimento control fue el que presentd el mayor
contenido de cenizas (11.8%), mientras que el menor contenido lo presento6 el alimento D-

66CM. El contenido de energia bruta vario entre 4242 y 4524 cal/g (Tabla XXVIII).
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Tabla XXVII. Composicion quimica proximal de los alimentos utilizados para determinar el efecto de la sustitucién de la
proteina de la harina de pescado por proteina de la pasta de cartamo alta en proteina en el alimento, con y sin D-L-

metionina adicionada.

Nivel de sustitucién de proteina Nivel de sustitucién de proteina de
de pescado® pescado®
Nutriente Sin D-L metionina Con D-L metionina
(2/100g base seca) CcT D-22 D-44 D-66 D-22CM  D-44CM D-66CM
1

Humedad (%) 8.0 6.0 7.7 75 7.4 77 7.1

+1.5 +0.2 +0.1 +0.1 +0.0 +0.1 +0.1
’ 1

Proteina bruta 344 35.6 36.7 37.2 35.3 35.8 35.5

+0.2 +03 +0.1 +0.2 +0.1 +0.2 +0.1
r 1

Extracto etéreo 79 8.2 79 8.5 8.1 8.4 8.4

+0.1 +0.1 +0.0 +0.0 +0.1 +0.0 +0.0
. 1

Fibra 03 0.8 12 2.0 14 18 3.1

+0.0 +0.2 +0.1 +0.6 +0.3 +0.2 +0.3
.o

Cenizas 10.8 10.4 9.7 9.1 10.6 9.6 9.2
+0.4 +0.0 +0.1 +0.0 +0.0 +0.2 +0.2

E.LN.? 46.7 45.0 44.5 432 44.7 445 43.8

Energia (cal/g) 4467 4460 4595 4524 4242 4406 4430
+11 428 425 425 +43 +31 420

'Valores promedio de tres réplicas + desviacién estandar, expresados en g/100 de materia seca, excepto humedad. *ELN=
Extracto libre de nitrogeno. *CT= Alimento control; D-22, D-44 y D-66 (correspondientes a 22, 44 y 66% de sustituciéon de la
proteina de la harina de pescado por la proteina de la pasta de cartamo alta en proteina, respectivamente, en base seca); D-66CM
D-66CM (correspondientes al 66% de sustitucion de la proteina de la harina de pescado por la proteina de la pasta de cartamo
alta en proteina y con suplementacion de D-L metionina).
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3.2.1.3 Parametros zootécnicos

Después de 45 dias de experimentacion la supervivencia en todos los tratamientos
fue superior al 83.3% y no se encontraron diferencias significativas entre los mismos
(Tabla XXVIII). Los tratamientos D-66 y D-66CM fueron los que permitieron obtener el
mayor peso promedio final en los camarones (4.26 y 3.96 g), asi como también las mayores
tasa de crecimiento (1756.9 y 1644.7%), mientras que los tratamientos D-22 y CT fueron
los que resultaron en el menor peso promedio (3.32 y 3.37 g) y la menor tasa de
crecimiento. No se encontraron diferencias significativas en el Factor de Conversion
Alimenticia (FCA) y la Eficiencia Proteica (EP) entre en ninguno de los tratamientos
alimenticios. En el consumo de alimento, no se encontraron diferencias significativas entre

estos tratamientos (P>0.05) (Tabla XXVIII).
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Tabla XXVIII. Resultados zootécnicos finales (45 dias) de juveniles de camaron L. vannamei para evaluar el efecto de la
sustitucion parcial de la proteina de la harina de pescado por proteina de la pasta de cartamo alta en proteina en el

alimento, con y sin D-L-metionina adicionada.

Alimento Peso Supervivencia Peso Alimento Alimento Tasa de Factor de Eficiencia
Inicial (%) final consumido consumido crecimiento conversion proteica
(9) (9) (g/org/dia) Total (9) (%) alimenticia
Control
0.223° 83.3° 3.37° 0.12% 45.3% 1417.1° 1.56* 2.00°
+0.006 +5.8 +0.30 +0.03 +10.6 +176.2 +0.23 +0.28
D-22 0.225° 90.0° 3.32° 0.10° 41.8° 1375.4° 1.42° 2.19°
+0.002 +0.0 +0.22 +0.02 +7.4 +104.6 +0.17 +0.26
D-44 0.225° 96.7° 3.57° 0.12% 54,1 1488.0% 1.64° 1.87a
+0.006 +5.8 +0.30 +0.01 +5.9 +125.4 +0.09 +0.11
D-66 0.229° 90.0° 426° 0.16® 63.9° 1756.9° 1.67° 1.85°
+0.007 +10.0 +0.27 +0.00 +5.6 +63.1 +0.17 +0.18
D-22CM 0.223° 86.7° 3.50° 0.12% 47.7% 1473.0° 1.56* 2.01*
+0.003 +11.5 +0.37 +0.03 +10.1 +168.7 +0.27 +0.35
D-44CM 0.226 85.0° 3.81% 0.14% 5508 1591.3® 1.66° 1.85°
+0.006 +7.1 +0.12 +0.01 +1.8 +99.8 +0.05 +0.05
D-66CM , . . . . . . .
0.227° 86.7° 3.96" 0.16* 61.3% 1644.7% 1.75° 1.76*
+0.005 +15.3 +0.57 +0.02 +13.5 +215.2 +0.11 +0.11

'Valores promedio de tres réplicas + desviacion estandar, expresados en g/100 de materia seca, excepto humedad. “ELN=
Extracto libre de nitrégeno. *CT= Alimento control; D-22, D-44 y D-66 (correspondientes a 22, 44 y 66% de sustitucion de la
proteina de la harina de pescado por la proteina de la pasta de cartamo alta en proteina, respectivamente, en base seca); D-66CM
D-66CM (correspondientes al 66% de sustitucion de la proteina de la harina de pescado por la proteina de la pasta de cartamo
alta en proteina y con suplementacion de D-L metionina).
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3.2.1.4. Actividad enzimatica digestiva

La Tabla XXIX muestra la actividad enzimatica especifica de las proteasas alcalinas
totales, tripsina y amilasas de camarones L. vannamei alimentados con alimentos en donde
se sustituyo6 la proteina de la harina de pescado por pasta de cartamo alta en proteina (D-22,
D-44 y D-66) y un alimento en donde se sustituy6 la proteina de la harina de pescado por
pasta de cartamo alta en proteina y se suplementd con D-L metionina (D-66CM). En
general, la concentracion concentracion de proteina soluble, y de actividad de proteasas
generales, tripsina, quimotripsina y amilasa no fue significativamente afectada en los
tratamientos D-22 y D-44, con respecto a la dieta control; en contraste, la proteina soluble,
en los extractos, se increment6 significativamente en los camarones que fueron alimentados
con los alimentos D-66 y D-66CM. La actividad de tripsina, quimotripsina y amilasa fueron
significativamente diferentes entre los tratamientos D-66 y D-66CM, respecto al alimento
control (excepto para quimotripsina para la dieta D-66). En general, se observa que a
medida que se aument6 la sustitucion de proteina de pescado, disminuy6 la actividad
enzimatica digestiva (Tabla XXIX), siendo significativa al 66% de sustitucion y

particularmente en los alimentos que se suplementaron con metionina.
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Tabla XXIX. Proteina soluble (mg/mL) y actividad especifica (U/mg Proteina) de

diferentes enzimas en el hepatopancreas del camardén blanco.

Alimento”
CT D-22 D-44 D-66 D-66CM

Proteina soluble 10.7 11.4 12.2 13.9 13.9

+0.2b +1.1b +1.0ab +0.7a +0.7a
Proteinasas totales 4.8 5.1 4.7 5.1 5.0

+0.4a +0.5a +0.3a +0.3a +0.8a
Tripsina 45.0 43.0 41.0 37.6 37.5

+1.5a +3.4ab +2.7ab +0.9b +1.8b
Quimotripsina 566.2 518.7 499.4 580.0 342.3

+74.7a +44.1ab  +59.4ab +72.8a +39.7b
Amilasa 281.2 255.4 249.8 2134 217.7

+18.6a +17.7ab  £14.0abc +17.1c +12.2bc

*Letras diferentes dentro de las filas indican diferencias significativas (P < 0.05); °CT=
Alimento control; D-22, D-44 y D-66 (correspondientes a 22, 44 y 66% de sustitucion de la
proteina de la harina de pescado por la proteina de la pasta de cartamo alta en proteina,
respectivamente, en base seca); D-66CM D-66CM (correspondientes al 66% de sustitucion
de la proteina de la harina de pescado por la proteina de la pasta de cartamo alta en proteina
y con suplementacion de D-L metionina protegida).
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3.2.2. Experimento de CUDA
3.2.2.1. Sustitucion de la proteina de harina de pescado por pasta de cartamo alta en
proteina sin D-L metionina adicionada

Para este experimento se utilizaron los mismos alimentos que el experimento de
crecimiento (Tabla XXVI). Los resultados de los analisis proximales de los alimentos se

presentan en la Tabla XXVII, ver seccion 3.2.1.2.

Las condiciones de cultivo durante el bioensayo para determinar los CUDA fueron 27.1 +
0.3°C, 40 £ 0.4ups de salinidad y 5.4 + 0.5 mg/mL de oxigeno disuelto, las cuales se

mantuvieron constantes en todos los tratamientos.

En la Tabla XXX se muestran los coeficientes de utilizacion digestiva aparente (CUDA) de
materia seca, proteina y lipidos de los alimentos en donde se sustituyd la proteina de la
harina de pescado por la proteina de la pasta de cartamo alta en proteina, sin
suplementacion de D-L metionina protegida. Los CUDAms de los alimentos variaron entre
68.2 a 78.9%. Se observod que a medida que se incremento la sustitucion de proteina de la
harina de pescado con el cartamo el CUDAms disminuy6. Los mayores CUDAp se
obtuvieron con los alimentos CT y D-66 (91.2 y 89.1%). Mientras que los alimentos en
donde se incluyo¢ la pasta de cartamo no presentaron diferencias significativas entre ellos en
los CUDAp. Tampoco se detectaron diferencias significativas en los CUDAI entre los

tratamientos (Tabla XXX).
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Tabla XXX. CUDA (% + DE) de materia seca, proteina y lipidos de los alimentos para

juveniles de camarones L. vannamei

Alimentos’

CT D-22 D-44 D-66

Materia seca 78.93+4.38a 72.32+1.08ab  70.55+3.24b  68.18+3.06b
Proteina 91.17+1.16a 89.03£0.32b  88.92+0.73b  89.14+0.52b
Lipidos 91.83+3.22a 89.42+1.59a  87.82+1.39a  87.71+1.42a

'CT = Alimento control; Alimentos; D-22, D-44 y D-66 (correspondientes a 22, 44 y 66%
de sustitucion de la proteina de la harina de pescado por la proteina de la pasta de cartamo
alta en proteina, respectivamente, en base seca). Valores con diferentes superindices dentro
de las filas indican diferencias significativas (P<0.05).
3.2.2.2. Sustitucion de la proteina de la harina de pescadopor pasta de cartamo alta en
proteina con D-L metionina adicionada

En la Tabla XXXI se muestran los CUDA de materia seca, proteina y lipidos de los
alimentos en donde se sustituyd la proteina de la harina de pescado por la proteina de la
pasta de cartamo alta en proteina, con suplementacion de D-L metionina. Todos los
CUDAs tendieron a disminuir con el nivel de reemplazo. Los CUDAms de los alimentos
variaron entre 60.9 a 78.9%. Los alimentos D-44CM y D-66CM fueron significativamente
menores con respecto al alimento control. El mayor CUDAp se obtuvo con el alimento
control (91.2%). Los alimentos en donde se sustituyo la proteina de la harina de pescado
por proteina de la pasta de cartamo alta en proteina no presentaron diferencias significativas

en el CUDAp. El CUDAI més alto fue encontrado con el alimento control (91.8%); sin

embargo, no se presentaron diferencias entre los tratamientos (Tabla XXXI).
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Tabla XXXI. CUDA (% + DE) de materia seca, proteina y lipidos de los alimentos

para juveniles de camarones L. vannamei

Alimentos’

CT D-22CM D-44CM D-66CM

Materia seca 78.93+4.38a 69.13+£1.31ab  67.47£7.95b  60.94+3.76b
Proteina 91.17+1.16a 87.57+0.54b  88.26+2.38ab 88.72+1.47b
Lipidos 91.83+3.22a 88.75+1.69a  87.09+4.90a  85.16+2.59a

'CT = Alimento control; Alimentos; D-22CM, D-44CM y D-66CM (correspondientes a 22,
44 y 66% de sustitucion de la proteina de la harina de pescado por la proteina de la pasta de
cartamo alta en proteina y con suplementacion de D-L metionina, respectivamente, en base
seca). Valores con diferentes superindices dentro de las filas indican diferencias
significativas (P<0.05).
3.3. Discusion

Durante los ultimos 20 afios la produccion de harina de pescado se ha mantenido
constante y no se prevé que tenga un incremento (FAOSTAT, 2009). Los alimentos
comerciales para camaron incluyen la harina de pescado en niveles entre el 25% y 50% del
total del alimento, debido a sus cualidades nutricionales; sin embargo, el costo de este
ingrediente es elevado (Amaya et al., 2007). Uno de los factores considerados para reducir
los costos de produccion de los camarones e incrementar las ganancias a los productores es
el uso de alimentos con niveles bajos de harina de pescado y altos niveles de fuentes
proteicas de alta calidad y de bajo costo (Amaya et al., 2007; Suarez et al., 2009). En esta
seccion se evalud la sustitucion parcial de la harina de pescado, trigo y soya por pasta de

cartamo alta en proteina. Recientes estudios han mostrado que en alimentos comerciales

con un nivel de proteina de 30-35% se pueden incluir niveles bajos (7.5-12.5%) de harina
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de pescado sin comprometer el desarrollo de los camarones (Fox et al., 2004). En otro
estudio, Samocha et al. (2004) no encontraron diferencias significativas en el incremento en
peso, supervivencia y eficiencia alimenticia de camarones L. vannamei alimentados con
alimentos experimentales con 32% de proteina, donde el 100% de la harina de pescado fue
sustituida por pasta de soya co-extruida con sub-productos de carne. La inclusion de la
pasta de cartamo para la sustitucion parcial de la proteina de harina de pescado en el
presente estudio resultd satisfactoria hasta un nivel del 66%, de hecho a este nivel
incrementd la tasa de crecimiento y el alimento consumido por L. vannamei. Estos
resultados son similares con lo reportado para P. schmitii donde el 77% de la harina de
pescado fue remplazada con pasta de soya sin afectar el crecimiento de los organismos
(Alvarez et al., 2007). En otro estudio, Suarez et al. (2009) pudieron sustituir la proteina de
la harina de pescado (15% de inclusion) con una combinacion de soya-canola hasta un nivel
de 80% sin tener efectos negativos en el crecimiento de los camarones. Una de las ventajas
que tiene nuestro estudio con respecto a estos dos trabajos es que no fue necesaria la co-
extrusion o mezcla con otros ingredientes; por si sola, la pasta de cartamo alta en proteina
incluida en los alimentos permitié obtener una buena supervivencia durante los 45 dias del
experimento de crecimiento, lo que indica que los alimentos aparentemente tuvieron un

equilibrio adecuado de nutrientes.

La sustitucion parcial de la proteina harina de pescado por pasta de cartamo alta en proteina
no afectd significativamente los valores del factor de conversion alimenticia y eficiencia
proteica con respecto a los obtenidos con los organismos alimentados con el alimento

control. Estos resultados contrastan con lo reportado por Sudaryono et al. (1999b) donde
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encontraron diferencias significativas cuando remplazaron el 100% de la harina de pescado

(24% de inclusion) por harina de lupino en alimentos para juveniles de P. monodon.

El requerimiento de aminodcidos esenciales de especies acudaticas no ha sido bien
establecido y la suplementacion de los alimentos para camaron con aminoacidos cristalinos
no ha mejorado el desarrollo de los organismos de manera constante. Teshima ez al. (1992)
reportaron que la suplementacion de los alimentos con L-metionina cristalina para P.
Jjaponicus no mejorod el crecimiento y la eficiencia alimenticia. Debido a esto algunos
investigadores han tratado de desarrollar nuevas técnicas para minimizar la lixiviacion de
los aminoacidos en el agua (Alam et al., 2004). En el presente estudio no se encontr6 una
mejora en algunos de los criterios de evaluacion (FCA y EP) cuando se suplement6 con D-
L metionina protegida con carboxil metil celulosa. Alam et al. (2004) encontraron mejorias
en el crecimiento de juveniles de P. japonicus cuando fueron alimentados con alimentos
suplementados con aminoacidos cristalinos recubiertos. Estas diferencias se pueden deber a
la naturaleza quimica del material con que fueron cubiertos los aminoacidos. En el caso de
la alimentacion de camarones, varias técnicas como la encapsulacion o ingredientes ligantes
han sido utilizadas para mejorar la biodisponibilidad de los aminoacidos. En nuestro
estudio utilizamos la carboxil metil celulosa por ser un ligante facil de conseguir y porque
se ha reportado que es eficaz para proteger a los aminoacidos contra la lixiviacion

(Millamena et al., 1996, 1998).

Las actividades enzimadticas digestivas del tipo tripsina, quimotripsina y amilasa en el

hepatopancreas de los camarones se vieron afectadas por el nivel de sustitucion de la harina
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de pescado por la pasta de cartamo alta en proteina, esto se pudo deber a la posible
deficiencia en aminoacidos limitantes como lisina y metionina en los alimentos en donde se
sustituyd la proteina de harina de pescado. Rivas-Vega et al. (2006) no encontraron un
efecto en la actividad enzimadtica de proteasas y amilasa cuando alimentaron a camarones L.
vannamei con alimentos experimentales conteniendo 15% de inclusion de harina de frijol
yorimon. Le Moullac et al. (1996) sugirieron que la actividad enzimatica puede estar
regulada por la energia total en del alimento; sin embargo nuestros alimentos fueron

isoenergéticos.

Los CUDAms de los alimentos en donde se sustituyd la proteina de la harina de pescado
por la pasta de cartamo sin suplementacion de D-L metionina protegida disminuyen a
medida que se incrementd el nivel de sustitucion, indicando que los juveniles de L.
vannamei tienen limitada capacidad para digerir alimentos que contienen elevados niveles
de pasta de cartamo alta en proteina, debido a que la actividad de la amilasa y tripsina
fueron disminuidas cuando se incluyo el cartamo. Sudaryono et al. (1996) observaron
también una disminucion de los CUDAms cuando utilizaron alimentos con elevados
niveles (70%) de harina de lupino para alimentar juveniles de P. monodon. Es posible que
la disminucion de los CUDAms haya sido parcialmente causada por el incremento en la
cantidad de fibra en los alimentos, provenientes de la pasta de cartamo. Catacutan (1991)
usando P. monodon, encontrd diferencias significativas en los CUDAms de alimentos que
contenian 7.0% y 3.2% de fibra. En el presente estudio el alimento control (conteniendo
0.3% de fibra) tuvo un CUDAms de 78.9% comparado con 72.3-68.2% con los alimentos

que contenian 0.8-2% de fibra. Akiyama et al. (1989), usando L. vannamei, también reporta
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que alimentos experimentales a base de harina de camar6n con altos contenidos de fibra
tuvieron bajos CUDAms (58.8%) en comparacion con alimentos que contenian harina de

pescado con 0.9% de fibra (64.3%).

En general, los coeficientes de utilizacion digestiva de proteina (CUDAp) de los alimentos
en los que se incluy6 la pasta de cartamo alta en proteina fueron altos con un rango de 88.9
a 89.0%. Estos valores son comparables con otros valores reportados para camarones
peneidos alimentados con alimentos experimentales. Por ejemplo Sudaryono et al. (1999a)
evaluaron la sustitucién de la harina de pescado por harina de lupino en alimentos para
juveniles de P. monodon, reportando valores de los CUDAp entre 89.6 y 93.1%. Cruz-
Suarez et al. (2007) evaluaron el remplazo de la harina de pescado por harina de
subproductos de pollo en alimentos para juveniles de L. vannamei encontrando valores de
los CUDAp entre 86.9 y 90.5%. Posteriormente Hernandez et al. (2008) evaluaron la
sustitucion de la harina de pescado por harina de carne en alimentos para juveniles de L.
vannamei, encontrando valores de los CUDAp entre 73.5 y 85.3%. Se observd una
significativa disminucion de los valores de los CUDAp cuando se incluye el cartamo, que
puede deberse a una disminucion de la digestibilidad aminoécidos esenciales, asi como la
posible disminuciéon del consumo de los alimentos como se ha reportado con otros

ingredientes vegetales como por ejemplo la harina chicharo (Cruz-Suérez ef al., 2001).

Los CUDAI no se vieron afectados por la inclusion del cartamo en los alimentos. Los
valores encontrados en este trabajo (87.7-91.8%) concuerdan con lo reportado en otros

estudios. Por ejemplo Hernandez et al. (2008) reportaron valores de CUDAI entre 83.7 y
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93.6% cuando alimentaron juveniles de camardn L. vannamei con alimentos en donde se

sustituy¢ la harina de pescado por harina de subproductos de carne.

Los CUDA de materia seca, proteina y lipidos de los alimentos en donde se suplementd con
D-L metionina protegida no se incrementaron significativamente en comparacion con los
alimentos en los que no se utiliz6 metiona protegida. Por otro lado los valores de los
CUDA s presentan el mismo patron que los alimentos en los que no se suplementd con D-L
metionina, por lo que creemos que la D-L metionina protegida no indujo un incremento en
la digestibilidad de los camarones, quiza por una mayor velocidad de transito en el tracto
digestivo en comparacion con los aminodcidos que se encuentran unidos en forma de

proteinas.

3.4. Conclusiones

e La pasta de cartamo alta en proteina puede remplazar al menos el 66% de la proteina
de harina de pescado, correspondiendo a un 78% de sustitucion de ésta en el alimento,
sin afectar el crecimiento y la utilizacion del alimento a pesar de producir una
disminucion en la digestibilidad de los alimentos. Por el contrario, a ese nivel de
sustitucion se obtuvo el mejor crecimiento, a pesar de que la digestibilidad de materia

seca, proteina y lipidos fue menor con el cartamo.

e A pesar de que la inclusion de la pasta de cartamo alta en proteina redujo los CUDA de

materia seca y proteina cuando se utilizaron altos niveles (66%) de sustitucion de la
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proteina de la harina de pescado, los valores son comparables con otros alimentos a
base de productos vegetales o animales. Por otro parte la digestibilidad de lipidos no

fue afectada por el remplazo de la proteina de la harina de pescado.

La sustitucion de la proteina de harina de pescado con proteina de la pasta de cartamo

alta en proteina provoco una disminucion de la actividad de las enzimas digestivas.

La suplementacion de D-L-metionia protegida en los alimentos en donde se sustituy6

la proteina de la harina de pescado no tuvo efectos benéficos en el crecimiento, la

utilizacion del alimento ni la digestibilidad aparente de proteina.
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DISCUSION GENERAL
En el presente trabajo, la composicion proximal y quimica (aminoacidos, acidos grasos,
fosforo y calcio) de los productos de cartamo modifico la digestibilidad de los alimentos en
los juveniles de camardn blanco L. vannamei. Lo anterior se observo en algunas de las
variables evaluadas, tales como los CUDAs de proteina, lipidos y energia de los productos
de cartamo (Capitulo 1). Estos resultados tienen implicaciones directas para el cultivo de
camarén, ya que la determinacion adecuada de la digestibilidad permitirda formular
alimentos equilibrados que cubran los requerimientos nutricionales del camaron. Asi
mismo, los resultados obtenidos sugieren que los CUDAs pueden ser usados para reducir la
producciéon de desperdicios. Sin embargo, como se discutio en el capitulo 1, el tipo de
proceso al que fueron sometidos los productos de cartamo modifica su digestibilidad por
los camarones, por lo que se debe de tomar en cuenta al momento de formular los alimentos

y utilizarlos como ingredientes alternativos.

No se detectaron o estan a niveles muy bajos los factores antinutricionales (hemaglutininas,
saponinas, aflatoxinas e inhibidor de tripsina) en los productos de cartamo. Sin embargo,
Hertrampf y Piedad-Pascual (2000) han reportado que el cartamo contiene glucosidos que
le confieren un sabor amargo, lo que ha limitado su uso en la alimentacion de organismos
terrestres (pollos y puercos). Desafortunadamente, estos compuestos no se pudieron
determinar en este estudio por falta de una metodologia adecuada, pero no se descarta que
la presencia de glucosidos pudiera ser una causa de la reduccion de la atractabilidad y el

consumo de los alimentos que fueron observados en los ensayos realizados para ese
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propdsito. Por lo anterior, se concluye que el uso de los diferentes productos de cartamo, a
un nivel de inclusion de 30% en los alimentos para juveniles de camaron blanco, disminuye
la atractabilidad y el consumo del alimento en comparacion con el alimento control, por lo
que seria necesario incluir atractantes y fagoestimulantes en este tipo de alimentos para L.
vannamei cuando el alimento tiene un alto contenido de los productos de cartamo. No
obstante, cuando los productos de cartamo fueron utilizados en los alimentos a niveles de
inclusion diferentes (tanto mas bajos, como mas elevados; Capitulos 2 y 3) en los
bioensayos de crecimiento no se observaron efectos negativos sobre el consumo del
alimento, lo cual es muy alentador, y deja pensar que los productos de cartamo podrian
utilizarse como ingredientes alternos a la pasta de soya o parcialmente para la harina de

pescado en los alimentos para organismos juveniles de L. vannamei.

Por otra parte, existi6 una correlacién positiva (r* = 0.87; P<0.05) entre los CUDA de
proteina y la digestibilidad in vitro de proteina obtenida utilizando un sistema pH-stat. Al
respecto, existe bastante controversia sobre la correlacion de las digestibilidades de proteina
en camarones L. vannamei. (Siccardi et al. 2006). Sin duda, se requieren realizar mas
investigaciones antes de que éstos resultados puedan utilizarse para predecir los CUDAs.
Los resultados de digestibilidad in vitro podrian reemplazar a los trabajos de digestibilidad
in vivo solamente si son capaces de predecir la compleja naturaleza de la digestion de los
camarones, la que se ha demostrado que esta modulada por los componentes del alimento
(Moyano-Lopez, 2006). A pesar de haber tenido una aceptable correlacion entre la

digestibilidad in vitro de proteina y los CUDA de proteina de los ingredientes, no se
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encontrd una correlacion entre la digestibilidad in vitro de proteina y los CUDA de proteina
de los alimentos con 30% de los productos de cartamo. Lo anterior muestra que el método
in vitro utilizado no parece suficientemente adecuado para predecir los resultados obtenidos

en los bioensayos de digestibilidad in vivo.

En el presente estudio (Capitulo 2) se demostrdé que es posible sustituir en el alimento una
mezcla de pasta de soya-trigo con la pasta de cartamo baja en proteina, sin afectar el
consumo del alimento y el crecimiento en peso de los juveniles de camarén L. vannamei.
Ahora bien, desde un punto de vista econdmico, la pasta de cartamo baja en proteina tiene
un precio de $ 220 dolares/t, mientras que la pasta de soya cuesta $ 538 dolares/t (precios
proporcionados por parte de la empresa Aceites del Mayo, Navojoa, Son. México; Junio de
2009) y la tonelada de trigo cuesta aproximadamente 340 dolares. Considerando lo anterior,
los tratamientos alimenticios PCB-75 y PCB-100 (75 y 100% de sustitucion de la mezcla
pasta de soya-trigo con pasta de cartamo baja en proteina) permiten disminuir el costo del
alimento en 11.5 y 15.4% con respecto al alimento control. Esta reduccion del costo se
tiene que analizar con cuidado ya que cuando se toma en cuenta el factor de conversion
alimenticia para calcular el costo de produccion de kilogramo de camarén no hay una
disminucion en el costo. Esto se puede deber a que los CUDAs de materia seca, proteina y
lipidos disminuyeron a medida que se incremento la sustitucion de la pasta de soya. Cruz-
Suérez et al. (2009) reportan una mayor digestibilidad de materia seca (84.2%) y proteina
(96.9%) en productos de soya en comparacion con los obtenidos en este trabajo para la

pasta de cartamo baja en proteina para materia seca (47.8%) y para proteina (87.6%). Esto
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se puede deber a la diferencia en la digestibilidad de aminoacidos y la diferencia en el

porcentaje de fibra entre la pasta de soya (0.59%) y el cartamo (17.07%).

En el caso de los alimentos en donde se sustituy6 la pasta de soya con pasta de cartamo alta
en proteina, los tratamientos PCA-75 y PCA-100 (75 y 100% de sustitucion) permiten
disminuir los costos del alimento en 5.4 y 7.1% con respecto al alimento control. Si
tomamos en cuenta el factor de conversion alimenticia obtenido en el experimento de
crecimiento, se pueden disminuir los costos de produccion de kilogramo de camardn en un
13.0 y 12.3%. Adicionalmente, aprovechar un subproducto de la industria aceitera que ha
sido subutilizado en la industria de la acuicultura permitiria diversificar las opciones de
ingredientes para hacer las formulaciones de los alimentos. Los resultados demuestran la
factibilidad economica de sustituir totalmente la pasta de soya por pasta de cartamo alta en
proteina en alimentos para juveniles de camardn L. vannamei, bajo las condiciones
experimentales empleadas en este estudio, a pesar de que el cartamo tiene un mayor
contenido de fibra y una menor digestibilidad de materia seca. Desafortunadamente, no se
determiné la digestibilidad de aminodcidos de los alimentos. Investigaciones sobre este
aspecto en el camaron son necesarias. A raiz de este estudio se vislumbra la necesidad
determinar la digestibilidad y la lixiviacion de aminoacidos de los productos de cartamo,
asi como de los alimentos que los contienen, a fin de tratar de explicar el por qué no se

correlaciono el crecimiento con la digestibilidad in vivo.
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La sustitucion de harina de pescado con ingredientes vegetales no siempre ha tenido buenos
resultados en términos de crecimiento, debido a la baja atractabilidad, inadecuada
composicion de aminodcidos, bajos niveles de acido eicosapentaenodico (EPA; 20:5n-3) y
acido docosahexaendico (DHA; 22:6n-3), asi como la presencia de factores
antinutricionales (Davis y Arnold, 2000; Samocha et al., 2004; Amaya et al., 2007). A lo
largo de este trabajo de tesis hemos visto como algunos de estos pardmetros son
modificados positivamente o negativamente; aun asi, en la parte final del trabajo (Capitulo
3), se evaluo la sustitucion parcial de la proteina de la harina de pescado por proteina de la
pasta de cartamo alta en proteina, a pesar de que la harina de pescado tiene un mayor poder
atractante y una mejor composicion de aminoacidos. Los resultados obtenidos fueron
satisfactorios, ya que se pudo sustituir al menos un 66% de la proteina de la harina de
pescado, correspondiendo a un 78% de sustitucion de la harina de pescado en el alimento
(25% de inclusion de harina de pescado), sin afectar el crecimiento, el FCA y la EP. En el
caso de los alimentos en donde se sustituyo la proteina de la harina de pescado con pasta de
cartamo alta en proteina, tratamientos D-10 y D-66 (22 y 66% de la sustitucion), éstos
permiten disminuir los costos del alimento en un 6.7 y 20% con respecto al alimento
control. Adicionalmente, si tomamos en cuenta el factor de conversion alimenticia obtenido
en el experimento de crecimiento, se pueden disminuir los costos de produccion de
kilogramo de camarén en un 15.1 y 14.4%. Desafortunadamente, no contamos con los
resultados de la digestibilidad de carbohidratos y de aminoacidos de los alimentos, que son
elementos que nos podrian ayudar a explicar por qué se mejord el crecimiento en los

alimentos con 66% de sustitucion. Seria conveniente realizar un bioensayo similar, pero de

Galicia-Gonzalez Alfonso, 2009, Tesis Doctoral



139
Valor nutricio de cartamo para camardn blanco del Pacifico

mayor duracién, donde se evaluaran las mismas formulaciones, pero inclusive utilizando
niveles de sustituciéon aun mayores, en la medida de lo posible, a fin de verificar si se
confirman los resultados obtenidos aqui, y conocer la respuesta de los organismos ante la

sustitucion total de la harina de pescado.

Por otra parte, dado que la harina de pescado contiene mas metionina que la pasta de
cartamo (1.98 vs 0.55%), al hacer la sustitucion de uno por otro, el contenido de metionina
en el alimento disminuye. De ahi que se hiciera la suplementacion de los alimentos con
D-L metionina protegida para tratar de equilibrar el alimento, sin embargo, esto no mejord
el desempefio biologico de los organismos. Lo anterior se pudo deber a que éste
aminoacido protegido no tuvo una buena estabilidad en el agua o que posiblemente la
velocidad de absorcion fue mas rapida que la de los aminoacidos que componen la proteina
de los ingredientes del alimento, y por tanto, los camarones no pudieron utilizar mas
eficientemente los aminoacidos. No obstante, no se detectaron diferencias significativas en
la Eficiencia Proteica con los diversos tratamientos, por lo que una explicacion plausible
seria que el aporte de proteina, y por ende de aminodcidos digestibles, en todos los
alimentos hayan cubierto los requerimientos nutricionales del camarén, por lo que una
ligera disminucion en el contenido de metionina por la inclusion del cartamo, no lleg6 a
tener consecuencias a nivel del crecimiento o la utilizacion de los alimentos. Esto
implicaria o seria una indicacion de que las cantidades de proteina y aminoacidos

esenciales recomendadas por Akiyama y Dominy (1991) para los alimentos de camarén
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blanco, y en las cuales se basaron las formulaciones realizadas en el presente trabajo,

pudieran estar sobrestimadas.

El presente trabajo demuestra que las pastas de cartamo, pueden ser utilizadas como
ingredientes en la formulacion de alimentos para juveniles del para camaron, especialmente
la pasta alta en proteina, debido a que es una fuente de proteina digestible, contiene bajos o
nulos niveles de los factores antinutricionales determinados, y puede sustituir totalmente a
la pasta de soya o parcialmente a la harina de pescado, sin afectar el crecimiento y la

eficiencia de utilizacion del alimento.
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CONCLUSIONES GENERALES
La harina integral de cartamo no result6 tener una composicion quimica adecuada para
ser utilizada en los alimentos para camarén, debido a que tiene un bajo contenido de
proteina y altos contenidos de lipidos, pobres en HUFAS, y fibra. En cambio, las
pastas de cartamo alta y baja en proteina son subproductos que tienen composiciones
quimicas mas adecuadas, con proteinas y carbohidratos que fueron bien digeridos por
los juveniles del camaron blanco, y su contenido de los factores antinutricionales aqui
evaluados no fue detectable o muy bajo, por lo que pueden ser usadas como
ingredientes en alimentos para camaron, particularmente la que tiene nivel mas elevado

de proteina.

La pasta de cartamo baja en proteina permitié sustituir una mezcla de trigo-soya en el
alimento, mientras que la pasta de cartamo alta en proteina permiti6 sustituir a la pasta
de soya. En ambos casos, a pesar de su mayor contenido de fibra y su menor
digestibilidad de materia seca, no se detectaron efectos adversos sobre Ia
supervivencia, el consumo de alimento, ni el crecimiento de los organismos. Sin
embargo, la utilizacion del alimento si se vio afectada, por lo que se recomienda no

sustituir mas del 75% de la mezcla trigo-soya.

Bajo las condiciones experimentales empleadas en este estudio realizado a nivel de

laboratorio, el uso de la pasta alta en proteina, permiti6é disminuir el costo del alimento,

asi como el costo de produccion de los camarones. Mientras que la sustitucion de la
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mezcla soya-trigo con la pasta baja en proteina, redujo el costo de los alimentos, pero
no el costo de produccion del camardon, que inclusive fue mas elevado que con el
alimento control. Sin embargo, estos aspectos deberan ser corroborados en condiciones
industriales de fabricacion de alimentos y de produccion de camardén en diversos

sistemas de cultivo en granja comercial.

La pasta de cartamo alta en proteina puede reemplazar al menos el 66% de la proteina
de la harina de pescado, correspondiendo a un 78% de sustitucion de ésta en el
alimento, sin afectar negativamente el crecimiento y la utilizacién del alimento. Por el
contrario, a ese nivel de sustitucion se obtuvo el mejor crecimiento, a pesar de que la
digestibilidad de materia seca, proteina y lipidos fue menor con el cartamo. Habran de
realizarse estudios de mayor duracidon y con niveles de sustitucion atin mayores para

corroborar estos resultados.

La suplementacion de D-L- metionina protegida en los alimentos en donde se sustituy6
la proteina de la harina de pescado no mejor6é el crecimiento, la utilizacion del
alimento, ni la digestibilidad aparente de proteina. Es posible que el aporte de proteina,
y por ende, de aminoacidos digestibles en todos los alimentos, haya cubierto los
requerimientos de aminodcidos esenciales del camarén, por lo que una ligera
disminucion en el contenido de metionina por la inclusion del cartamo, no llegd a tener

consecuencias a nivel del crecimiento o la utilizacion de los alimentos.
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RECOMENDACIONES
Determinar la atractabilidad de los productos de cartamo a diferentes niveles de

inclusion y su correlacion con el crecimiento.

Determinar los CUDA de los aminoacidos esenciales de los productos de cartamo.

Evaluar el beneficio de utilizar la pasta de cartamo alta en proteina como sustituto total
de la pasta de soya o sustituto parcial de la harina de pescado en alimentos comerciales,
asi como probarlas en camarones de diferentes estadios de desarrollo y bajo

condiciones de cultivo intensivo o semi-intensivo en granjas camaroneras.

Evaluar el efecto de la suplementacion de diferentes tipos de metionina y formas de
protegerlas con diferentes ligantes, sobre el crecimiento y utilizacion de alimento de

juveniles de camaron L. vannamei.

Realizar un estudio econémico detallado sobre el costo-beneficio del uso de las pastas

de cartamo en los alimentos comerciales para camar6n, debido a que desde el punto

bioldgico, resultaron ser susceptibles de ser usadas.
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Anexo 1. Composicion teorica de aminodacidos™ en los alimentos usados para determinar la sustitucion de la mezcla de pasta de

soya-harina de trigo por pasta de cartamo baja en proteina y la sustitucion de la proteina de la pasta de soya por proteina de la

pasta de cartamo.

PCB PCA
Recomendado
Akiyamay Dominy

Aminoacido 1990 CT 25% 50% 75% 100% 25% 50% 75% 100%
Histidina 0.63 0.85 0.86 0.88 0.89 091 0.85 0.85 0.85 0.85
Arginina 1.74 1.75 1.87 1.98 2.09 2.20 1.79 1.81 1.84 1.87
Treonina 1.08 1.19 120 1.20 1.21 1.22 1.21 1.19 1.18 1.16
Valina 0.37 1.64 169 1.73 1.78 1.82 1.66 1.67 1.68 1.69
Metionina 0.72 0.76 0.76  0.76 0.76  0.76 0.76 0.75 0.75 0.75
Isoleucina 1.05 1.41 1.43 1.44 1.45 1.47 1.40 1.39 1.37 1.36
Leucina 1.62 224 224 224 224 225 2.20 2.17 2.14 2.11
Fenilalanina 1.20 1.31 132 1.33 1.34  1.36 1.29 1.28 1.26 1.24
Lisina 1.59 224 218 211 204 197 2.14 2.04 1.95 1.85

' AminoDat, 2007
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Anexo 2. Composicion de la premezcla de vitaminas (VITCRU0604).

Vitaminas Ul 6 mg/kg de 9/100 g de NUumero de
alimento premezcla Catélogo ICN %,
SIGMA?
Vitamina A acetato (Retinol) 15000 UI 0.01 160079 '
Vitamina D3 (Colacalciferol) 7500 UI 3.72 160107 !
Vitamina E (Tocoferol) 400 7.93 100555 !
Vitamina K3 Menadiona 20 0.40 102259 '
Tiamina (B;) mononitrato 150 2.98 T-4625 2
Riboflavina (B,) 100 1.98 R-4500 '
Piridoxina (Bg¢) hidroclorada 50 0.99 102777
Acido D-pantoténico 100 1.98 101228 !
Niacina (Ac. Nicotinico) 300 5.95 102446 '
D-Biotina 1 0.02 B-4501
Inositol 500 9.92 1-5125°
Acido folico 20 0.40 101725
Cianocobalamina (B);) 0.1 0.002 103271
Celulosa (vehiculo) 1000 19.84 191499 !

'ICN Biomedicals Inc. Ohio. USA. * Sigma Co. St. Louis. EUA.
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Anexo 3. Composicion de la premezcla de minerales (MINCRU0409).

Mineral g/kg 9/100 g de Numero de Catalogo

de alimento premezcla SIGMA!

KCl 0.5 14.29 P-3911

MgSO,4. 7TH,0 0.5 14.29 M-9397

ZnS0O4. TH,O 0.09 2.57 Z-0501

MnCl,. 4H,0 0.0234 0.67 M-3634

CuCl,. 2H,0 0.005 0.15 C-6917

KI 0.05 0.15 P-4286

CoCl,. 2H,0 0.0025 0.07 C-2644

Na; HPO4 2.37 67.71 S-0876

'SIGMA, Co. St. Louis, EUA.
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Anexo 4. Composicion teorica de aminoacidos’ de los alimentos utilizados para determinar la sustitucion de la proteina de la

harina de pescado por proteina de la pasta de cartamo alta en proteina

Recomendado Nivel de sustitucion Nivel de sustitucion
Akiyama y Dominy Sin D-L-metionina Con D-L-metionina
1990 CT D-22 D-44 D-66 D-22CM  D-44CM D-66CM

Histidina 0.63 0.85 0.86 0.88  0.89 0.862 0.88 0.89
Arginina 1.74 1.83 2.05 228 251 2.054 2.28 2.51
Treonina 1.08 1.23 1.23 1.23 1.23 1.232 1.23 1.23
Valina 0.37 1.64 1.68 1.72 1.75 1.678 1.72 1.75
Metionina 0.72 0.73 0.68 0.62 0.57 0.72 0.72 0.72
Isoleucina 1.05 1.42 1.43 1.45 1.46 1.434 1.45 1.46
Leucina 1.62 2.27 2.30 2.34 2.38 2.303 2.34 2.38
Fenilalanina 1.20 1.34 1.40 1.46 1.52 1.401 1.46 1.52
Lisina 1.59 2.22 2.02 1.83 1.63 2.024 1.83 1.63

' AminoDat, 2007
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