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CAPITULO I. INTRODUCCION

La Langostilla roja (Pleuroncodes planipes) es un crustaceo decapodo de la familia
Galatheidae que habita la costa oeste de Norteamérica y la plataforma continental de las
costas de Baja California desde los 11 a 37°N, forma parte de algunas pesquerias
(camardn, atun, sardina) del Pacifico mexicano, como fauna de acompafamiento.
Actualmente, es un recurso no utilizado, pero que ha sido calificado por diversos autores
como una importante fuente marina potencial para industrias tales como la de alimentos,
farmacéutica y de cosméticos.

Aurioles-Gamboa et al. (1995b) plantearon que podrian capturarse 40,000 toneladas de
langostilla bento-pelagica durante la fase inicial de la pesqueria con el fin de no abatir el
recurso, generando una pesqueria sustentable que permita la obtencién de biomasa
susceptible de aprovechamiento a escala industrial.

Los estudios realizados hasta el momento en cuanto a composicion quimica de este
recurso y a su utilizacion en la alimentacién de crustaceos, se han basado solamente en
su contenido de nutrientes, sin embargo, en los ultimos afos se ha estimulado mucho el
estudio de la interaccién alimentos-medicina y se ha acuiado el nombre de “alimentos
funcionales”, en los que se acepta el papel de los componentes alimenticios como
nutrientes esenciales para el mantenimiento de la vida y de la salud pero también se
tienen en cuenta otros compuestos no nutricionales que contribuyen a prevenir o retardar
las enfermedades; este punto de vista se ha convertido en un area de mucho interés para
las grandes compainiias de alimentos (Best,1997; Hollingworth, 1997). Los alimentos por lo
tanto no deben seguir siendo evaluados solo en términos de su aporte de macro o
micronutrientes.

Se han realizado diversas investigaciones sobre la calidad nutricional de la langostilla, al
emplearla en forma de harina como ingrediente en alimentos experimentales para
camarones peneidos, sin  embargo hasta ahora los estudios se han enfocado
principalmente al uso de la harina de langostilla como sustituto parcial o total de las
harinas de pescado, cabeza de camarén o pasta de soya en alimentos para diversas
especies de camarones de cultivo, midiendo el efecto que esto produce en la
supervivencia y el crecimiento de los organismos, asi como el efecto sobre la
digestibilidad in vivo de nutrientes. De estos trabajos los autores concluyeron que la
langostilla no sélo es un ingrediente viable para sustituir a las harinas convencionales,
sino que a ciertos niveles de inclusidon en la dieta, permite acelerar el crecimiento,
aumentar la actividad proteolitica en el hepatopancreas, mejorar la supervivencia y la

pigmentacién asi como conferir al alimento una mayor digestibilidad de proteina y lipidos y



atractabilidad, efectos que se ha considerado, no siempre se corresponden con su calidad
nutricional. (Millan, 1992; Civera et al., 1992; Villarreal y Castro, 1992; Goytortua, 1993;
Civera et al., 1994; Villarreal et al., 1994; Casillas y Magallon, 1998).

Tacon en 1998, identificd el valor de los aditivos alimentarios y la necesidad de que los
nutricionistas y los formuladores de alimentos reconocieran su potencial como uno de los
principales retos para el desarrollo de la alimentacion de los camarones de cultivo. En la
mayoria de los casos se han empleado sustancias puras, sin embargo existen
antecedentes del uso de extractos de animales que se han utilizado con éxito como
aditivos alimentarios (Cruz Suéarez y Guillaume (1987) y también las levaduras o
fracciones de éstas (Cuzon, 1994), buscando precisamente el efecto conjunto de varios
elementos sobre la nutricion del animal.

Teniendo en cuenta estos antecedentes nos formulamos la siguiente hipotesis de trabajo.
Hipotesis:

El extracto total de langostilla roja liofilizado (ETLL) (Pleuroncodes planipes) posee
compuestos con actividad biolégica que actuan en conjunto como un alimento
funcional para larvas y postlarvas de camarones.

Para la comprobacion de la misma nos propusimos el siguiente objetivo general:

Objetivo general:
Evaluar el extracto total de langostilla roja liofilizado Pleuroncodes planipes (ETLL) como
alimento funcional en proporciones de aditivo alimentario en dietas de larvas y postlarvas

de camardn, mediante el uso de métodos quimicos, biolégicos y ensayos zootécnicos.

Para dar cumplimiento al objetivo propuesto se disefiaron las siguientes tareas:

Tareas

- Anadlisis de la composicion bioquimica y calidad proteica del ETLL mediante el
empleo de métodos quimicos de evaluacion.

- Evaluacion del efecto del ETLL en un modelo experimental alternativo de lineas
celulares de fibroblastos de ratén.

- Evaluacion del efecto del ETLL sobre el crecimiento, la composicion corporal y la
supervivencia de Artemia franciscana mediante el uso de distintos métodos de
inclusion en el medio de cultivo.

- Evaluacion del efecto de péptidos tipo insulina, extraidos del ETLL, sobre el

crecimiento y la composicién corporal de Artemia franciscana.



- Evaluacion del ETLL como alimento unico en dietas para larvas de camardn con dos
frecuencias de alimentacion.
- Evaluacién del ETLL como alimento funcional en forma de aditivo alimentario en dietas

para postlarvas y juveniles de camarones peneidos.

En este trabajo se presenta una caracterizacién bioquimica del ETLL tanto en cuanto a
compuestos que son considerados nutrientes, como otros que sin serlo, pueden ejercer
efectos bioquimicos y fisiolégicos en el organismo de los camarones y una evaluacion
biolégica mediante el empleo de dos modelos experimentales: cultivos de células y
artemias. Por ultimo se llevaron a cabo ensayos zootécnicos en larvas, postlarvas y
juveniles de tres especies de camarones.

Este producto se utilizd6 en proporciones de aditivo alimentario en varios sistemas de
ensayo: con larvas, postlarvas y juveniles de tres especies de camarones peneidos. Se
comprobé la influencia del ETLL en la velocidad de crecimiento, composicion corporal,
status oxidativo y supervivencia de las especies estudiadas, asi como en la atractabilidad
del alimento.

A partir de los resultados obtenidos se pudo establecer que la langostilla roja ejerce varios
efectos beneficiosos sobre el organismo de los crustaceos que abarcan el sistema
nutricion-salud.

La tesis consta de 6 capitulos: Introduccion (6 paginas), en la que ademas de la ubicacién
en la importancia y actualidad de este tema, se presenta la hipétesis que condujo a las
investigaciones de la tesis, los objetivos del trabajo y las tareas que se organizaron. Se
destaca también la novedad cientifica y practica que a nuestro juicio poseen los
resultados alcanzados. La Revision Bibliografica (31 paginas) en la que se describen las
caracteristicas de la langostilla roja Pleuroncodes planipes 'y su empleo en la
alimentacion acuicola; se analiza el término Alimento Funcional, sus caracteristicas y
proyeccion, asi como el de Aditivo Alimentario para relacionar ambos con la langostilla
roja en la alimentacién de camarones peneidos. El capitulo 3 de Materiales y Métodos (30
paginas) describe la metodologia empleada en los muestreos, disefio de los experimentos
y los métodos empleados para la evaluacion quimica y biolégica de la langostilla. Los
Resultados (33 paginas) se organizaron en bloques: uno dedicado a los métodos
quimicos empleados en su evaluacion, otro dedicado a la evaluacion del producto
mediante el empleo de modelos experimentales: su efecto sobre lineas celulares de
vertebrados como un modelo experimental alternativo en cuanto a sus posibilidades de

estimular la proliferacion celular, y posteriormente se presentan los resultados de



crecimiento y supervivencia de las artemias en los que se incluyen los alcanzados con la
incorporacion de péptidos insulinoides extraidos de la langostilla en la alimentacion de las
artemias; a continuacion los ensayos zootécnicos, es decir, resultados obtenidos bajo
diferentes sistemas de alimentacion con larvas y postlarvas de camarones peneidos y los
efectos del ETLL en la composicion corporal y otros indicadores de salud. La Discusion
General se presenta en 17 paginas y el ultimo capitulo recoge las Conclusiones y
Recomendaciones ( 2 paginas). La tesis cuenta con 24 figurasy 16 tablas y la relacion
de la bibliografia consultada
La novedad cientifica de esta tesis radica en que por primera vez en la nutricién de
camarones se evalua la langostilla roja (Pleuroncodes planipes) como alimento funcional
en proporciones de aditivo alimentario en dietas para larvas, postlarvas y juveniles de
camarones peneidos, aportando datos sobre su calidad antioxidante, la presencia de
péptidos anabdlicos y actividad enzimatica digestiva y su efecto sobre el sistema
nutricion-salud.

Por primera vez se introduce el concepto de alimento funcional en dietas para camarén lo
que puede redundar en una nueva vision en cuanto a la introduccion de alimentos para
estas especies.

El aporte de esta tesis a las ciencias biolégicas, lo enmarcamos en haber logrado
asociar la composicion de la langostilla con su respuesta biolégica a diferentes niveles de
organizacion: molecular, celular y de organismos intactos.

El valor practico de la tesis radica en que este producto puede ser ofrecido a las fabricas
productoras de alimentos para camarén debido a que su utilizacién en la formulacién de
dietas aumenta la velocidad de crecimiento y la supervivencia de las larvas y postlarvas
de estas especies; ademas su obtencion es relativamente sencilla desde el punto de vista
tecnolégico ya que no se requiere el aislamiento y purificacion de un compuesto
especifico. Este producto no compite con otras fuentes convencionales de nutrientes por
que es abundante y no se esta empleando en la alimentacion humana ni de otras
especies animales por lo que puede ser dirigido solamente a la acuicultura.

Resultados parciales de esta tesis fueron considerados Logro Cientifico de la Facultad de
Biologia en el afio 2000. Ha dado lugar a 7 publicaciones y a 6 presentaciones en eventos
cientificos. Se han tutoreado 4 trabajos de diploma.

La predefensa de la tesis se realizo al Consejo Cientifico y el Departamento de

Bioquimica de la Facultad de Biologia de la Universidad de La Habana.



CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. La Langostilla roja Pleuroncodes planipes

Las costas de Baja California Sur, México, han sido subexplotadas en términos
pesqueros, siendo el abuldn, la langosta, la almeja, la sardina y el atun los recursos mas
comunmente extraidos y comercializados, por lo que existe mucho interés en la
implementacion de una nueva pesqueria en México, basada en la captura de la langostilla
roja (Pleuroncodes planipes), ya que brindaria una posibilidad de diversificacion de las
actividades pesqueras, generar nuevos empleos y atraer divisas a la region Noroeste de
México.

El Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) ha venido
estudiando la Biologia, Ecologia y aprovechamiento de la langostilla desde hace varios
afos y los resultados demuestran que puede ser considerada como un recurso
alimenticio de gran importancia para México. La langostilla Pleuroncodes planipes es un
crustaceo de la familia Galatheidae (Imagen 1) que habita la costa oeste de
Norteamérica y la plataforma continental de las costas de Baja California desde los 11 a
37°N (Aurioles-Gamboa, 1992). La langostilla es presa habitual de muchas especies
marinas, su papel en la red tréfica es muy importante y se considera de habitos

alimenticios omnivoros (Boyd, 1967; Blackburn, 1969).

Imagen 1: Estadio
adulto de la
langostilla roja
Pleuroncodes
planipes.




Su ubicacién taxondémica es la siguiente:
Phylum: Arthropoda,

Clase: Crustacea
Orden: Decapoda,
Suborden: Reptantia,
Seccion: Anomura
Familia: Galatheidae
Género: Pleuroncodes

Especie: Pleuroncodes planipes

En términos generales se conoce que la langostilla hembra transporta los huevos de 1 a 3
semanas, después son liberados y permanecen en el plancton donde pasan a través de 5
estadios hasta convertirse en juveniles; la fase juvenil y parte de la fase adulta transcurren
en la columna de agua hasta poco mas del afio de edad. En el segundo afio de vida
alcanza los 20-30 mm de cefalotorax y alterna el modo de vida pelagico con el bentdnico y
alcanza los 30 mm durante el tercer afio de vida convirtiéndose en bentdnica, habitando el
borde de la plataforma continental y el talud (Boyd, 1967; Aurioles-Gamboa, 1992. A
pesar de su tamafio la langostilla P. planipes es capaz de desplazarse grandes
distancias a través del dia y a lo largo del afio (Boyd, 1967). Cuando disminuye la
temperatura de fondo en el invierno, la poblaciéon benténica de langostilla se dispersa
desde la zona profunda de la plataforma continental hasta la zona mas somera (0-100 m),
es en este momento cuando se lleva a cabo la reproduccion (Aurioles-Gamboa, 1992).
Sin embargo todo parece indicar que este no es el unico patron de migracion de la
langostilla puesto que segun Longhurst (1968) también se asocia a fenbmenos como
surgencias costeras con ascensos de aguas frias (12 a 15°C) y desplazamiento de masas
oceanicas, donde el pico reproductivo de P. planipes (que ocurre poco antes de los
meses con maximo transporte hacia afuera de la costa) indica una estrategia bioldgica
que favorece el transporte de larvas tardias y postlarvas hacia afuera de la costa, y en

sentido latitudinal hacia el sur, de larvas tempranas a principios del afio debidas al la



Corriente de California. Ambas hipotesis no son excluyentes, ya que cada una explica de
manera parcial el comportamiento de distribucion en tiempos y espacios diferentes,
ligados al cambio térmico donde al parecer ciertas temperaturas determinan la maxima
frecuencia y su periodo reproductivo. Otro movimiento masivo de la poblacién es en afos
anormalmente calidos (afios “Nifio”) en los que la langostilla se desplaza hasta los 36° N
(Boyd, 1967) transportadas por la corriente de Davidson, este desplazamiento que incluye
el retorno puede durar hasta 4 afos.

Ehrarhdt y Ramirez (1982) estimaron una abundancia de 205,000 toneladas métricas de
dicho recurso, pero mas recientemente Aurioles-Gamboa (1995a) notifican una
abundancia aproximada de 735,929 t.m./ano para las costas de la peninsula de Baja
California y, sin embargo, hasta el momento no ha sido explotada comercialmente.
Aurioles-Gamboa et al. (1995b) plantearon que 40,000 toneladas de langostilla bento-
pelagica podrian capturarse durante la fase inicial de la pesqueria con el fin de no abatir
el recurso, generando una pesqueria sustentable que permita la obtencion de biomasa

susceptible de aprovechamiento a nivel industrial.

2.1.1 Composicién quimica de la langostilla roja

La composicion quimica de la langostilla P. planipes es variable segun la zona de captura,
la estacion del ano, la edad de los organismos, y otros factores. Se ha indicado que los
componentes mas abundantes presentes en la langostilla son: proteina cruda y cenizas

(Tabla 1).



Tabla 1. Comparacion del analisis quimico proximal de la langostilla

P. planipes (g/100g)

A B C D E
Proteina cruda 48.7 42 40.8 54.7 37.56
Extracto etéreo 7.6 4.7 14 4.7 5.04
Cenizas 35.9 35 12.8 NR 15.15
Fibra cruda 10.9 10.7 6.8 13.8 10.67
Carbohidratos NR 20.9 NR NR 21.63
Proteina verdadera 32.1 28.7 NR NR NR

Zona de colecta

Costa occidental de B.C.S.
Costa occidental de B.C.S.
C- Spinelli et al., 1974 Punta Rosalia, B.C.S.

D- Jimenez, 1978 Isla Santa Margarita, B.C.S.
E- Villarreal, 1995 NI

Valores expresados en base seca. NR= no reportado. NI= no identificado

Fuente
A-Pierce et al.1969
B- Gallardo 1975

A partir de los datos aportados por el analisis proximal se hace evidente que por el nivel
de proteina total y proteina verdadera la langostilla puede ser considerada como una
fuente de proteina para la alimentacion animal.

Asi mismo su contenido de pigmentos carotenoides también es elevado como puede

observarse en la Tabla 2.

Tabla 2. Carotenoides presentes en la langostilla, P. planipes.

Carotenoides
Carotenoides totales

10.0 - 16.0 mg/100g (A)
8.3-9.9mg/100g (B)

b-carotenos 4.40%
astaxantina (2 ésteres) 83.50%
astaxantina libre 12.10%

Fuentes: A- Spinelli et al. 1974: B- Wilkie, 1972.
Tomado de Castro-Gonzalez, 1995a.

El aceite de langostilla ha sido estudiado como fuente de pigmentos en dietas para
algunos organismos acuaticos y aves de corral con bastante éxito.

Estudios tendientes a evaluar la capacidad de la langostilla como agente pigmentante en
dietas para la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss han demostrado que esta presentd un
contenido de astaxantina de 145 mg/kg, constituida por 24% en forma libre, 36% en forma

monoesterificada y 40% en forma diesterificada. (Coral-Hinostroza et al., 1997 y 1998).



Por otro lado, dada la cantidad de astaxantina libre presente tanto en la langostilla, en el
alimento y la cantidad total depositada en los peces, hace pensar que el uso de esta
fuente de pigmentos puede ser una alternativa en la acuicultura.

En cuanto a la obtencién de los pigmentos carotenoides, especificamente la
astaxantina, se ha informado que mediante el uso de aceite de soya como vehiculo de
extraccion a 90°C, puede lograrse un proceso relativamente sencillo pero con un grado
de ineficiencia del 50% que es considerablemente alto. Por esta razén, se abren
posibilidades de optimizar su extraccion y posible escalado para lograr un producto de
alta calidad y con rendimientos superiores a los obtenidos con otras fuentes (Civera et al.
1998).

Al igual que otros crustaceos, la langostilla se caracteriza por tener un elevado contenido
de cenizas, debido principalmente a los minerales presentes en forma de carbonatos y
fosfatos en el exosqueleto. Los valores hasta ahora informados varian de 12.8 - 39 %
(Castro-Gonzalez et al. 1995a, 1995b; Civera et al. 1998). Las variaciones pueden
deberse no solo al tipo de langostilla (bentdnica, pelagica, bentdnica- pelagica) y a la
época de captura, sino también a los métodos empleados para las determinaciones y la
preservacion de las muestras.

La langostilla representa una fuente importante de minerales como fésforo, calcio,
magnesio, zinc, sodio, potasio cobre y manganeso. Sin embargo, no se han hecho
estudios especificos para determinar la  biodisponibilidad de los minerales para
organismos acuaticos, lo que es necesario realizar para optimizar la formulacion de los

alimentos que contengan langostilla.



Tabla 3. Perfil de aminoacidos de la langostilla
(9/100 de proteina)
Aminoacido Gallardo Spinelli et al.

1975 1974
Acido aspartico 15.50 9.20
Acido glutamico 16.90 12.30
Serina 5.50 3.90
Prolina 3.80 4.20
Alanina 6.20 5.80
Glicina 6.30 6.00
Cisteina 1.40 0.80
Tirosina 3.20 9.10
Treonina* 5.40 3.90
Valina* 5.50 7.90
Metionina* 2.20 2.00
Isoleucina* 3.70 3.60
Leucina* 6.60 5.90
Fenilalanina* 4.30 5.00
Lisina* 6.10 6.60
Triptofano® 1.40 1.50
Histidina* 3.40 2.60
Arginina* 7.20 7.60
* Aminoacidos esenciales para el camaron.

El perfil de aminoacidos de la langostilla (Tabla 3), revela que contiene todos los
aminoacidos indispensables para los camarones. Su contenido de arginina es alto en
comparaciéon con otras fuentes de proteinas empleadas en la camaronicultura como la
harina de pescado, de soya y de trigo (Gallardo et al. 1989).

La grasa es una importante fuente de acidos grasos esenciales, vitaminas y energia en la
langostilla; la composicion de acidos grasos muestra una gran variacion que podria
relacionarse con varios factores como la edad de los organismos, estado fisiolégico y
habitos alimenticios (Castro-Gonzalez et al. 1995a). Se han realizado pocos estudios para
determinar la calidad nutritiva de la langostilla desde el punto de vista de los lipidos y los
acidos grasos, a pesar de la importancia de estos nutrientes y en particular del papel que
juegan en la fisiologia de la nutricion de organismos acuaticos (Akiyamma et al. 1992,

Kanazawa,1993).



Tabla 4. Composicion de acidos grasos en la langostilla P. planipes
(9/100 g de grasa).
Gallardo Pierce et al. Spinelli et al.

Acidos grasos C (=) 1975 1969 1974
Miristico 14:0 4.59 3.40 -
Miristoleico 14:1 1.06 - -
Pentadecanoico 15:0 1.45 0.80 0.70
Palmitico 16:0 18.51 18.20 23.90
Palmitoleico 16:1 18.45 2.80 7.60
Heptadecanoico 17:0 3.32 0.60 -
Estearico 18:0 2.58 2.90 4.40
Oleico 18:1 29.67 16.40 14.10
Linoleico 18:2 2.25 2.30 -
Linolénico 18:3 1.12 1.60 0.90
Araquidénico 20:0 3.85 0.50 -
Gadoleico 20:1 0.77 - 1.40
Eicosapentaenoico 20:5 - 17.40 11.40
Docosahexaenoico 22:6 2.34 28.40 17.90
Lignoceérico 24:0 2.25 - -
C: numero de atomos de carbono (=): nimero de dobles enlaces

El perfil de acidos grasos de la langostilla ha sido informado por diferentes autores (Pierce
et al., 1969; Spinelli et al., 1974) como se muestra en la tabla 4 y su composicion muestra
una gran variacion debida probablemente a los factores mencionados anteriormente. Sin
embargo, los diversos autores coinciden en que su composicion no difiere mucho de la de
otros crustaceos y su alto contenido en acidos grasos poli-insaturados esenciales para los
animales acuaticos hace a la langostilla un ingrediente de gran interés para ser usado en

la alimentacién de dichos organismos.

2.1.2 Productos a partir de la langostilla roja con potencialidades en la alimentacion
acuicola.

De los datos anteriores se deduce la importancia de realizar estudios tendientes a
desarrollar tecnologias para el aprovechamiento de la langostilla y evaluar los productos
resultantes en diversas aplicaciones. Civera et al. (2000) mencionan diversos productos y

subproductos derivados del procesamiento de la langostilla que pudieran ser aplicados en



la nutricién de organismos acuaticos entre los que destacan: concentrados proteicos,
harinas, ensilados, enzimas, minerales (P, Ca, Mg, Zn, K), aceites y acidos grasos,
pigmentos, atractantes y quitina.

Se han realizado diversas investigaciones sobre la calidad nutricional de la langostilla, al
emplearla en forma de harina como ingrediente en alimentos experimentales para
camarones peneidos (Millan, 1992; Civera et al., 1992; Villarreal y Castro, 1992;
Goytortua, 1993; Civera et al., 1994; Villarreal et al., 1994; Casillas y Magallon, 1998).
Hasta ahora los estudios se han enfocado principalmente al uso de la harina de langostilla
como sustituto parcial o total de las harinas de pescado, cabeza de camarén o pasta de
soya en alimentos para los camarones café (Farfantepenaeus californiensis) y blanco
(Litopenaeus vannamei), midiendo el efecto que esto produce en la supervivencia y el
crecimiento de los organismos, asi como el efecto sobre la digestibilidad in vivo de
nutrientes, en juveniles de camardn blanco L. vannamei. De estos trabajos los autores
concluyeron que la langostilla no s6lo es un ingrediente viable para sustituir a las harinas
de pescado, cabeza de camaron o pasta de soya, sino que a ciertos niveles de inclusion
en la dieta, permite acelerar el crecimiento, aumentar la actividad proteolitica en el
hepatopancreas y mejorar la digestibilidad de la proteina y los lipidos del alimento
(Goytortua, 1993; Civera et al., 1998).

La evaluacion de los resultados alcanzados en cuanto a composicion quimica de la
langostilla y sus efectos en la nutricion animal conducen a pensar que un estudio mas
completo de este crustaceo permitiria proponerlo como un Alimento Funcional para la

camaronicultura.

2.2 Alimentos Funcionales
Al iniciarse el nuevo milenio, nos enfrentamos a una nueva era en el area de las ciencias

de los alimentos y de la nutricion: El area de la interaccion alimentos-medicina cada vez



mas reconocida como la de los "alimentos funcionales" que acepta el papel de los
componentes alimenticios, como nutrientes esenciales para el mantenimiento de la vida y
de la salud y como compuestos no nutricionales pero que contribuyen a prevenir o
retardar las enfermedades crénicas. Inicialmente considerados como una curiosidad
pasajera, la idea de la formulacion de alimentos sobre la base de los beneficios de salud
que sus componentes no nutricionales podian proveer al consumidor, se ha convertido en
una de mucho interés actual para las grandes compafias de alimentos (Best, 1997,

Hollingworth, 1997).

Estudios recientes en nutricion apoyan la hipétesis de que, mas alla de satisfacer las
necesidades nutricionales, la dieta puede modular varias funciones en el organismo vy
jugar un papel benéfico o adverso en el curso de las enfermedades.

Los conceptos convencionales de la nutricion que hacian énfasis en la supervivencia,
satisfaccion del hambre y la prevencion de efectos adversos, se estan expandiendo
enfatizando el uso de los alimentos hacia la promocion del bienestar y mejorar la salud,

asi como a reducir el riesgo de contraer enfermedades (Roberfroid, 2000).

Un alimento se puede considerar como funcional si contiene componentes (nutrientes o
no) que beneficien una o varias funciones en el organismo de una forma dirigida a que
sea relevante para conservar el estado de bienestar y salud o la reduccién de la aparicion
de enfermedades (Bellisle et al., 1998) o si posee un efecto fisiologico mas alla de los
efectos nutricionales tradicionales (Clydesdale, 1997). Los alimentos por lo tanto no
pueden seguir siendo evaluados soélo en términos de su aporte de macro o
micronutrientes. Analizar el contenido de otros compuestos fisioldégicamente activos debe
ser un obijetivo prioritario de la nutricion no tanto en el concepto humano como en el de la
salud animal en general. La comprension cientifica de como estos componentes no

nutricionales actuan en el organismo apenas estd en sus inicios; no solo se esta



identificando y encontrando que aparentemente existen cientos de ellos, sino que también
se esta logrando establecer la forma de accidén de algunos y aunque no aportan energia o

material estructural al organismo, pueden cumplir importantes funciones.

Todos estos factores han contribuido a un gran interés en el papel de los alimentos
fisioldgicamente funcionales en la prevencién de enfermedades y en la promocién de la

salud partiendo del hecho de que la evidencia cientifica enfatiza que:

1. Existe una fuerte relacién entre los alimentos que se consumen y la salud humana
y también la de los animales utilizados como parte del ciclo de alimentacion del
hombre.

2. El cada vez mas amplio conocimiento cientifico correlaciona en forma benéfica las
funciones de varios componentes alimenticios (nutrientes y no-nutrientes) con la
prevencion y el tratamiento de enfermedades especificas.

3. Las nuevas tecnologias -biotecnologia, ingenieria genética- han creado
posibilidades sin limites en las areas de los descubrimientos cientificos, la creacion
de nuevos productos y la produccién en gran volumen.

4. Los desarrollos logrados han resultado en un aumento en el numero potencial de

productos con beneficios médicos y para la salud ("alimentos funcionales").

En el caso de la nutricién de los cultivos marinos existe en los ultimos afos, la busqueda
de alternativas nutricionales o alimenticias que favorezcan el crecimiento, la salud y
confieran a los organismos la capacidad de resistir enfermedades, sin embargo la mayoria
de ellas son abordadas desde lo particular como compuestos o grupos de compuestos
aislados y no desde lo general como lo seria el uso de alimentos completos que brindaran
per se efectos multiples  (Berger, 2000; Carrillo et al., 2000; Davis et al., 2000;
Gatesoupe, 2000; Le Moullac et al., 2000; Lim y Kleisus, 2000; Meyers, 2000; Montero e

Izquierdo,2000; Rodriguez et al., 2000; Smith et al., 2000).



Tacon et al. (2000) mencionan que uno de los retos de la nutriciéon del camardn en el
futuro inmediato sera la necesidad de considerar la investigacién de los requerimientos
nutricionales adicionales para su reproduccion y para lograr una Optima salud vy
resistencia a enfermedades. Sin embargo no menciona a la investigacion y uso de los
alimentos funcionales como una alternativa en el futuro de la nutricién del cultivo de

especies acuaticas marinas.

Es un hecho innegable que la investigacion en la nutricidon de cultivos marinos se alimenta
en gran parte de las estrategias disefadas para desarrollar investigacion en nutricidn de
animales superiores. Sin embargo la ciencia de la nutricién acuicola es ya una con sus
necesidades y metodologias particulares. Aun asi los avances en las areas del
conocimiento de la nutricibn humana y de animales domésticos siempre tienen, en su
justa medida, un impacto en la otra. Parte del futuro de la nutricién de cultivos marinos
sera, tal y como lo mencionaron Tacon et al. (2000), la busqueda de alimentos que
promuevan la salud y brinden al organismo acuatico resistencia a enfermedades, por lo
tanto el término “alimentos funcionales para la acuicultura” no debe sonar como uno

desfasado de los objetivos de esta importante actividad productiva.

Cierto es que se deberan comenzar a abordar estrategias nuevas de investigacion y
ampliar los horizontes conceptuales para poder desarrollar los estudios ad hoc que se

requieran para su aplicacion en la acuicultura.

Modificando los conceptos de Pascal (1996) se proponen a continuacion las estrategias

que se deberan utilizar para la aplicacion de alimentos funcionales a la acuicultura:

e La identificacidbn y comprension, a través de investigacion fundamental, de los

mecanismos de las interacciones entre los alimentos, los ingredientes o



componentes alimenticios (de origen vegetal o animal) y las funciones organicas,
bioquimicas o fisiologicas;

e La demostracion de los efectos en la nutricion de los organismos acuaticos y de
las consecuencias positivas de estos efectos, lo que podria implicar el desarrollo de
biomarcadores o modelos;

e La comprobacion, mediante estudios adecuados de que el efecto funcional en los

organismos cultivados tiene un efecto positivo o no afecta la salud de las personas.

A los cuales se pudieran agregar otros mencionados por Vasconcellos (2002) vy

modificados segun los objetivos de la nutricion acuicola:

1. Estudio del mercado mundial para alimentos funcionales dirigidos a la acuicultura.

2. Estudio de las tecnologias relacionadas para el desarrollo de nuevos productos de
beneficio y aceptabilidad por parte del productor.

3. Desarrollo de nueva y avanzada tecnologia para la preservacion de los
componentes funcionales en los alimentos.

4. Caracterizacion cientifica de la interrelacion entre los componentes funcionales y
las enfermedades y del mecanismo de accion de esos componentes en los
procesos patoldgicos.

5. Comprension integral del impacto econdmico de los productos que se desarrollen,

en funcion del productor.

Los estudios realizados con el empleo de la langostilla en la acuicultura han estado
encaminados a la sustitucion parcial de las harinas que se emplean convencionalmente
en la elaboracion de dietas o0 a su uso como agente pigmentante. Hasta el momento no se
ha empleado en dietas que sean supuestamente completas, en cantidades tales que

pueda ser clasificada como Aditivo Alimentario.



2.3. Aditivos alimentarios en el cultivo del camarén

Un aditivo alimentario es, de acuerdo con Chong-Carrillo y Vega-Villasante (2002) “una
sustancia pura o mezcla que se adiciona intencionalmente a los alimentos para realizar
una o varias funciones especificas, comprende a todos los compuestos quimicos inertes o
activos, naturales o sintéticos, nutritivos o no que son directamente agregados a los
alimentos”. Los tipos de aditivos estudiados en la alimentacion de camarones han sido
fundamentalmente: antibioticos, probidticos, nutrientes, pigmentos, enzimas,
preservantes, antioxidantes, atractantes y estimuladores del apetito.

Entre estos resultan particularmente importantes aquellos que influyen en la velocidad de
crecimiento o en el logro de las tallas maximas de la especie (Carrillo et al., 2000).

La necesidad de las producciones acuicolas en general (la camaronicultura entre ellas) de
promover las condiciones necesarias para un desarrollo optimo, que en cuestiones
practicas se traduce como un mejor crecimiento en el menor tiempo posible, es lo que ha
originado la busqueda de suplementos o aditivos alimentarios. Son entonces, la ganancia
de peso y talla (como parametro de crecimiento) y la supervivencia (como parametro de
salud) de los pocos indices que en la produccién se pueden utilizar para comprobar la
efectividad o no del desarrollo de los organismos en cultivo. De esta forma la
investigaciéon y uso de aditivos alimentarios se centra principalmente en aquellos que
estimulen el crecimiento.

Estos pudieran clasificarse de la siguiente forma:

1. Actuan directamente en los mecanismos fisiolégicos del proceso de crecimiento, como
las hormonas, aminoacidos, péptidos y compuestos nitrogenados de bajo peso molecular.
2. Estimulan el crecimiento de forma indirecta como por ejemplo: enzimas digestivas,

antioxidantes, estimuladores del apetito, atractantes y otros.

El crecimiento de los organismos vivos es un fendmeno altamente complejo que envuelve



una multitud de diferentes procesos que trabajan en armonia y participan en los
momentos oportunos.

El crecimiento es el incremento en sus medidas corporales que muestran todos los
individuos durante su vida. Es el resultado de la incorporacion de moléculas estructurales
a una velocidad mas rapida que la de degradacién. Generalmente es el resultado de un
aumento en el tamafo de las células individuales y un aumento en el numero de células o
ambos.

En el campo de la nutricién esta considerado como un factor de crecimiento o promotor
del crecimiento, cualquier elemento que al ser incorporado a la dieta en pequefias
cantidades, sin variar considerablemente su composicion, logra una aceleracion del
crecimiento que se refleja en aumento de talla y peso corporal.

Para ser efectivas estas sustancias deben tener la condicién de mantener su integridad
durante el proceso de digestion y lograr ser absorbidas de forma eficaz para ejercer su
funcidn en los tejidos blanco.

En los camarones al igual que en todos los crustaceos, el proceso de crecimiento se
produce de forma discontinua y ciclica debido al fendmeno de la muda o ecdisis. Cada
vez que el organismo esta preparado para aumentar de talla y peso, el viejo exoesqueleto
es liberado rapidamente y es producida una nueva capa quitinosa que tendera a
endurecerse hasta adquirir la consistencia y dureza del exoesqueleto anterior. Durante
este proceso el cuerpo del camardén ha absorbido agua y la divisidbn celular se ve
favorecida provocando el incremento de volumen y peso del animal (Van Wormhoudt y
Bellon-Humbert, 1996).

El crecimiento esta determinado por factores intrinsecos y extrinsecos. Las medidas
corporales para los camarones estan genéticamente determinadas (Browdy, 1998), pero
lograrlas depende del aporte de alimento y de la habilidad del animal para hacer un uso

eficiente del mismo. En los animales sometidos a cultivo artificial influyen ademas factores



ambientales y de manipulacion.

En la medida en que el investigador pueda impactar en la genética y los procesos de
nutricion y alimentacion, se favorecera el incremento de las velocidades de crecimiento y
las medidas corporales de los organismos en cultivo lo que tiene un interés no solo
cientifico sino econémico.

El estudio de los aditivos alimentarios en dietas para camardn representa una linea
prometedora en la busqueda de sustancias estimuladoras del crecimiento.

Tacon et al. (1998) identificaron el valor de los aditivos alimentarios y la necesidad de que
los nutricionistas y los formuladores de alimentos reconocieran su potencial como uno de
los principales retos para el desarrollo de la alimentacién de los camarones de cultivo.

Se conoce comparativamente poco sobre la forma en que el crecimiento de células y
organos se regula en los organismos multicelulares. La regulacion del crecimiento parece
estar controlada primeramente por la coordinacion entre la progresién del ciclo celular y la
supervivencia de la célula (Conlon y Raff, 1999).

El crecimiento total y en algunos casos el tamafio de las células esta también afectado por
la disponibilidad de nutrientes. Muchos organismos han desarrollado estrategias
especiales de supervivencia en periodos de deficiencias alimentarias (Bohni et al., 1999).
Las hormonas y los factores de crecimiento juegan un papel importante en el control del
crecimiento debido a que orquestan este fendmeno a nivel celular, el ciclo celular y la
supervivencia de la célula (Conlon y Raff, 1999).

La identificacion en los invertebrados de hormonas y péptidos biorreguladores homélogos
a los de vertebrados tales como: la insulina, la gastrina/colecistoquinina, la
vasopresina/oxitocina y el factor de crecimiento epidérmico (EGF), entre otros, ha
aumentado considerablemente en los ultimos afios (Le Roith et al., 1980; Sanders, 1983a,
1983b; Favrel et al., 1991; Geraerts et al., 1992; Sevala et al., 1993; Chuang y Wang,

1994; Cancre et al., 1995y Chen et al., 1995).



Estas investigaciones incrementan los conocimientos acerca de los mecanismos de
transmision de sefiales al interior celular y la regulacion del metabolismo intermediario en
estas especies. Se abre asi la posibilidad de incidir en la aceleracion del crecimiento, el
acortamiento de los periodos de maduracién, el aumento de la viabilidad y de la

resistencia a las enfermedades (Ratafia, 1995).

Otros péptidos reguladores han sido detectados por métodos radioinmunoquimicos e
inmunohistoquimicos en el sistema digestivo de los crustaceos. Por ejemplo, Cancre et al.
(1995), informaron la presencia de sustancias similares al factor de crecimiento
epidérmico en el hepatopancreas del camarén Palaemon serratus.

Investigadores como Epple et al. (1980) y Sanders (1983b), propusieron que el
metabolismo de las proteinas y el crecimiento eran los principales procesos metabdlicos a
controlar por los péptidos de tipo insulina detectados en los crustaceos. Las
investigaciones por ellos desarrolladas vinculan la sintesis y liberacion de estas moléculas

con el sistema digestivo.

Gallardo (1998) aislo, del hepatopancreas de la langosta espinosa Panulirus argus,
péptidos inmunolégicamente similares a la insulina humana y se comprobd que estos
estimularon el crecimiento de larvas de camaron Litopenaeus schmitti y de juveniles de
camarodn Litopenaeus vannamei al ser suministrados de forma oral mezclados con una
dieta convencional balanceada (Gallardo et al., 1994 y Galindo et al., 1995). La
estimulacién del crecimiento de las larvas de L. schmitti se determind a través de la
ganancia en peso de los animales que recibieron como aditivo alimentario el material
extraido de P. argus, la cual resulté ser de un 50%, en relacién con el tratamiento control

que no recibid los péptidos en la dieta.



Los estudios desarrollados en juveniles de L. vannamei con el empleo de un alimento
convencional para camaron, con la adicién de los péptidos inmunorreactivos de P. argus,
pusieron de manifiesto un incremento de las concentraciones de glucégeno del
hepatopancreas y de proteinas del musculo del abdomen significativamente superiores a
las del tratamiento control (Galindo et al.,1995).

Resulta beneficioso para la Acuicultura poder profundizar en el conocimiento de los
factores que regulan el metabolismo de los crustaceos y poder administrar oralmente una
variedad de péptidos estimuladores del crecimiento cuya antigenicidad sea minima. Si los
factores de crecimiento que se administran proceden del mismo animal o de animales
evolutivamente cercanos se evitan las interferencias con la primera linea de defensa del

organismo, con lo que se garantiza el efecto esperado (Sire y Vernier, 1992).

El uso de hormonas de vertebrados como aditivos alimentarios requiere de un estudio
minucioso de los residuos en las partes comestibles del animal. El uso de péptidos
semejantes a hormonas obtenidos de crustaceos con vistas a su utilizacion posterior
como aditivos alimentarios en dietas para camardn necesita de un trabajo posterior de

ingenieria genética para hacerlo econémicamente rentable (Carrillo et al. 2000)

La via oral esta limitada por la accion hidrolitica de las enzimas proteoliticas del tracto
gastrointestinal. No obstante se ha demostrado en varias especies animales que ciertos
péptidos y proteinas llegan al torrente sanguineo en forma activa o que sus fragmentos
después de la digestion intestinal mantienen su actividad sobre los tejidos blanco.
Parecen estar implicadas rutas transcelulares y paracelulares en el transito transmucosal
de péptidos intactos (Grimble y Backwell, 1998). Existe ademas la posibilidad de

proteger los péptidos activos utilizando técnicas de microencapsulacion. En teledsteos se



ha sugerido la posibilidad de manipular el crecimiento utilizando la via oral para el

suministro de péptidos bioactivos (McLean et al., 1999).

Aun cuando los aminoacidos esenciales para los camarones se encuentran bien
establecidos todavia falta mucha informacién acerca de los requerimientos especificos de
aminoacidos individuales para las distintas especies de camarédn. Por lo tanto aunque se
han tenido éxitos en la suplementacidn con aminoacidos individuales en diferentes
experimentos siempre quedan dudas sobre hasta qué punto esos aminoacidos se
encontraban deficientes en las fuentes proteicas utilizadas de acuerdo a las necesidades
de estos para la especie.

La incorporacion de aminoacidos purificados a la dieta puede mejorar sus cualidades en
cuanto a atractabilidad y estimulacion del apetito y no por sus cualidades como nutrientes
(Lee y Meyers, 1997;Guillaume, 1997; Akiyama et al., 1992)

El efecto de la glucosamina como aditivo alimentario también ha sido estudiado, sin
embargo los resultados aun no son concluyentes (Shiau, 1998). Kitabayashi et al., (1971)
demostraron que la adicion de glucosamina al 0.52% en dietas para Marsupenaeus
Japonicus incrementaron el crecimiento sin embargo este era retardado con la adicion de
quitina en las dietas. Deshimaru y Kuroki (1974) establecieron que una fuente dietética de
glucosamina era innecesaria para los juveniles de M. japonicus y que la presencia de esta
inhibia el efecto promotor del crecimiento del colesterol. Akiyama et al. (1992) mencionan
que dado que la quitina es el principal componente estructural del exoesqueleto del
camaron, se recomienda un nivel minimo de 0.5% de este polimero en la dieta, debido a

que se considera que tiene un efecto promotor del crecimiento.

Las enzimas proteoliticas y amilolitica han sido utilizadas como estimuladores del

crecimiento en las dietas de diversas especies animales bajo las siguientes hipotesis: i)



aumentan la actividad enzimatica del tracto digestivo en los estadios de larvas y primeras
postlarvas cuando la secrecion de enzimas endogenas no es suficiente, ii) activan los
zimogenos de las proteasas enddgenas, iii) ayudan a eliminar las descamaciones del
epitelio, iv) disminuyen las pérdidas de nutrientes en el medio acuatico (Carrillo, 1994).
Con estos fines se han utilizado enzimas puras en pequefas cantidades. Maugle et al.
(1982) adicionaron tripsina y amilasa microencapsuladas a la dieta de postlarvas de M.
Japonicus y encontraron que estas adiciones mejoraban la ganancia de peso de los
camarones y aumentaban la frecuencia de las mudas. El glucogeno del hepatopancreas
aumentd significativamente con la dieta suplementada con tripsina lo que atribuyeron a la
activacion de zimogenos endogenos.

Buchanan et al. (1997) comprobaron que la incorporacion de 0.25% de una mezcla de
enzimas a las dietas de juveniles de Penaeus monodon provocd un incremento en la
ganancia en peso de los animales y mejoro considerablemente el factor de conversion del
alimento en comparacion con los animales que no recibieron la mezcla enzimatica.

Chen y Lin (1990) mezclaron la dieta de postlarvas de Penaeus monodon con un polvo
obtenido por extraccion con acetona del hepatopancreas de la misma especie. Las
postlarvas que ingirieron la dieta enriquecida con la mezcla enzimatica crecieron mas
rapidamente que las no suplementadas. La actividad proteolitica del hepatopancreas fue
influenciada significativamente por el tratamiento dietético.

Forrellat (1998) utilizé un producto multienzimatico obtenido de hepatopancreas de
camaron como aditivo alimentario en dietas para Litopenaeus schmitti y logré mejorar la
velocidad de crecimiento de postlarvas. El uso del mismo producto obtenido de animales
adultos de Farfantepenaeus californiensis y utilizado como aditivo en dietas para
postlarvas de Litopenaeus vannamei'y F. californiensis mostré un mejor efecto cuando era

utilizado en la misma especie de la que se obtuvo.



Aunque todavia persisten muchas incognitas sobre la regulacion de la digestion en
camarones el nivel de suplementacion con tripsina debe ser un factor importante en los
resultados al utilizar esta enzima como aditivo o mezclas que la contengan porque en
otras especies el control de la secrecion de la enzima esta regulado por el nivel de la
misma en el tracto digestivo por la accion de la colecistoquinina. Es decir que la enzima
exdégena podria inhibir la secrecion de la enddgena por un mecanismo de

retroalimentacion.

Las concentraciones excesivas de varias formas de oxigeno y de radicales libres pueden
traer efectos adversos en los sistemas vivientes, como son la peroxidacion de las
membranas lipidicas, la hidroxilacion de &acidos nucleicos y la oxidaciéon de grupos
sulfidrilos. Si este proceso no es controlado, se originan mutaciones que pueden conducir
a la muerte celular. Para eliminar tales excesos los organismos vivos poseen un sistema
complejo de control para minimizar el dafio ocasionado por el exceso de oxigeno y de
radicales libres. (Parker, 1997).

Krinsky (1992) propuso varios términos para clasificar los antioxidantes bioldgicos: Los
antioxidantes bioldgicos pueden ser enzimas, tales como superoxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa dependiente de selenio y fosfolipido hidroperdxido glutation
peroxidasa.

También podemos encontrar antioxidantes biolégicos no enzimaticos como los tocoferoles
y los tocotrienoles, carotenoides, quinonas, glutation, bilirrubina, acido ascorbico, acido
urico y metalo proteinas. Los antioxidantes biolégicos no actuan de forma aislada sino

como parte de un sistema complejo (Parker.1997).

Di Mascio et al. (1989, 1992) examinaron el efecto represor de los carotenides contra O,

, € informaron la efectividad de la astaxantina, un carotenoide cominmente encontrado en



animales marinos (crustaceos y peces). De igual forma Miki (1991) y Miki et al. (1994)
demostraron que la astaxantina muestra un poderosa actividad represora contra O,*.
Esta actividad fue cuantificada como 100 veces mayor que el a-tocoferol, encontrado en
plantas y animales no marinos. La astaxantina se encuentra en la mayoria de los
crustaceos en forma libre y esterificada como caroteno-proteinas y se ha demostrado que
incluida en la dieta como aditivo alimentario mejora los rendimientos productivos en los
camarones. Las funciones bioldgicas de la astaxantina estan relacionadas con su accion
antioxidante, la respiracion intracelular y la estimulacion de la inmunidad (Gabaudan,

1996).

La necesidad de suplementar con vitaminas las dietas para camarones, ha sido estudiada
durante los ultimos 20 anos y se han informado la aparicion de diferentes sintomas por su
ausencia. Entre los principales sintomas podemos mencionar: anorexia, pobre crecimiento
y alta mortalidad, los cuales son similares a los sintomas descritos para las deficiencias

de nutrientes tales como: acidos grasos y proteinas entre otros.

El 4cido ascoérbico también interviene en varias funciones biolégicas como por ejemplo el
crecimiento, reproduccion, resistencia a enfermedades y el papel principal del mismo es
como agente reductor. (Masumoto, et al.,1991)

En 1979, Hunter et al., confirmaron que el acido ascorbico era requerido para la
hidroxilacion de procolageno en camarones. Los camarones al igual que otras especies
acuaticas son incapaces de sintetizar acido ascérbico de manera que para aquellas
especies que se crian en cautiverio se hace necesario la suplementacion del alimento
artificial con vitamina C con el objetivo de garantizar los niveles adecuados de esa

vitamina cuyo déficit nutricional ha sido descrito en camarones.



Varios autores han informado sintomas especificos de deficiencias de vitamina C como
son la reducida capacidad de regenerar tejidos, la poca respuesta al estrés y el sindrome
de muerte negra. (Guary et al., 1976; Lightner et al., 1977 y 1979; Hunter et al., 1979; He

et al. 1992, y Margarelli Jr et al., 1997)

En 1994, Catacutan y Lavilla-Pitogo estudiaron la necesidad de suplementar las dietas de
juveniles Penaeus monodon y observaron que aquellos animales a los que no se les
suministré L-ascorbil-2-fosfato, como fuente de vitamina C, tenian una supervivencia
pobre a consecuencia del oscurecimiento del exoesqueleto lo que causaba la muerte.
Fletcher y Jones (1993), demostraron que cuando se incluia el L-ascorbil-2-polifosfatado
como una fuente de ascorbato en las dietas de Penaeus. monodon se aseguraba una
estructura normal en las células del hepatopancreas, estos mismos resultados fueron

obtenidos por Pasquet et al., en 1994.

Se ha sugerido que la energia alimentaria se dirige hacia supervivencia, muda y
crecimiento con la prioridad dirigida hacia la supervivencia (Gore, 1985) por lo tanto la
presencia de antioxidantes naturales en las dietas de crustaceos debe actuar como
estimuladora del crecimiento al disminuir la concentracion de radicales libres y los

trastornos que se derivan de su presencia en el organismo.

2.3.1 Alimentos funcionales como aditivos alimentarios

Es dificil pensar en la utilizacién unica de alimentos funcionales en la nutricion de
organismos marinos en cultivo, debido a que las investigaciones realizadas hasta la
actualidad no han sido disefiadas para tal efecto. Ademas seria pretencioso tratar de
solventar todas las necesidades nutricionales de los animales y buscar efectos fisioldgicos

extraordinarios con alimentos naturales completos. Sin embargo, si es posible pensar en



una suplementacion adicional, con alimentos funcionales a los ingredientes utilizados de
forma convencional en la alimentacion de tales organismos.

Como se ha podido constatar en los apartados anteriores de esta revision, en la inclusion
de un aditivo alimentario en la dieta de organismos marinos cultivados siempre se busca
provocar un efecto fisioldgico (o varios) que finalmente resultan en: i)la estimulacion del
crecimiento, ii) promover la salud del organismo (lo cual indirectamente se relaciona con
la promocién del crecimiento). Es posible entonces apreciar las similitudes con el
concepto de lo que es un “alimento funcional’. De la misma manera que los aditivos
alimentarios (estudiados en camardn), los alimentos funcionales buscan incrementar el
desarrollo o garantizar la salud mas alld de solo alcanzar las necesidades basicas
nutricionales de los organismos.

Aun y cuando es dificil encontrar la aplicacién de los alimentos funcionales como aditivos
alimentarios en la nutricidn animal, ejemplos se comienzan a dar sobretodo en la
produccion de animales de granja, sin embargo aun no es posible determinar en qué
casos, el concepto de “alimentos funcionales” pueda aplicarse a sus productos. Tal es el
caso de la empresa Park Ton de Cambridge, Inglaterra, que ha comenzado a
comercializar alimentos funcionales dirigidos a cerdos. Segun menciona el fabricante los
alimentos ofrecidos son una mezcla de antioxidantes naturales insolubles, vegetales y
frutas deshidratados, bioflavonoides y bacterias, con lo cual han logrado estimular la
sintesis de enzimas endogenas, promover el desarrollo temprano del intestino,
incrementar la ganancia de peso y mejorar la resistencia a enfermedades, en el periodo
del desarrollo del lechén cuando la inmunoestimulacion es critica y el potencial genético
se puede manifestar de manera completa (Anénimo, 2001). Otra empresa, Novartis
Seeds, se ha dedicado a la innovacion y desarrollo de nuevas tecnologias y productos
como cereales saludables dirigidos a la ganaderia. En la practica intenta modificar

genéticamente cereales para que contengan aceites mas sanos, asi como mejorar el



sabor y vida de anaquel de algunos vegetales. En la actualidad Novartis comercializa
hibridos de cereales con alto contenido de aceites y maiz para ganaderia lechera con una
mayor digestibilidad. La empresa ha “autodenominado” a sus productos como “alimentos
funcionales” (Anonimo, 2000). Otra empresa, Mardi Tech (Canada-EUA), desarrolld
una dieta totalmente vegetariana (exenta de grasas animales, carne o subproductos de
pescado) dirigida a la alimentacion de gallinas de postura, logrando la produccion de
huevos enriquecidos con acidos grasos poli-insaturados omega-3 (PUFA), tanto la dieta
(de formulacion protegida) como los huevos omega-3, son considerados por la empresa
como alimentos funcionales (Wong, 2002). La unica referencia encontrada del uso de un
alimento funcional dirigido a la nutricion de cultivos acuicolas es la utilizacion experimental
del aceite de palma en la formulacion de alimentos. Aparentemente estas formulaciones
incrementan el crecimiento, la conversién alimenticia y mejoran la eficiencia proteica, asi
como la capacidad reproductiva de algunas especies, enriqueciendo ademas a los
organismos cultivados con los antioxidantes propios de los productos de palma (Sundram,

2001).

En las levaduras también se ha planteado que ademas del nivel de vitaminas del complejo
B que de hecho estimulan el crecimiento, poseen factores de crecimiento de naturaleza
desconocida y que este efecto podia ser explicado por absorcion de péptidos en el
intestino por endocitosis como fue observado en Marsupenaeus japonicus por Guillaume
en 1994 (Cuzon, 1994).

De igual forma el uso de suproductos de macroalgas, tales como la harina de kelp
(Machrocystis pyrifera) parece brindar los datos necesarios para poder ser incluida como
un alimento funcional utilizado ya de forma practica para la camaronicultura y con efectos
mas 0 menos conocidos en el crecimiento y promocion de la salud en los organismos.

Rivera et al. (2002) mencionan que la adicion de esta harina a diversos porcentajes en las



dietas para camarones, no solo produce un incremento en el crecimiento, sino que
incrementa a la vez la capacidad de los organismos a resistir el embate de
microorganismos patégenos, eleva la estabilidad, la atractabilidad y la palatabilidad al
alimento. Adicionalmente se conocen los compuestos que pueden estar participando en la
generacion de efectos fisiologicos como el alginato de sodio y el fucoidan (polisacarido

sulfatado).



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Procedimiento de obtencion del extracto de langostilla.

Para la obtencion del extracto se utilizé langostilla roja (Pleuroncodes planipes) capturada
en Bahia Magdalena, Baja California Sur. México. El jugo de langostilla se obtuvo por
prensado mecanico del cuerpo completo del animal. El jugo resultante se denominé
extracto total de langostilla (ETL), se congeld y almacend a -40°C hasta su uso. Este fue
el material utilizado en todos los experimentos.

Para su utilizacion en los ensayos posteriores el extracto se centrifugd a 1000g durante 5
minutos con el objetivo de eliminar impurezas y se liofilizé y almacené a -10°C hasta su

uso. Este producto fue nombrado ETLL.

3.2 Evaluacion quimica del ETLL

3.2.1 Analisis proximal:

El analisis de la composicién quimica (material seca, proteina bruta [N x 6.25], grasa,
cenizas, fibra cruda y extracto libre de nitrdgeno) del ETL fue determinado segun AOAC
(1990). La energia bruta fue determinada con un calorimetro adiabatico (Parr Isoperivolt

1261, USA). Todas las muestras fueron procesadas por triplicado.

3.2.2 Determinacion del perfil de aminoacidos:

El perfil de aminoacidos del ETLL fue determinado en un analizador automatico de
aminoacidos LKB (Alpha Plus Il, LKB, Suecia). Las muestras de ETLL fueron hidrolizadas
con HCI 6 mol/L en ampulas al vacio y analizadas siguiendo la metodologia de LKB
Biochemicals y los métodos normalizados del Centro de Histoterapia Placentaria de Cuba

y PNOAC (01.001.94).



3.2.3 Actividad enzimatica digestiva

3.2.3.1 Actividad proteolitica:

La actividad de proteasas inespecificas en el ETLL fue determinada de acuerdo con
Divakaran y Ostrowski (1990) usando la siguiente mezcla de reaccién: 20 pL de extracto
crudo, 200 pL de Tris-HCI (0.1 mol/L, pH 8.1), 500 pl de azocaseina (1% en Tris-HCI 50
mmol/L, pH 7.5). La mezcla se incubé a 37°C durante 30 minutos. Después de la
incubacion la reaccion se detuvo con 200 yL de TCA (acido tricloroacético, 20%) y se
clarifico por centrifugacion (5000g/5’). La absorbancia fue registrada a 440 nm (Spectronic
2000, Bausch & Lomb). Los blancos fueron preparados de forma similar, pero el extracto
crudo se agregd después de la soluciéon de TCA. Se utilizé un control negativo adicional
reemplazando el extracto crudo con amortiguador de Tris-HCI. La actividad se expresé
como el numero de unidades de proteasas por mg de proteina (una unidad de proteasa
se definid como la cantidad de la enzima requerida para incrementar por minuto 0.01

unidades de densidad 6ptica (DO) a 440 nm).

3.2.3.2 Actividad amilolitica:

La actividad tipo amilasa del ETLL fue establecida segun Vega-Villasante et al. (1993).
La mezcla de reaccion fue: 490 pL de Tris-HCI (50 mmol/L, pH 7.5), 20 yL de extracto
crudo, y 500 pL de solucidon de almiddn (1%). La mezcla se incub6 a 30°C durante 60
minutos. La actividad de amilasa fue determinada midiendo la produccién de azucares
reductores resultantes de la hidrdlisis del almidon, de la forma siguiente: inmediatamente
después de la incubacion se agregaron a la mezcla de reaccion 200 yL de carbonato
sédico (2 mol/L) y 1.5 mL de reactivo de acido dinitrosalicilico (DNS) y se sometié a
ebullicion durante 15 minutos. Este volumen se ajusté a 10 mL con agua destilada y la
solucién coloreada se leyé a 550 nm. Los blancos fueron preparados agregando el

extracto crudo después del reactivo de DNS. Un control adicional fue preparado



reemplazando el extracto crudo con Tris-HCI. La actividad de amilasa se expresé como el
numero de unidades del amilasa por mg de proteina (una unidad de amilasa se definio
como la cantidad de la enzima requerida para incrementar por minuto 0.01 unidades de

O.D. a 550 nm).

3.2.3.3 Actividad lipolitica:

La actividad de tipo lipasa se determin6 de acuerdo con la técnica de Versaw et al.,(1989).
La mezcla de reaccion fue: 100 yL de taurocolato de sodio (200 mmol/L), 1900 uL de Tris-
HCI (50 mmol/L, pH 7.5), y 20 uL de extracto crudo. Después de la preincubacion, 37°C
durante 5 minutos, se agregaron 20 uL de substrato de R-naftilcaprilato (200 mmol/L en
dimetil sulfoxido [DMSO]). La mezcla se incub6 a 37°C durante 30 minutos.
Posteriormente se agregaron 20 ul de solucion de Fast Blue BB (100 mmol/L en DMSO) y
la mezcla se incubd por 5 minutos a la misma temperatura. La reaccion se detuvo con 200
pl de TCA (0.7 mol/L). La mezcla se clarificé con 2.71 mL de etanol:acetato de etilo (1:1)
y la absorbancia registrada a 540 nm. Los blancos fueron preparados agregando el
extracto crudo después de la solucion de TCA. Un control adicional fue preparado
reemplazando el extracto crudo por amortiguador de Tris-HCI. La actividad de lipasa se
expresd como el numero de unidades de lipasa por mg de proteina (una unidad de lipasa
se definié como la cantidad de enzima requerida para incrementar 0.01 unidades O.D. por

minuto a 540 nm).

3.2.4 Inhibicion de proteasas:

La determinacion de inhibidores de tipo serinico presentes en el ETLL fue realizada de
acuerdo a la técnica descrita por Garcia-Carrefio (1998) y De Arazoza (2003), donde el
ETLL fue sometido a una extraccién con acido tricloroacético (TCA) al 5%, arazén de 1 g

de ETLL en 10 mL de TCA. El extracto resultante se incubd con tripsina bovina (SIGMA)



(1Tmg/mL) a diferentes tiempos (10, 20, 30 y 40 min) y se determindé la actividad inhibidora

por triplicado.

3.2.5 Proteinas totales
La determinacion de proteinas totales del ETTL fue realizada por el método de Bradford

(1976).

3.2.6 Digestibilidad in vitro:

La digestibilidad in vitro del ETLL fue realizada de acuerdo a la técnica publicada por Hsu
et al. (1977), utilizando como fuente enzimatica tripsina bovina (SIGMA) (6mg/mL) y como
substrato una solucion acuosa de ETLL con una concentracién de proteina del 20%, como
control se utilizd6 caseina (SIGMA). La digestibilidad se determind como el descenso de

unidades de pH durante 10 minutos.

3.2.7 Cémputo quimico:

El cdmputo quimico de la proteina se realizd6 segun Mitchell y Block, (1946). Como
proteinas de referencia se utilizaron los perfiles de aminoacidos de postlarva y adulto de
Litopenaeus schmitti y de larva de Marsupenaeus japonicus. ElI cédmputo quimico
corregido para la digestibilidad de aminoacidos se calculé segun la técnica descrita por

Henley y Kuster (1994).

3.2.8 Capacidad antioxidante

3.2.8.1 Inhibicién de la lipoperoxidacion

La capacidad antioxidante del ETLL se determind midiendo el porcentaje de inhibicion
sobre la lipoperoxidacion inducida en homogenado de tejido cerebral de rata de acuerdo a

la reaccion de Fenton (Ohkawa et al 1979) que se fundamenta en que la adicién de iones



Fe?* al medio induce la produccién de radicales OH® por exceso. Durante la
lipoperoxidacidon se generan derivados aldehidicos y otras sustancias que reaccionan con
el acido tiobarbiturico (TBA). Para cuantificar las sustancias reactivas al TBA se utilizd
como modelo un homogenado de tejido cerebral de ratas (Ohkawa et al.1979). El
homogenado se prepard utilizando el cerebro de ratas Wistar machos de un peso
comprendido entre 250-300g.

Se utilizé un control de la peroxidacion total, un blanco y la muestra los cuales contenian:

Control: = 15uL de tampdn fosfato, 50mmol/L, pH 7.4.
» 6uL de ascorbato, 0.4mmol/L.
» 4ul de FeSOy4, 0.05mmol/L.
» 25ul de tejido cerebral.

Blanco: = 40uL de tampon fosfato, 50mmol/L, pH 7.4.
» 4L de FeSOy4, 0.05 mmol/L.
» 6uL de ascorbato, 0.04mmol/L.
Muestra: = 4ulL de FeSO4, 0.25mg/ml
» 6uL de ascorbato, 0.04 mmol/L.
= 15 uL de ETLL*
» 25ul del tejido cerebral de rata Wistar.

*ElI ETLL fue afadido (15uL) en concentraciones de 0.5 mg/mL, 0.75 mg/mL, 1.0 mg/mL,
2.0 mg/mLy 5.0 mg/mL.

Tanto a las muestras como el control y el blanco se incubaron 80 minutos a temperatura
ambiente, transcurrido ese tiempo se les adicion6 350uL de HAc 20%, pH 3.5 a cada tubo
para detener la reaccion, y se adicioné 600uL de TBA (0.5%) para desarrollar color, se
incubaron todos 1h a 85°C. Los tubos se perforaron para facilitar la salida de vapores y
pasado el tiempo de incubacion se les adiciond 50uL de SDS al 10 % para desnaturalizar
y se centrifugd 15 min a 800 g, a temperatura ambiente. La absorbancia se leyé a

A=532nm.



3.2.8.2 Inhibicion de radicales libres producidos por la reacciéon xantina-oxidasa
Se determiné asimismo la capacidad de ETLL para captar los radicales libres producto de
la reaccién de la xantina-oxidasa.

. Xantina oxidasa , | .. _
Xantina—— 3 Acido urico + O, + H,0»

El O,*, por su caracter reductor, es capaz de reducir el azul de nitrotetrazolio (NBT), el
cual cuando es reducido da lugar a la formacion de un croméforo con un maximo de
absorcion a A=560nm. Por tanto, cualquier principio activo captador de O," disminuye la
velocidad de formacion del croméforo. Los principios captadores de O, actuan
dismutandolo ( Mc Cord y Fridovich, 1969).

Protocolo experimental

Reactivos

- Buffer fosfato, 67 mmol/L, pH 7.8

Buffer carbonato, 200 mmol/L, pH 10.2

- NBT, 25 umol/L (se disuelve en el buffer carbonato anterior)

- NaOH 5%

- Xantina, 100 umol/L (se disuelve en NaOH 5%)

- Mezcla reaccionante: 20 mL Buffer Fosfato + 100uL NBT + 100uL Xantina

- Xantina oxidasa (XO), se utilizé6 una concentracion de la enzima de 15uL en 50mL de
agua destilada. Cantidad de enzima suficiente para obtener una pendiente de
incremento de la absorbancia a A=560nm igual a 0.025-0.030 U/min.

- SOD, se empleé como control de que hay dismutacion

En cada cubeta se anadio:

e 3.0mL de mezcla reaccionante
e 50uL xantina oxidasa
e Se anadieron diluciones de concentraciones crecientes del ETLL, las cuales

fueron de 1Tmg/mL, 5mg/mL, 10mg/mL y 50mg/mL.



e Se siguio la cinética de aumento de la absorbancia a A=560nm, registrando los

valores en un tiempo total de 10 min.

3.2.8.3 Determinacioén de vitamina C

La determinacion de acido ascorbico se realizé segun Natelson, (1964). A 0.2 mL de las
muestras de ETLL reconstituido se afiadieron 0.8mL de TCA al 10%. Se mezclo6 bien y se
dejé en reposo durante 5 min., centrifugandose posteriormente a 2000g durante 10
minutos. Una alicuota de 0.5mL se transfirié a un tubo de ensayo afiadiéndole 0.2mL de
reactivo de dinitrofenilhidracina-tiourea, los tubos se incubaron a 37°C durante 3 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacién se enfriaron en bano de hielo anadiéndoles 0.8mL
de H,SO4 al 65% frio y se mezclaron bien, dejandose después en reposo a temperatura
ambiente (30 minutos) y se leyd la absorbancia a 520nm. Se prepar6é un blanco con

0.5mL de TCA y se utilizé como estandar acido ascérbico (1mg/100mL).

3.2.9 Obtencion de péptidos anabdlicos

3.2.9.1 Aislamiento y semipurificacion de péptidos semejantes a la insulina

El aislamiento y semipurificacion de péptidos semejantes a la insulina se realizdé de
acuerdo con la técnica descrita por Gallardo (1998) en Panulirus argus.

La solucion de extraccion se prepard con una mezcla de etanol al 96% y HCI (c) en una
relacion 50:1 (v:v). Se homogeneizaron 9 g de una muestra de extracto de langostilla roja
liofilizada (Pleuroncodes planipes) en 90 mL de la solucion de extraccidon a razén de 10mL
de solucion por g de muestra (etapa1).

La mezcla se dejo agitando 16 h en frio. Después de transcurrido ese tiempo se
centrifugo a 1200g/30’/4°C. Se colecto el sobrenadante (etapa 2). Se le ajustd el pH con
NH4OH 25% hasta un valor de 8.3 y se centrifugé a 1200g/30°’/0°C y se colectd de nuevo

el sobrenadante (etapa 3). Se ajusto el pH a 3 con HCI 6 mol/L, se le midié el volumen



adicionandole 2 volumenes de etanol y 4 volumenes de éter dietilico (ambos en frio), se
mantuvo con agitacion en frio durante 18h. Una vez transcurrido ese tiempo se centrifugo
la mezcla a 50009/30°/-5°C. Después de centrifugar, se tomo el precipitado y se le
afnaden 30mL de H,O destilada (etapa 4), se le ajusté el pH a 3 con HCI 2 mol/L. Una vez
ajustado el pH se midi6 el volumen con una probeta y se afadid la misma cantidad de
NaCl al 30%. Se agité durante 20 min., se centrifugd a 4500g/20°'/25°C y el precipitado se

resuspendioé en agua destilada.

3.2.9.2 Deteccién por RIA

El radioinmunoanalisis de insulina empleado para la deteccion y cuantificacion de los
péptidos similares a esta hormona, utilizdé como antigeno marcado '?°l-Insulina humana
recombinante (150uCi/ug), como primer anticuerpo un suero anti-insulina humana
obtenido en curiel y como reactivo precipitante un suero anti-gamma globulina de curiel
obtenido en carnero.

La ubicacion con el primer anticuerpo se llevé a cabo en un tampdn fosfato 10 mmol/L,
pH 7.4 durante 90 min. La separacion del antigeno marcado del libre se logré mediante la
incubacion de las muestras con el reactivo precipitante durante 20 min. y la centrifugacion
posterior a 1200g durante 15 min. Todo el ensayo se realizd a temperatura ambiente. Los
sobrenadantes obtenidos se aspiraron con bombas al vacio y la radioactividad presente
en los precipitados y se contd en un contador gamma Wallac.

La dosis de antigeno presente en las distintas muestras analizadas se calculé a partir de
una curva estandar de insulina humana que incluyo las siguientes concentraciones de la

hormona no marcada: 0.2; 0.4; 0.8; 2.0; 4.0; 8.0 y 20 ng/mL.



3.3 Bioensayos con modelos experimentales.

3.3.1 Cultivos celulares: Ensayo del efecto del ETLL en la proliferacion de cultivos
celulares de fibroblastos y células tumorales

Para determinar el efecto del ETLL sobre cultivos celulares de fibroblastos se llevé a cabo
el siguiente protocolo que forma parte de los Procedimientos Normalizados de Operacion
del Laboratorio de Inmunofarmacologia del Instituto Nacional de Oncologia y

Radiobiologia de Cuba (INOR).

3.3.1.1 Cultivo de las lineas celulares.

Se empled una linea de fibroblastos murinos (L-929). Las células se cultivaron en frascos
de 25 y 75 cm? con Medio RPMI-1640 suplementado con 25 mmol/L HEPES, 2 mmol/L
Glutamina, 2 mmol/L de Piruvato de sodio, penicilina/estreptomicina y 10% de Suero Fetal
de Bovino. Los cultivos se mantuvieron en incubadora a 37°C y una atmdésfera de 5% CO;
realizandose pases celulares cada 3 dias, al alcanzar el estado de semi confluencia. Se
despegaron las células adheridas con una solucion de Tripsina- EDTA al 0,25 %, segun el
protocolo normalizado de operacion PNO(DT/4)-208 y se expandié el cultivo hasta
alcanzar la cantidad de células requeridas para el ensayo en fase de crecimiento
exponencial. La viabilidad celular debe ser mayor del 95 %.

El ETLL se esterilizé por filtracidn y se prepararon concentraciones desde 0,01 ug/mL
hasta 100 ug/mL haciendo diluciones 1/10 en Medio RPMI-1640.

Se colectaron las células adheridas con tripsina -EDTA 0,25 % y se lavaron tres veces
con Medio RPMI centrifugando a 1000 rpm por 10 minutos. Se llevé a cabo el conteo
celular con Tripan azul, segun el PNO (DT/4)-103 y se ajustaron las células a la
concentracion de 5 x 10° células viables/mL. Se afiadi® 1 mL/pozo de la suspensidn
celular en placas de 24 pozos, afadiéndose a su vez 50 ulL/pozo de las diferentes

concentraciones del producto, por duplicado, segun protocolo. Se incluy6 el Medio RPMI



para completar un volumen final de 2 mL /pozo. Se incubaron las placas por 48 y 72 horas
a 37C y una atmésfera de 5% CO,, se extrajeron las placas correspondientes a cada
tiempo de incubacién y se decanté el medio, lavando suavemente las placas con Cloruro
de Sodio al 0.9 % dos veces. Se afiadid 1 mL/pozo de Hidroxido de sodio (NaOH) 1 mol/L
y se dejo reposar 30-45 minutos y 1 mL/pozo de agua destilada, agitando ligeramente. Se
leyo la densidad éptica (DO) a 280 nm de cada pozo para la cuantificacion de proteinas
de muestras y controles.

3.3.1.2 Calculos

Se determiné el promedio de las DO de las muestras (DOt) y controles (Dok), para cada
linea celular estudiada y se calcul6 la relacion Dot/Dok para cada concentracion del

producto en cada linea celular.

3.3.2 Artemia franciscana

3.3.2.1 Organismos

Los nauplios de Artemia franciscana fueron obtenidos de quistes de la marca Salt Creek
®. Se realiz6 la hidratacién y desencapsulacion de los mismos y se mantuvieron en un
contenedor de 1.5 litros, con agua de mar filtrada y esterilizada con UV hasta su eclosion.
Los nauplios, con una longitud de 490 a 510 micras fueron separados de los quistes
remanentes, contados y sometidos a los tratamientos respectivos y/o trasladados al
sistema experimental.

3.3.2.2 Sistema experimental

El sistema experimental consistio de 15 unidades experimentales plasticas (botellas) de
1.5 litros de capacidad (con aforo a 1.3 litros). El agua de mar fue filtrada y esterilizada
(UV). La oxigenacion se mantuvo a saturacion mediante el empleo de aireadores. Los
organismos (tanto el control como los tratamientos) fueron alimentados con la cloroficea

Nanochloris oculata a una concentracion deseada de 100 000 células/mL.



Se intercambié un 50% del volumen del recipiente cada 48 horas. La salinidad

permanecié entre 34 y 36 ppm. No se llevd a cabo control de temperatura.

3.3.2.3 Bioensayo de crecimiento de Artemia franciscana sometida a bano de
inmersién con ETLL

3.3.2.3.1 Disefio experimental.

Quince unidades experimentales con cinco tratamientos con tres réplicas cada uno:
Control o testigo: 200 nauplios de Artemia franciscana sometidos a un bafio de inmersion
durante 30 minutos con agua marina sin ETLL.

Tratamiento I: 200 nauplios de Artemia franciscana sometidos a un bano de inmersion
durante 30 minutos con ETLL a razén de 1 mg/ mL de agua marina.

Tratamiento Il: 200 nauplios de Artemia franciscana sometidos a un bafio de inmersion
durante 30 minutos con ETLL a razén de 10 mg/ mL de agua marina.

Tratamiento lll: 200 nauplios de Artemia franciscana sometidos a un bano de inmersion
durante 30 minutos con ETLL a razén de 50 mg/ mL de agua marina.

Tratamiento 1V: 200 nauplios de Artemia franciscana sometidos a un bafio de inmersion
durante 30 minutos con ETLL a razén de 100 mg/ mL de agua marina.

Los nauplios se sometieron a un solo bafio de inmersion a las diferentes concentraciones.
Para llevar a cabo esto, se peso la cantidad correspondiente de ETLL, se disolvié en agua
de mar filtrada y esterilizada por UV. Los nauplios se introdujeron en el recipiente y
pasado el tiempo de inmersion se retiraron y  trasladaron al sistema experimental,

permaneciendo ahi hasta el final del experimento (12 dias).



3.3.2.4 Bioensayo de crecimiento de Artemia franciscana utilizando el ETLL libre
en el agua de cultivo

3.3.2.4.1 Disefio experimental.

Quince unidades experimentales con cinco tratamientos con tres réplicas cada uno:
Control o testigo: 200 nauplios de Artemia franciscana sin recibir ETLL.

Tratamiento |: 200 nauplios de Artemia franciscana + 1.6 mg/ dia de ETLL libre en el agua.
Tratamiento |Il: 200 nauplios de Artemia franciscana + 3.2 mg/ dia de ETLL libre en el agua.
Tratamiento Ill: 200 nauplios de Artemia franciscana + 6.5 mg/ dia de ETLL libre en el agua.
Tratamiento IV: 200 nauplios de Artemia franciscana + 13 mg/ dia de ETLL (sin microalgas).
Los nauplios en todos los tratamientos, excepto el IV, se sometieron a un régimen idéntico
de alimentacién con Nanochloris oculata, modificado solo por los porcentajes crecientes
de adicion del ETLL pulverizado y agregado a cada botella segun la cantidad

correspondiente.

3.3.2.5 Muestreos y analisis estadistico.

De la poblacién total de cada botella (tres por tratamiento) se llevé a cabo un muestreo
final en la cual se colectaron 40 individuos y se determin6 su longitud utilizando un
microscopio estereoscépico con escala (OLYMPUS). Adicionalmente se realizé la
cosecha total de los ejemplares y se determiné el numero total para estimar la
supervivencia por botella y por tratamiento. Los resultados de los bioensayos fueron
procesados para determinar su normalidad (prueba de Lilliefors) y se constatd la
homogeneidad de varianza por la prueba de Bartlett (Montgomery, 2001). Los datos por
tratamientos se agruparon para la aplicacion de un Analisis de Varianza de efectos fijos
(ANOVA de clasificacion simple) y posteriormente un analisis de rangos multiples de
Duncan (Montgomery, 2001). La variable “supervivencia” se proceso de igual forma previa

transformacién angular (arco seno \Proporcién), posteriormente  ANOVA vy andlisis de



rangos multiples de Duncan para definir qué tratamiento o tratamientos diferian

significativamente.

3.3.2.6 Bioensayo de crecimiento de Artemia franciscana utilizando péptidos
insulinoides extraidos del ETLL y agregados en el agua de cultivo.

3.3.2.6.1 Diseno experimental

Quince unidades experimentales con cinco tratamientos con tres réplicas cada uno:
Control o testigo: 200 nauplios de Artemia franciscana alimentados con Nanochloris
oculata a una concentracion de 100 000 células/mL.

Tratamiento I: 200 nauplios de Artemia franciscana alimentados con Nanochloris oculata a
una concentracion de 100 000 células/mL y una dosis diaria de péptidos insulinoides en el
agua de cultivo que corresponden a 3.8 uU de insulina/ L.

Los nauplios se sometieron a un régimen idéntico de alimentacion con Nanochloris
oculata, modificado solo por la adicion de péptidos insulinoides agregados a cada botella
segun la concentracion mencionada.

Se intercambi6é un 50% del volumen del recipiente cada 48 horas. Las variables fisico-
quimicas se ajustaron antes y durante el experimento, la salinidad permanecié entre 34 y
35 ppm y el oxigeno se mantuvo a saturacion mediante el uso de sopladores. No se llevo

a cabo control de temperatura.

3.3.2.6.2 Muestreos

De la poblacion total de cada botella (tres por tratamiento) se llevé a cabo un muestreo
final en la cual se colectaron 40 individuos y se determiné su longitud utilizando un
microscopio estereoscopico con escala (OLYMPUS). Los resultados se analizaron por la

prueba t de Student.



3.3.2.6.3 Determinacion de proteinas totales en tejido de Artemia franciscana de los
bioensayos de crecimiento con péptidos insulinoides extraidos del ETLL.

La cuantificacion de las proteinas de organismos completos de Artemia franciscana se
llevé a cabo por el método de Bradford (1976). Los resultados se analizaron por la prueba

t de Student .

3.4 Bioensayos zootécnicos con camaron

3.4.1 Bioensayo del efecto del ETLL en el crecimiento de larvas de camarén

Litopenaeus schmitti.

3.4.1.1 Organismos
Las larvas de L. schmitti fueron obtenidas de la Empresa de Produccidon de larvas y
primeras postlarvas YAGUACAM, provincia de Cienfuegos (~ 80°LW y 22°LN), Cuba, en

ese mismo lugar se desarrollaron los bioensayos.

3.4.1.2 Sistema experimental

Nueve tanques de 100 litros de capacidad, de fibra de vidrio con aforo interno.

Los nauplios se sembraron en los tanques a un nivel de 50 litros c/u, en los estadios de
nauplios 4/5, llenados previamente con agua de mar filtrada hasta 5 um. La siembra se
ajusté a 140 nauplios/L (7000 n/tanque).

Las larvas fueron alimentadas segun el protocolo de alimentacion de Yaguacam (Tabla 5)
con la diatomea Chaetoceros muelleri (Cm)a razon de 60-100 000 células/mL y la
cloroficea Tetraselmis suesica (Ts) a una concentracion deseada de 1000 células/mL . A
partir de p-3 se afadié durante toda la cria el alga seca Spirulina sp a una dosis de 0.001
g/L dos veces al dia. Se afiadieron también nauplios de Artemia (0.5-2 nauplios por mL)

y el alimento balanceado comercial (ABM) (ABM-4000, AQUAFAUNA, BIOMARINE inc.



Hawthorne, California, EEUUAA) suministrado por millon de larvas, 15 g entre p-3 /m-2 y

20g desde m-3, variando el tamafio de particula en 125 y 400 um respectivamente.

Tabla 5. Protocolo de alimentacién de larvas en la empresa YAGUACAM

ESTADIO | Fitoplancton | Concentracion | Artemia | Concentracién |ABM (x millon de larvas)
veces/dia n/ml 125 ym 400 um
n-5 Cm 60 000
p-1 Cm 100 000
p-2 Cm 100 000
p-3 Cm +Ts 60000/1000 159
p-3/m-1 Cm +Ts 60000/1000 1 0.5 159
m-1 Cm +Ts 60000/1000 3 2.5 159
m-2 Cm +Ts 60000/1000 3 2.5 159
m-3 Cm +Ts 60000/1000 3 2.5 20gr
PI-1/PI-7 Cm +Ts 60000/1000 3 20-65 20gr

Se intercambidé un 50% del volumen del recipiente por dia. Se aumentd progresivamente
el nivel de las cubetas hasta 80 litros. La salinidad comenzé a bajarse desde p-1, llegando
a mysis con 28 partes por mil (ppm) y a postlarvas con 20 ppm. Las variables fisico-
quimicas se ajustaron antes y durante el experimento, la salinidad se ajusté de acuerdo a
los estadios en tanques contiguos y el oxigeno se mantuvo a saturacién mediante el uso
de sopladores. Se instalaron resistencias con termostatos acoplados a cada unidad para

mantener la temperatura estable 28 ° C (+1.0)

3.4.1.3 Disenos experimentales

Se disefiaron dos bioensayos para evaluar el efecto del ETLL en el crecimiento de
estadios larvales de L. schmitti. El primero utilizando el ETLL como unica fuente de
alimento y el segundo utilizando el ETLL como suplemento a la alimentacion normal

(Tabla 6).



Tabla 6. Esquema de alimentacion de larvas de L. schmitti en bioensayos |y Il.

Bioensayo | Fitoplancton Artemia ABM ETLL
24h 48h

Control |

I(2)

I(b)

Bioensayo I

Control Il

li(a)

li(b)

3.4.1.3.1 Diseno experimental Bioensayo I:

Se establecieron tres tratamientos con tres réplicas cada uno:

*Control : larvas alimentadas de acuerdo al protocolo de alimentacion en la empresa YAGUACAM.
*Tratamiento I(a): ETLL a razén de 1 mg/100 mL (1ug/mL) de agua de cultivo, cada 24 horas.
*Tratamiento I(b): ETLL a razén de 1mg/100mL (1ug/mL) de agua de cultivo, cada 48 horas.

El ETLL se comenzo a adicionar a partir del estadio de mysis, agregandolo directamente en el agua de

cultivo a un tamario de particula de 100 um.

3.4.1.3.2 Diseno experimental Bioensayo II:

Se establecieron tres tratamientos con tres réplicas cada uno:

*Control: larvas alimentadas de acuerdo al protocolo de alimentacion en la empresa YAGUACAM.
*Tratamiento ll(a): Igual al control+ ETLL a razén de 1 mg/100 mL (1pug/mL) de agua de
cultivo cada 24 horas.

*Tratamiento lI(b): Igual al testigo + ETLL a razén de 1mg/100mL (1ug/mL) de agua de
cultivo cada 48 horas.

El ETLL se comenzé a adicionar a partir del estadio de mysis.



3.4.1.4 Muestreos y analisis estadistico.

Para determinar el crecimiento de las larvas de L. schmitti en ambos bioensayos se utilizo
el Indice de Desarrollo (1.D.) ( Villegas y Kanazawa, 1979), el cual mide la velocidad de
crecimiento y esta dado por la siguiente formula: ID = (X An) / n

Donde A, es un valor absoluto convencional aplicado a cada subestadio desde protozoea
p-1(1) hasta postlarva 1 (7); y n es el numero de larvas muestreadas.

El estadio fue determinado todos los dias a las 08:00 horas, muestreando 30 larvas por
tanque, utilizando un microscopio estereoscopico (OLYMPUS VM, Japdn,1x-4x). Al final
de la experiencia se determind el peso total de las postlarvas tempranas, individualmente,
utilizando balanza analitica (SARTORIUS, A120S, GMBH, Gottingen, Germany).

En la cosecha de los ejemplares se contd el numero total para estimar la supervivencia
por tanque y por tratamiento. Los resultados de los bioensayos fueron procesados a

través de los mismos analisis estadisticos mencionados en el acapite 3.3.2.5.

3.41.5 Determinacion de proteina, actividad proteolitica total, glucégeno y
actividad de superoéxido dismutasa en larvas de Litopenaeus schmitti

Los resultados obtenidos al estudiar la composicion quimica del ETLL , su efecto sobre la
proliferacion celular de fibroblastos y el crecimiento y sobrevivencia de Arftemia
franciscana y camarones peneidos, apuntaron hacia la posibilidad de estar frente a un
alimento funcional. Por ese motivo se diseid un experimento en el que se estudio el
efecto del ETLL sobre eventos fisiolégicos y bioquimicos especificos que pudieran

relacionarse con los nutrientes y otros compuestos no nutrientes que posee el mismo.

3.4.1.5.1 Organismos

Los organismos fueron obtenidos del bioensayo ll(a) de crecimiento donde el ETLL fue

adicionado cada 24 horas a la alimentacion normal. Para las determinaciones se tomd un



pool de 200 organismos con un peso promedio de 66 mg, se homogenizaron completos
en agua destilada con ayuda de un mortero colocado sobre hielo, el extracto resultante
se dividié en tres alicuotas que se almacenaron a —20° hasta su utilizacién para la
determinacion enzimatica. Para la técnica de cuantificacion de glucégeno, 100 larvas
fueron directamente congeladas a —20°C hasta su utilizacién. Como controles se usaron
el mismo numero de larvas extraidas del tratamiento control sin recibir el ETLL, siendo

procesadas de la misma manera que las anteriores.

3.4.1.5.2 Determinacidén de proteinas totales
La determinacion de proteinas totales de las larvas se realizé por el método de Bradford

(1976).

3.4.1.5.3 Determinacién de actividad proteolitica total

La determinacion de proteasas fue realizada mediante la técnica descrita en el acapite 3.2

3.4.1.5.4 Determinacién de glucégeno

El glucégeno fue cuantificado mediante el uso de acido sulfurico y fenol segun la técnica
de Dubois et al (1965). Las larvas previamente congeladas se homogenizaron en acido
tricloroacético (TCA) al 5%. El homogenado se centrifugdé durante dos minutos a 3000g y
se mezclé un mL del extracto en TCA con 5 mL de etanol (95%). Los tubos se colocaron
en una estufa a 37 °C durante 3 h, después de la precipitacion del glucégeno los tubos se
centrifugaron a 3000g durante 15 minutos, y el pellet de glucégeno se disolvié anadiendo
0.5 mL de agua hirviendo y posteriormente 5 mL de una soluciéon de fenol al 5% en acido
sulfurico concentrado. El contenido de los tubos se transfirié a una cubeta y se ley6 a 490
nm en un espectrofotometro. Los resultados se expresan en mg de glucégeno por gramo

de tejido fresco.



3.4.1.5.5 Determinaciéon de Cu,Zn-Superoéxido dismutasa (E.C.:1.15.1.1)
Esta enzima fue determinada segun el método descrito por McCord y Fridovich (1969). El
sistema de generacion del anion superéxido es la reaccion catalizada por la xantina

oxidasa, la cual al promover la transformacién de la xantina en acido urico transfiere un

electrén al O2 molecular, produciendo O2™-. Esta reaccion esta acoplada a la reduccion

del citocromo ¢ por O2™:, midiéndose el aumento de absorbancia a 550 nm, a 25°C. La
adicién de SOD promueve una inhibicién de la velocidad de reduccion del citocromo c, ya
que compite con el citocromo por el O2™:, dismutandolo a H2O2. La actividad de Cu,Zn-
SOD es medida en presencia de cianuro de potasio 20 umol/L, inhibiendo de esta
manera la actividad de citocromo c oxidasa.

La mezcla de reaccion contiene citocromo ¢ 10 umol/L, xantina 50 umol/L, EDTA

0,1 mmol/L, KCN 20 umol/L y tampon de fosfato de potasio 50 mmol/L, pH 7,8. La xantina
oxidasa se diluye en tampon de fosfato de potasio 50 mmol/L, pH 7,8 buscando promover
una variacion de la absorbancia de 0,030 unidades por minuto, que corresponde a una
inhibicion de la velocidad de reduccion del citocromo ¢ por el O2™, de entre 20y 40%, en
la mezcla de reaccién sin muestra.

Los resultados son expresados en unidades de SOD/mg de proteina. Una unidad de SOD

esta definida como la cantidad de enzima que promueve 50% de inhibicion de la

reduccioén del citocromo ¢, por minuto, a 25°C, y pH 7.8.

3.4.1.5.6 Analisis estadistico
Los resultados de todos los analisis bioquimicos anteriores se compararon a través de la

prueba t de Student.



3.4.4 Bioensayo de crecimiento utilizando el ETLL como aditivo alimentario en
dietas para postlarvas de camaron Farfantepenaeus californiensis

3.4.4.1 Organismos.

Se utilizaron postlarvas (PL5) de Farfantepenaeus californiensis obtenidas del laboratorio
de camaronicultura del CIBNOR vy distribuidas en 5 grupos experimentales de 100

individuos cada uno a una densidad de 3.3 PL/L, con tres replicas por tratamiento.

3.4.4.2 Sistema experimental

El sistema experimental consisti6 de unidades plasticas de 90 L conteniendo 60 L de
agua de mar filtrada y esterilizada por UV. Aproximadamente el 25 y el 50% del volumen
de agua fue renovada diariamente. Los parametros fisico-quimicos (temperatura,
salinidad y oxigeno) fueron evaluados diariamente.

Los animales fueron alimentados 4 veces al dia (10:00, 12:00, 16:00 y 20:00 h). La
racion diaria fue del 100% de la biomasa total (15 dias) y 30% de la biomasa total (15
dias). La racion de alimento fue ajustada semanalmente de acuerdo a la biomasa total.

El incremento en peso de la poblacién fue calculado por muestreo y pesaje de 10
individuos por replica, por tratamiento, cada semana. El porcentaje de supervivencia fue
asimismo calculado al final del experimento.

Para la elaboracion de los alimentos experimentales se utilizd alimento comercial
(PIASA, México) cuya composicion proximal fue la siguiente: proteina minima (35%),
grasa minima (6%), fibora maxima (3%), humedad maxima (12%), ELN minimo (34%),
cenizas (10%).

El alimento comercial fue molido y suplementado con el ETLL en sus diferentes
tratamientos a una concentracion de 1% (con excepcién del alimento control y el alimento
suplementado unicamente con alginato al 1%). Las dietas experimentales fueron

repeletizadas utilizando grenetina al 4% como aglutinante. Los pellets resultantes fueron



secados a 39°C durante 24 horas, y posteriormente fraccionados (mezcladora Varig a
baja velocidad) hasta que el tamafio de particula (entre 0.45 y 0.85 mm) fuera obtenido. El
tamafo de particula fue seleccionado usando las mallas correspondientes. El analisis
proximal de las dietas repeletizadas fue determinado segun los métodos estandares de la
AOAC (1990). La incorporacion en la dieta experimental del ETLL inmovilizado se realizo
reconstituyendo el producto liofilizado con agua destilada (10 ml/ g de ETLL) y agregando
la cantidad de alginato de sodio (SIGMA) necesaria para alcanzar una proporcion de 1%
en la mezcla final. Esta mezcla fue goteada lentamente en una solucion de cloruro de
calcio (1%) produciendo la rigidez del alginato y por ende la inmovilizacion del ETLL. El
producto inmovilizado fue secado en una incubadora a 40 °C durante 12 horas,
posteriormente se molio, tamiz6é y agrego a la dieta experimental. Cuando se requirio
adicionar el ETLL desnaturalizado por calor, esto se realizé llevando al producto hasta

una temperatura de 96°C durante 20 minutos en agitacion.

3.4.4.3 Tratamientos.

Los tratamientos experimentales fueron los siguientes:

Tratamiento |, dieta control (alimento comercial repeletizado)
Tratamiento |l, dieta control + 1% de ETLL

Tratamiento lll, dieta control + 1% de ETLL inmovilizado con alginato
Tratamiento 1V, dieta control + 1% de ETLL desnaturalizado por calor

Tratamiento V, dieta control + 1% de alginato

3.4.4.4 Muestreos y analisis estadistico.
La toma de muestras se llevé a cabo cada siete dias durante el experimento, en cada una
fueron seleccionados diez individuos al azar, por réplica y por tratamiento. Los

organismos fueron colocados en una malla, secados con papel filtro y pesados en una



balanza analitica. La ganancia fue evaluada en peso (GP = Pf-Pi) y la velocidad de
crecimiento instantanea de acuerdo con la formula: IGR = ((Pf-Pi/Pi) x 100) / tiempo
(D"Abramo y Castell, 1997). Los resultados de los bioensayos fueron procesados a través

de los mismos analisis estadisticos mencionados en el acapite 3.3.2.5.

3.4.5 Bioensayo de crecimiento de juveniles de Litopenaeus vannamei utilizando el
ETLL como aditivo alimentario

3.4.5.1 Organismos

Para el bioensayo se utilizé6 un lote de 3000 juveniles de camardn blanco L. vannamei
seleccionados de diferentes familias obtenidas del patio de cultivos del CIBNOR, con un
peso promedio de (250 mg) los cuales se trasladaron a dos tinas de plastico con
capacidad de 800 L y fueron aclimatados durante una semana a las condiciones de
laboratorio (temperatura, salinidad, fotoperiodo y oxigeno disuelto) alimentandolas con un
alimento comercial (PIASA) con 40% de proteina. Posteriormente se seleccionaron 120
organismos con un peso promedio de 0.250 g y se distribuyeron aleatoriamente en las 12
unidades experimentales a razén de 10 organismos por acuario, con tres réplicas por

cada tratamiento alimenticio.

3.4.5.2 Formulacién de alimentos

La formulacion de las dietas experimentales (Tablas 7, 8 y 9) se hizo con el software
MIXIT-Win teniendo como base la dieta control con 40 % de proteina reportada por
Goytortua (1993) y la formulacion de la dieta de referencia Control se tomé con base a los
requerimientos nutricionales informados para el camardn blanco Litopenaeus vannamei
(Akiyama et al, 1992; Camba et al, 1993).

Para la evaluacion del ETLL como aditivo alimentario se formularon las siguientes dietas
que correspondieron a los tratamientos respectivos:

e Dieta control (DC): alimento con 40% proteina



e Dieta ETLL 1%: DC con 1% de inclusion de ETLL
e Dieta ETLL 3%: DC con 3% de inclusiéon de ETLL
e Dieta ETLL 6%: DC con 6% de inclusion de ETLL

Tabla 7. Composicion de los alimentos experimentales (g/100 g alimento)
para bioensayo de crecimiento de juveniles de L. vannamei

INGREDIENTE DC ETLL 1% ETLL 3% ETLL 6%
Harina de 26.955 26.685 26.075 25.097
sardina

Pasta de soya 25.000 24.750 24.275 23.583
Harina de trigo 38.133 37.752 37.027 35.971
integral

Grenetina 4.001 3.961 3.884 3.774
Aceite de atan 1500 1.485 1.456 1415
Lecitina de soya 1.500 1.485 1.456 1.415
Premezcla de 2.500 2475 2.427 2.358
minerales

Premezcla de 0.260 0.257 0.253 0.245
vitaminas

Vitamina C (Stay

vl 0.090 0.089 0.088 0.085
oo de colina 0.060 0.059 0.058 0.057
ETLL 1.000 3.000 6.000

DC-= dieta control;

ETLL1%= dieta control adicionada con 1% (p/v) de extracto de langostilla.
ETLL 3%-= dieta control adicionada con 3% (p/v) de extracto de langostilla.
ETLL 6%= dieta control adicionada con 6% (p/v) de extracto de langostilla.

3.4.5.3 Sistemas de cultivo y bioensayos nutricionales

El sistema de cultivo tipo intensivo consistio de 12 acuarios de fibra de vidrio (34 x 35 x 38
cm) con una capacidad de 60 L, funcion6 con un recambio agua/dia del 80 %,
temperatura 27 + 1 °C controlados independientemente con un calentador sumergible
EBO YAGER de 250 w, salinidad 40 + 1 ppt, oxigeno disuelto > 4 mg/L y un fotoperiodo
de 12/12. Las dietas experimentales fueron previamente trituradas en un molino
mecanico manual y tamizadas seleccionando 3 tamafios de microparticulas (1.40, 2.00 y

2.36 mm).



Tabla 8. Composicion de la premezcla de minerales

Mineral Origen g/100 g premezcla | g/Kg. de alimento
KCI Sigma Co. 14.29 0.5
MgS0,.7H,0 ‘ 14.29 0.5
ZnS04.7H,0 2.57 0.09
MnCl,.4H,0 0.67 0.0234
CuClI2.2H,0 0.15 0.005

Ki ‘ 0.15 0.05
CoCl,.2H,0 ‘ 0.07 0.0025
Na,HPO, 67.71 2.37

Tabla 9. Composicion de premezcla de vitaminas

Vitaminas Origen g/100 g premezcla | mg./kg de alimento
Vitamina A acetato (Retinol) ICN, Biomedicals 0.01 0.516
Vitamina D3 (Colacalciferol) ¢ 3.72 0.06
Vitamina E (Tocoferol) “ 7.93 400
Vitamina K3 (Menadiona) « 0.40 20
Vitamina B (Tiamina) “ 2.98 150
Vitamina B, “ 1.98 100
Vitamina Bg (Piridoxina) “ 0.99 50
Acido D- pantoténico “ 1.98 100
Niacina (Acido nicotinico) 5.95 300
D-Biotina “ 0.02 1
Inositol “ 9.92 500
Acido félico “ 0.040 20
Vitamina B4, (Cianocabalamina) 0.002 0.1
Celulosa (Vehiculo) 19.84 1000

La alimentacién fue a saciedad aparente con 3 alimentaciones diarias durante los 30 dias
de experimento, se inicié proporcionado el 10 % de la biomasa total, y a partir del
segundo dia se corrigié dicha cantidad tomando como referencia la cantidad de alimento
residual, estimada por apreciacién visual cada dia, el alimento fue dosificado en tres
porciones al dia (10:00, 14:00 y 17:30 h). La rutina de monitoreo diario inici6 a las (08: 30
am) y consistié en tomar primero las lecturas de temperatura y oxigeno disuelto con un
oximetro YSI Modelo 57, la salinidad con un refractometro, después se bajo el nivel de los
numero de

acuarios a un 80% de su capacidad para proceder a hacer el conteo del

organismos, alimento residual, muertes y posibles mudas, para terminar con un sifoneo



hasta un limite del 20% de agua sobrante en el acuario retirando todo el alimento residual

y material organico “sedimentado” llenando por ultimo a chorro constante.

3.4.5.4 Muestreos y analisis estadistico.
Al final del experimento se calcularon los siguientes parametros

¢ Peso final en gramos

Pf - Pi
e Tasa de crecimiento porcentual TC = X 100
Pi

(Pf es el peso final del organismo y Pi es el peso inicial del organismo).
e Velocidad de crecimiento instantanea IGR = ((Pf-Pi/Pi) x 100) / tiempo

Alimento aparentemente consumido (g)

e Factor de conversion FCA =
alimenticia Incremento en peso corregido (g)

Incremento en peso corregido IPC = Bf + %2 (Ppf + Ppi) (Nm) — Bi
Este factor corrige en funcion de la mortalidad, de acuerdo con Kitabayashi et al. (1971).
(Bf es la biomasa final, Bi es la biomasa inicial, Ppf es el peso promedio final, Ppi es el peso

promedio inicial y Nm el numero de muertos).

Alimento total suministrado

e Alimento Consumido =
(mg/organismo/dia) Ni + Nf/2 X tiempo (dias)

(Ni nimero de organismos iniciales y Nf nimero de organismos finales).

Incremento en peso corregido (g)

¢ Eficiencia proteica EP =
Proteina consumida (g)

Se realizaron 3 muestreos para determinar el peso de los organismos al inicio, a los 15
dias y a los 28 dias, para lo cual se utilizé6 una balanza OHAUS con precisién a 3 digitos.
Los resultados de los bioensayos fueron procesados a través de los mismos analisis

estadisticos mencionados en el acapite 3.3.2.5.



4. RESULTADOS

Con la finalidad de determinar el potencial del extracto total de langostilla liofilizado (ETLL)
como alimento funcional para su aplicacion en la nutricion del camardn se desarrollaron
varios métodos quimicos, bioldgicos y bioquimicos. Los resultados obtenidos confirman
los obtenidos por otros autores (Civera et al. 1992, 1999; Goytortua 1993) que
estudiaron diferentes productos o subproductos de la langostilla y ademas enriquecen el
conocimiento de las cualidades nutricionales de la misma al aportar nuevos datos sobre
su composicion y efectos fisioldgicos y bioquimicos en los camarones.

El ETLL presenta caracteristicas que permiten considerar su aplicacion en la nutricién
bajo el concepto de “alimento funcional’. En su composicién existen compuestos con
actividad biolégica que no participan directamente en el aporte de nutrientes pero cuyo
potencial para producir uno o varios efectos fisioldgicos sugiere una participacion directa
en los procesos de crecimiento y de salud de los organismos alimentados con éste. Para
determinar esta potencialidad se realizé antes que todo una evaluacion del producto
mediante el empleo de métodos quimicos, dos modelos experimentales para la
evaluacion bioldgica: cultivos celulares de fibroblastos de raton y ensayos de crecimiento
con Artemia franciscana. Se probé ademas la respuesta de las artemias frente a la
fraccion de péptidos tipo insulina extraidos del ETLL, para culminar la tesis con los
ensayos zootécnicos en larvas y postlarvas de camardn. De algunos bioensayos de
crecimiento se colectaron los organismos y se determinaron parametros bioquimicos
seleccionados con la finalidad de comprobar si existieron realmente efectos fisiolégicos

que resultaran en cambios en la composicion corporal o en indicadores de salud.



4.1 Métodos quimicos de evaluacién de la langostilla

4.1.1 Analisis proximal

En la Tabla 10 se presenta el analisis proximal del ETLL, en el cual es posible apreciar
que el mayor constituyente es la proteina. El resultado de la cuantificacion de proteinas
totales del ETLL por el método de Bradford (1976) registroé un valor de 45.9%. El nivel
proteico que posee permite clasificarlo como una fuente de proteinas. Estos datos
resultan imprescindibles para las formulaciones de dietas pero aportan muy pocos

elementos en cuanto a calidad nutricional.

Tabla 10. Resultados de Analisis Proximal de
ETLL

Analisis Proximal %

Humedad 90.0

Proteina cruda (Nx6.25) 50.8

Grasa cruda 14.5

Cenizas 12.06

Fibra cruda 0.04

Extracto Libre de Nitrogeno 12.6

Energia (kilocalorias/gramo) 3.351

4.1.2 Actividad enzimatica digestiva

En la figura 1 se muestran las actividades de amilasa, lipasa y proteasas generales del
ETLL. Estos resultados sugieren que al ingerir el ETLL los camarones reciben un aporte
de enzimas digestivas que pueden actuar, bien aumentando la digestibilidad de la dieta en
su conjunto o desencadenando cascadas de activacion de precursores enzimaticos en el

hepatopancreas.
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Figura 1. Actividades de amilasa, lipasa, proteasas generales del ETLL (las barras
representan la media de cinco réplicas, los puntos representan el ES)

4.1.3. Inhibicién de proteasas

De acuerdo a las condiciones y protocolo establecido no se encontrd inhibicion de la
actividad de tripsina bovina expuesta a la fraccion del ETLL extraida con TCA (5%), lo que
sugiere la ausencia de inhibidores tipo serinico. Esto resulta beneficioso para la utilizacion
del producto en la alimentacion del camardn y de otras especies de interés comercial. De
igual forma se puede considerar su utilizacion sin un tratamiento previo de
desnaturalizacion de este tipo de inhibidor, como es el caso de la soya. Esto desde luego

no descarta la presencia de otros tipos de inhibidores.

4.1.4 Proteinas totales

El resultado de la cuantificacion de proteinas totales del ETLL por el método de Bradford
(1976) registrd un valor de 45.9%.

4.1.5 Digestibilidad in vitro
En la Figura 2 se muestra el descenso del pH durante 10 minutos por accion de la tripsina
sobre el ETLL y la caseina. La digestibilidad in vitro del ETLL fue del 95.68% tomando

como referencia el valor obtenido para la caseina como del 100%, por lo que puede



considerarse al extracto como altamente digerible. La digestibilidad es la primera etapa a

considerar para analizar la biodisponibilidad de los componentes de un alimento.

8.2
Foérmula de digestibilidad in vitro
(Hsu et al. 1977)
8 1 Y=210.46-18.1 X
X=pH 10 min
7.8 1
pH 7.6 -
7.4
7.2 A
7

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (minutos)

—O—ETLL —— Caseina |

Figura 2. Digestibilidad in vitro del ETLL y de la caseina.
Los puntos representan la media de tres réplicas, letras
diferentes muestran diferencias significativas (t de Student)

4.1.6 Computo quimico

En la Tabla 7 se presenta el perfil de aminoacidos del ETLL (g de aminoacidos por 100 g
de proteina). EI ETLL presenta un contenido mas alto de aminoacidos usualmente
limitantes en las dietas de crustaceos (arginina y lisina) que el contenido de estos mismos
aminoacidos de la langostilla completa informados por otros autores (Spinelli et al., 1974;
Gallardo, 1975). El computo quimico de la proteina del ETLL muestra que el primer
aminoacido limitante es la valina, el segundo la isoleucina y el tercero la leucina, para las
proteinas de postlarvas y adultos de Litopenaeus schmitti. Mientras que para la proteina
de larvas de Marsupenaeus japonicus son la valina, la isoleucina y el triptéfano. La
arginina cubre mas del 90% del requerimiento para ambas especies; la lisina y la histidina
cubren mas del 100%. El computo quimico de 0.25 indica que el ETLL posee una proteina

de mala calidad con un déficit notable de tres aminoacidos esenciales.



Tabla 11. Perfil de aminoacidos esenciales (AEE), y computo
quimico (CQ) de la proteina del ETLL (g de aminacidos esenciales por 100
| g de proteina)
p L. L.
Aminoacidos iani s schmitti schmitti M.
II;TLIf) (1) Postlar | CQ Adultos | CQ japonicus | CQ
vas(2) (2) Larva
TREONINA 3.0 3.06 0.98 3.00 1.00 3.79 0.79
VALINA 1.26 5.0 0.25* 5.64 0.22* 5.64 0.22*
METIONINA 7.67 2.6 2.95 2.69 2.85 3.68 2.08
ISOLEUCINA 1.54 4.8 0.32* 4.45 0.34* 5.86 0.26*
LEUCINA 3.35 7.9 0.42* 8.97 0.37* 7.79 0.43
FENILALANINA 6.35 4.7 1.35 4.88 1.30 5.55 1.14
LISINA 10.24 8.8 1.16 8.43 1.22 8.40 1.21
TRIPTOFANO 1.21 1.14 1.06 1.06 1.14 4.06 0.29*
HISTIDINA 5.47 3.36 1.6 3.0 1.82 2.90 1.88
ARGININA 8.79 8.9 0.98 9.6 0.91 9.06 0.97
*aminoacidos limitantes
(1) Centro de Histoterapia Placentaria (Cuba)
(2) Gallardo et al. 1989
(3) Teshima et al.. 1986

Recientemente (1991) el grupo de expertos FAO/OMS ha recomendado el indice Protein
Digestibility-Corrected Amino Acid Score (PDCAAS) como el mas adecuado para la
evaluacion de proteinas, ya que incluye la digestibilidad de la proteina en la evaluacion
del computo quimico, por lo que se acerca mas a la disponibilidad verdadera de los
aminoacidos. El PDCAAS de esta proteina no difiere de manera importante del computo

quimico por la alta digestibilidad de este alimento.

4.1.7 Capacidad antioxidante

4.1.7.1 Inhibicion de la lipoperoxidacion

En la Figura 3 se observa la curva dosis-respuesta para el ETLL en el ensayo in vitro de
inhibicion de lipoperoxidacién espontanea e inducida con FeSO4 y ascorbato en tejido
cerebral de rata. En ambos casos el ETLL demostr6é su capacidad antioxidante al inhibir

ambas formas de peroxidacion lipidica.
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Figura 3. Curva dosis-respuesta para el ETLL en el ensayo in vitro de inhibicion de
lipoperoxidaciéon espontanea e inducida con FeSO4 y ascorbato en tejido cerebral de rata.
Los valores se expresan como media * desviacion estandar (n=10).

4.1.7.2 Inhibicion de la reacciéon de la xantina-oxidasa

La Figura 4 muestra el efecto de diferentes concentraciones del ETLL en la inhibicion de
la formacién del croméforo durante la reaccidon de la xantina-oxidasa, lo que demuestra su

capacidad de abatir la formacion de radicales libres.
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Figura 4 Efecto de diferentes cPoaeptiqeiinesols)ETLL en la inhibicion de la formacion

del croméforo (producido por la reducciéon del NBT) durante la reaccién de la xantina-
oxidasa. Los valores se expresan como media * desviaciéon estandar (n=10).



4.1.7.3 Vitamina C

Los niveles encontrados en el ETLL fueron de 0.120 mg/g de muestra. Estos valores
tienen importancia nutricional si el extracto se suministra en sustitucién parcial de una
fuente proteica, pero cuando se incluye como aditivo alimentario el aporte de vitamina C
por esta via, es bajo. No obstante forma parte de la bateria de antioxidantes que aporta el

ETLL al organismo de los camarones.

4.1.8 Actividad semejante a la insulina

Se decidio, en el caso de esta tesis, continuar utilizando la nhomenclatura propuesta por
Sanders (1983a) y por Gallardo (1998) para esta fraccion aislada de la langostilla, aun y
cuando no ha podido secuenciarse el péptido y ratificar que es verdaderamente de la
familia de las insulinas, pero no cabe duda, a partir de los resultados de estos autores, de
que se trata de una fraccidén con caracteristicas anabdlicas.

En el analisis del RIA del ETLL, fue medida la presencia de actividad semejante a la
insulina a la concentracion de 1mg/mL. Al final de la purificacidén se encontré que la
actividad de péptidos insulinoides fue de 53 pu/mL, correspondiendo esto a 24.7 ng

insulina /g de extracto.



4.2 Bioensayos con modelos experimentales

4.2.1 Efecto del ETLL en la proliferacion de cultivos celulares de fibroblastos de
raton

En la figura 5 se muestra el efecto de diferentes concentraciones de ETLL en el
crecimiento de lineas celulares a diferentes concentraciones poblacionales. Es posible

apreciar que la concentracién que mejor influyé en la proliferacion celular fue la de 1

pg/mL.
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Figura 5. Efecto de concentraciones crecientes de ETLL sobre la proliferaciéon de
diversas concentraciones celulares de fibroblastos de ratén Balb-C.
(Poblaciéon 1= 4x1 0 células/mL/ pozo; Poblacion 2= 5x1 0* células/mL/ pozo;
Control 1= 4x10* células/mL/ pozo; Control 2= 5x10° células/mL/ pozo).
Letras indican diferencias estadisticas significativas (t de student)

4.2.2 Bioensayo de crecimiento de Artemia franciscana sometida a bafo de
inmersién con ETLL

La Figura 6 muestra los resultados finales de longitud total de los organismos en los
diferentes tratamientos. Como es posible observar el tratamiento de inmersion que mas
efectividad demostro fue el que correspondié a 1mg de ETLL disuelto en 1mL de agua de
mar filtrada y esterilizada con luz UV. Los tratamientos con concentraciones superiores,

10mg/mL y 50mg/mL no fueron estadisticamente diferentes al control.



Como parametro de comparacion “a priori” entre los tratamientos se tomé el crecimiento
del control como el 100%, pudiéndose constatar que el tratamiento de 1mg/mL estimulé el
crecimiento de los organismos en mas del 50%, sin embargo las concentraciones
restantes no fueron diferentes al control.
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Figura 6. Longitud total final de las artemias sometidas a bafio de inmersioén
con 1,10y 50 mg/mL de ETLL. Las letras indican diferencias estadisticas
significativas(P<0.05) n=40

Los resultados de supervivencia demuestran que el tratamiento de 1mg/mL fue el que
generd una mas alta supervivencia (87%), incluso mas alta que el mismo control (78%).
Sin embargo, los tratamientos de 10 y 50mg/mL provocaron una disminucion de la
supervivencia final (43% y 65%) y finalmente llegando, en el caso de la concentracion de

100mg/mL, al 100% de mortandad de la poblacion (Figura 7).
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Figura 7. Supervivencia de las artemias sometidas a bafio de
inmersién con 1,10, 50 y 100 mg/mL de ETLL. Las letras indican
diferencias estadisticas significativas (P<0.05) n=40



4.2.3 Bioensayo de crecimiento de Artemia franciscana utilizando el ETLL como
aditivo alimentario.

Los resultados obtenidos sugieren que la adicion de ETLL libre en el agua de cultivo (en
un volumen de 1.3 L) favorece hasta ciertos niveles el crecimiento de los organismos. En
la Figura 8 se puede observar que con respecto al control, la adicion de 1.6 y 3.25 mg/dia
del ETLL (o sea 1.2y 2.5 yg/mL respectivamente) resulté en un incremento de la longitud
de los organismos superior a la registrada por el control. Estos resultados coinciden con
los encontrados en los cultivos de fibroblastos, donde la concentraciéon de ETLL que
favorecié el crecimiento fue la de 1.0 uyg/mL. Sin embargo, en ambos casos, las adiciones
superiores no correspondieron a un mayor aumento.

En el caso de los cultivos de fibroblastos no hubo diferencias con los controles y en el
caso de los experimentos con Artemia franciscana las concentraciones de 6.5 y 13 mg/dia
(5.0 y 10 pg/mL respectivamente), aun cuando aparecen como superiores al control,
disminuyeron el crecimiento con respecto a las concentraciones anteriores.

En lo que se refiere al crecimiento porcentual con respecto al control se observé en el
tratamiento de 1.6mg/dia un incremento del 52% con respecto al control, mientras que en
el de 3.25 mg/dia se registra un incremento del 70%, estos dos tratamientos no difirieron
estadisticamente, pero si con respecto al control.

En los dos tratamientos de mayor concentracién se registra un incremento porcentual

menor, sin embargo estadisticamente diferente al control.
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Figura 8. Efecto en el crecimiento de artemia de diferentes concentraciones
de ETLL (1.6, 3.25, 6.5 y 13 mg) microparticulizado y adicionado en el agua de cultivo (1.3 L)
cada 24 horas. Las letras indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05) n=40



En la Figura 9 se muestran los resultados del efecto de la adicién del ETLL en la
supervivencia de los organismos sometidos a los diferentes tratamientos. En todos los
casos esta supervivencia fue del 80% o mayor, sin embargo el tratamiento de 3.25 mg

provoco un aumento estadisticamente diferente a los demas.
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Figura 9. Supervivencia de artemia bajo diferentes concentraciones de ETLL
(1.6, 3.25, 6.5 y 13 mg) microparticulizado y adicionado en el agua de cultivo (1.3 L)
cada 24 horas. Las letras indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05) n=40

4.2.4 Bioensayo de crecimiento de Artemia franciscana utilizando péptidos
insulinoides extraidos del ETLL en el agua de cultivo

En un primer acercamiento analitico de la capacidad del ETLL de aportar compuestos
activos con efectos sobre la fisiologia del organismo, se prob6 una fraccién semipurificada
del mismo con actividad insulinoide conocida. En la Figura 10 se muestran los resultados
de la biometria a los diez dias de iniciado el experimento. El tratamiento con péptidos
extraidos del ETLL provocd un crecimiento 20% superior al control, estadisticamente
diferente. Cuando se analizé el contenido de proteina de los organismos resultantes del
bioensayo se pudo demostrar que las artemias sometidas al tratamiento control poseian
un promedio de 35% de proteina, mientras que aquellos expuestas a los péptidos

insulinoides poseian un promedio de 43% de proteina.
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Figura 10. Biometria a los 10 dias del efecto de la adicidn de péptidos insulinoides del

ETLL sobre el crecimiento de Artemia franciscana. Cada valor representa la media de

tres. Letras diferentes representan diferencias estadisticas significativas (P<0.01) (t de
Student) n=40

En la Figura 11 se registra la supervivencia al final del experimento. No se encontraron

diferencias entre el control y el tratamiento con péptidos insulinoides del ETLL.
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Figura 11. Efecto de los péptidos insulinoides extraidos del ETLL sobre
la supervivencia de Artemia franciscana. Cada valor representa la media de tres réplicas.
Letras diferentes representan diferencias estadisticas significativas (P<0.01) (t de Student) n=40



4.3 Bioensayos con camaron

4.3.1. Bioensayo de crecimiento de larvas de Litopenaeus schmitti utilizando ETLL
como alimentacion exclusiva cada 24 y 48 horas y utilizando ETLL como
suplemento de la alimentacion normal cada 24 y 46 horas.

En la Figura 12 se muestran los resultados del Indice de Desarrollo (ID) de las larvas de L.
schmitti alimentadas exclusivamente con el ETLL cada 24 (1) y 48 (I°) horas y el ID de
larvas alimentadas normalmente. No se encontraron diferencias entre tratamientos en las
larvas que fueron sometidas a la alimentacion exclusiva de ETLL (cada 24 o 48 horas),

demostrando indices de desarrollo similares a los controles.

;1| —+—la —@—Ib —a—Cl

ID
N

0 24 48 72 96 120

Tiempo (horas)

Figura 12. Resultados del indice de Desarrollo (ID) de las larvas de
L. schmitti alimentadas exclusivamente con el ETLL cada 24 (I) y
48 (I°) horas y el ID de larvas alimentadas normalmente (Cl) segun
protocolo de la empresa Yaguacam.

En la Figura 13 se muestran los resultados del Indice de Desarrollo (ID) de las larvas de L.
schmitti alimentadas con el ETLL como aditivo alimentario cada 24 (11?)y 48 (1I°) horas y el
ID de larvas alimentadas normalmente. No se encontraron diferencias entre tratamientos
de las larvas que fueron sometidas a la alimentacién con el ETLL (cada 24 o 48 horas)

como aditivo, demostrando indices de desarrollo similares a los controles.
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Figura 13. Resultados del indice de Desarrollo (ID) de las larvas de L. schmitti alimentadas segun
protocolo de la empresa Yaguacam y con adicién del ETLL cada 24 (II) y 48 (II°) horas y el ID de
larvas alimentadas normalmente (Cll) segun protocolo de la empresa Yaguacam.

En la Tabla 12 se presentan los pesos finales en gramos, el porcentaje de crecimiento y la
supervivencia de las larvas de L. schmitti en los bioensayos | y Il. Los resultados
demuestran que en el primer bioensayo (alimentacion exclusiva con ETLL) los pesos

finales de los controles fueron significativamente superiores a los tratamientos 12 y I°,

mientras que entre estos ultimos no se encontraron diferencias significativas. El

crecimiento porcentual (tomando el control como el 100%) refleja que los organismos de
. b . .
los tratamientos I? y I” alcanzaron solo el 30% del peso manifestado por los controles, sin

embargo la sobreviencia hasta PI-7 se mantuvo a niveles muy similares en los dos
tratamientos y en los controles. En el segundo bioensayo el promedio de los pesos finales
del tratamiento II* fue significativamente superior a los promedios de los pesos finales del
tratamiento 1I° y el control, mientras que entre estos Ultimos no se encontraron diferencias
significativas. El crecimiento porcentual demuestra que en el tratamiento 11 se produjo un
incremento en el peso de 24% con respecto al control. En relacién a la supervivencia se
encontré que en el segundo bioensayo la mas alta fue la del tratamiento 11* seguido por el

II°, ambas superiores a la registrada en el control.



Tabla 12. Resultados de bioensayos de crecimiento de larvas de Litopenaeus
schmitti alimentadas con ETLL

Bioensayo | Bioensayo Il
Control | I? I° Control Il TR TH
Peso final 0.42a 0.11b 0.13b 0.53b 0.66a 0.51b
mg
Crecimiento 100 26 30 100 124 96
%
Supervivencia 52a 52a 49a 54b 67.5a 64.7a
%

Bioensayo I) Adicion del ETLL 1mg/100ml en el agua de cultivo de larvas de Litopenaeus schmitti sin
suministro de alimento.

Control I: larvas alimentadas de acuerdo al protocolo de alimentacién en la empresa YAGUACAM.

Tratamiento I(a): ETLL a razén de 1 mg/100 mL (1ug/mL) de agua de cultivo, cada 24 horas.

Tratamiento I(b): ETLL a razon de 1mg/100mL (1ug/mL) de agua de cultivo, cada 48 horas.

Bioensayo Il) Adicién de ETLL 1 mg/100ml en el agua de cultivo de larvas de Litopenaeus schmitti
con suministro de alimento.

Control II: larvas alimentadas de acuerdo al protocolo de alimentacion en la empresa YAGUACAM.

Tratamiento ll(a): Igual al control + ETLL a razén de 1 mg/100 mL (1ug/mL) de agua de cultivo cada 24 horas.
Tratamiento ll(b): Igual al control + ETLL a razén de 1mg/100mL (1ug/mL) de agua de cultivo cada 48 horas.
Valores promedio de 3 réplicas. Valores con diferentes letras indican que hay diferencias significativas (P
< 0.05) n=100

4.3.1.1 Cuantificacion de proteinas totales, actividad de proteasas totales,
glucégeno y actividad de superéxido dismutasa en larvas de Litopenaeus schmitti

En la tabla 13 se presentan los valores obtenidos de las determinaciones de parametros
bioquimicos Yy fisiologicos de larvas de camaron cuya alimentacion fue suplementada con
ETLL, comparadas con larvas control. En todos los casos los valores de las larvas que
recibieron el ETLL fueron superiores a los controles, lo que indica que existié un aporte de
compuestos bioldgicos activos que influyeron en la composicion corporal, en la actividad

enzimatica y en el status oxidativo de las larvas.



Tabla 13. Determinacion de proteinas totales, actividad de
proteasas totales, glucégeno y actividad de superoéxido
dismutasa en larvas de Litopenaeus schmitti alimentadas
normalmente y con el ETLL como aditivo alimentario cada 24

horas.
Larvas control Larvas con
tratamiento de ETLL

Proteinas totales (%) 62+ 2.2 74+ 3.1 **
Actividad de proteasas 9.5+ 0.2 16.2+ 0.3 **
totales (U/mg de proteina)
Glucégeno (mg/g) 6.5+ 0.7 9.3+ 0.9 **
Superoéxido dismutasa 22.7£1.2 39.18 £ 2.0**
(U/ mg de proteina)

Resultados expresados como valores promedio (3 réplicas por muestra) + error
estandar
Prueba t de Student. ** diferencias significativas P< 0,01.

4.3.2 Bioensayo de crecimiento de postlarvas de Farfantepenaeus californiensis
utilizando el ETLL como aditivo alimentario

La ganancia de peso final por tratamiento, la tasa de crecimiento instantaneo vy el
crecimiento relativo se muestran en la Tabla 14. En los tratamientos donde fue incluido el
ETLL en la formulacion de los alimentos(ll, 111, 1V), los resultados fueron estadisticamente
diferentes a aquellos encontrados con las dietas control (I, V). El tratamiento Ill produjo el
mayor incremento en peso, significativamente diferente al | al IV y al V. Las curvas de
crecimiento, basadas en los muestreos semanales se muestran en la figura 14. Del dia 7
al 14 los pesos de los organismos en los diferentes tratamientos fueron similares y no es
sino hasta el dia 21 que se comienzan a observar diferencias entre ellos. En el dia 30
estas diferencias comienzan a ser marcadas y significativamente diferentes. En la Figura
15 se muestran los resultados de la supervivencia. El tratamiento Il fue el que mayor

porcentaje de supervivencia demostro.



Tabla 14 Efecto del ETLL en la ganancia de peso de postlarvas de
Farfantepenaeus californiensis

Peso inicial
(mg) I Il 1] v Vv
5.12+0.05
Peso Final |168+11.76 |226+21.08 |255+12.75 |[225+11.25 |[170+12.01
Promedios |(c) (ab) (a) (b) (c)
(mg)
GP (mg) 162.8 220.8 249.8 219.8 166.07
IGR (%) 105.46 143.75 162.63 143.09 108.1
CR (%) 3281.5 4414.0 4980.4 4394.5 3320.3

TRATAMIENTO I: DIETA CONTROL (ALIMENTO COMERCIAL REPELETIZADO)
Tratamiento II: dieta control + 1% de ETLL

Tratamiento IlI: dieta control + 1% de ETLL inmovilizado con alginato

Tratamiento |V: dieta control + 1% de ETLL desnaturalizado por calor

Tratamiento V: dieta control + 1% de alginato

GP= peso final - peso inicial

IGR= velocidad de crecimiento instantanea de acuerdo con la formula: IGR = ((Pf-Pi/Pi) x 100) /
tiempo

CR= peso final x 100/peso inicial -

Resultados expresados como valores promedio (3 réplicas por muestra). Valores con letra (s)
diferente (s) Indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 14. Ganancia de peso semanal de juveniles de Farfantepenaeus californiensis.
Tratamiento I: dieta control (alimento comercial repeletizado)

Tratamiento lI: dieta control + 1% de ETLL

Tratamiento lll: dieta control + 1% de ETLL inmovilizado con alginato

Tratamiento IV: dieta control + 1% de ETLL desnaturalizado por calor

Tratamiento V: dieta control + 1% de alginato

Resultados expresados como valores promedio (3 réplicas por muestra). Valores con letra

(s) diferente (s) Indican diferencias significativas (P < 0.05). n= 30
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Figura 15. Porcentaje de supervivencia final de juveniles de
Farfantepenaeus californiensis sometidos a los diferentes tratamientos.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05)

4.3.3 Bioensayo de crecimiento de juveniles de Litopenaeus vannamei utilizando el
ETLL como aditivo alimentario.

En la Tabla 15 se presentan los resultados del analisis proximal de los alimentos
utilizados (3 dietas con diferentes niveles de adicion de un extracto de langostilla
liofiizado y una dieta control) en los bioensayos zootécnicos con juveniles de L.
vannamei. Siendo la proteina el constituyente de mas importancia en la nutricion del
camaron, es posible apreciar que la inclusién del ETLL no modificé de manera importante
el contenido de este nutriente en los alimentos experimentales por lo que un aporte
extraordinario de este nutriente y que pudiera de alguna forma crear confusién en el
analisis del crecimiento de los organismos puede quedar descartado.

En la Figura 16 se muestran los resultados del peso final de juveniles de L. vannamei
alimentados con dietas experimentales con inclusién de porcentajes crecientes (1,3 y 6%)
de ETLL. Se puede observar que los tratamientos en que se incluy6é el ETLL fueron
estadisticamente diferentes al control (sin inclusion de ETLL) pero no diferentes entre
ellos. Esto demuestra que una inclusién mayor al 1% de ETLL en dietas no ejerce un

efecto extraordinario en el crecimiento de los organismos.



Tabla 15. Composicion quimica proximal de los alimentos con inclusion de
ETLL utilizados en el bioensayo de crecimiento de Litopenaeus vannamei

CONTROL ETLL 1% ETLL 3% ETLL 6%
Humedad % 6.24 £ 0.15 6.24 £ 0.06 6.03+£0.14 7.90£0.23
Proteina* % 39.13 £ 0.06 39.12 £ 0.01 39.50 £ 0.26 39.80 £ 0.03
Ext. etéreo* % 3.251+0.02 3.40+£0.04 3.67 £0.14 4.11 £ 0.005
Cenizas® % 9.51 £ 0.08 9.62 £ 0.02 9.90 £ 0.04 10.24 £ 0.01
Fibra cruda* % ND ND ND ND
E.L.N % 48.10+£0.12 47.84 +0.08 46.92 +0.40 45.84 £ 0.04
Energia* callg [4646.87 +5.67 4583.00 £ 0.07 |4585.44 + 3.42 |4609.52 +6.42

Dieta control (DC): alimento con 40% proteina

Dieta ETLL 1%: DC con 1% de inclusion de ETLL
Dieta ETLL 3%: DC con 3% de inclusiéon de ETLL
Dieta ETLL 6%: DC con 6% de inclusion de ETLL

ND: no detectado. E.L.N.: extracto libre de nitrdgeno.
*Resultados expresados en base seca como valores promedio + desviacion estandar (3 réplicas por muestra).
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Figura 16. Peso promedio final de juveniles de L. vannmei alimentados
durante 28 dias con dietas conteniendo diferentes niveles de inclusion de ETLL.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05)

La Figura 17 presenta las cantidades finales de alimento consumido por tratamiento. A
mayor porcentaje de inclusion de ETLL en las dietas experimentales se incremento su
consumo del alimento por parte de los organismos, demostrandose con esto las

cualidades atractantes del ETLL.



En la Figura 18 se grafican los resultados del Factor de Conversiéon Alimenticia (FCA) por
tratamiento. Dado el mayor consumo de los organismos alimentados con las dietas con

inclusion de ETLL, se observa un mayor FCA con respecto al control en todos los casos.
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Figura 17. Alimento consumido por juveniles de L. vannamei alimentados
durante 28 dias con dietas conteniendo diferentes niveles de inclusion de ETLL.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05)

En la Figura 19 se muestran los resultados de eficiencia proteica (EP) donde se observa
que el tratamiento control mostré una mas alta y estadisticamente significativa EP, que

los tratamientos donde se incluy6 el ETLL que no fueron diferentes entre si
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Figura 18. Factor de conversion alimenticia de los alimentos experimentales
utilizados en la alimentacién de de juveniles de L. vannamei conteniendo
diferentes niveles de inclusiéon de ETLL. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P<0.05)



1.8

1.6 4

1.4 1

1.2 1

EP

0.8 -

0.6 -

0.4 -

0.2 -

control

ETLL 1%

ETLL 3%

ETLL 6%

Tratamientos
Figura 19. Eficiencia proteica de los alimentos experimentales utilizados en la alimentacion de
juveniles de L. vannamei conteniendo diferentes niveles de inclusion de ETLL.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05)

La tasa de crecimiento, supervivencia y velocidad de crecimiento instantanea se

presentan en la tabla 16.

Tabla 16. Efecto del ETLL sobre el crecimiento y
supervivencia de juveniles de Litopenaeus vannamei

Tasa de Super- IGR
Dieta Crecimiento vivencia (%)
(%) (%)
Control 533.80 b 96,67
+102.57 +5.77 19
ETLL 1% 744.96 a 93,33
+ 76.81 +577 26
ETLL 3% 771.53 a 100
+ 34.65 27
ETLL 6% o2 100 30

Dieta control (DC): alimento con 40% proteina

Dieta ETLL 1%: DC con 1% de inclusion de ETLL
Dieta ETLL 3%: DC con 3% de inclusion de ETLL
Dieta ETLL 6%: DC con 6% de inclusién de ETLL

\Valores promedio de 3 réplicas + desviacién estandar.
IGR: velocidad de crecimiento instantanea de acuerdo con la formula:
IGR = ((Pf-Pi/Pi) x 100) / tiempo.
\Valores con diferente letra indican diferencias significativas (P < 0.05)




En la Figura 17 se muestran los resultados de la tasa de crecimiento de juveniles de L.
vannamei alimentados con dietas experimentales con inclusion de porcentajes crecientes
(1,3 y 6%) de ETLL. Se puede apreciar que las tasas de crecimiento de los tratamientos
en que se incluy6 el ETLL fueron estadisticamente diferentes al control (sin inclusion de

ETLL) pero no diferentes entre ellos.



5. DISCUSION

La historia de la nutriciéon de los camarones de cultivo ha cursado por la preocupacién
inicial de que los alimentos debian ser abundantes, con proteinas de alta calidad y alta
digestibilidad para que los camarones alcanzaran sus tallas maximas en el menor tiempo
posible. Posteriormente y en aras de hacer mas econdmico el proceso, se inicié la
busqueda de alimentos no convencionales como sustitutos de las harinas mas costosas,
lo que trajo aparejado la necesidad del estudio de los factores antinutricionales. Nos
encontramos ahora frente a una nueva era en los conceptos de alimentacion de todas las
especies y es la de lograr a través de los alimentos, nutricién y salud aunque quizas sea
un concepto redundante.

El reto permanente para los nutricionistas es la busqueda de alternativas nutricionales o
alimenticias que favorezcan el crecimiento, la salud y confieran a los organismos la
capacidad de resistir enfermedades, sin embargo la mayoria de estas son abordadas
desde lo particular como compuestos o grupos de compuestos aislados y no desde lo
general como lo seria el uso de alimentos completos que brindaran per se efectos

multiples

La Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos ha definido los alimentos
funcionales como alimentos que "engloban productos potencialmente saludables" en los
que se incluye "cualquier alimento o ingrediente alimenticio modificado que pueda
proporcionar un beneficio para la salud ademas de los nutrientes tradicionales que

contiene" (Thomas y Earl, 1994)

Roberfroid (2000) propuso un esquema general en el cual se asientan las bases
cientificas para las reivindicaciones de los efectos de magnificacion funcional y de
reduccion de riesgo a enfermedades (Figura 20), reivindicaciones que deben ser

sustentadas y validadas para poder considerar a un alimento como funcional.
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Figura 20. Bases cientificas para reivindicaciones de efectos de
magnificacién funcional o de reduccién de riesgo a enfermedades.
Roberfroid (2000)

Una reivindicacion de magnificacion funcional debe describir las consecuencias positivas
de las interacciones entre un componente alimenticio y una funcién (genética, bioquimica,
celular o fisiolégica) especifica sin ninguna referencia directa a cualquier beneficio en la
salud o de reduccion de riesgo de enfermedad. De acuerdo con Clydesdale (1997) una
reivindicacion de salud describe "una relacion positiva (la reduccién de riesgo y/o pérdida
de una condicion fisioldgica adversa) entre una sustancia alimenticia de la dieta y una
enfermedad u otra condicion relacionada con la salud”.

Las reivindicaciones de magnificacién funcional y de salud deben estar, como bien se ha
mencionado, fundamentadas en bases cientificas. El mismo Roberfroid (2000) propone

una serie de pasos que es necesario seguir para el disefio y desarrollo de alimentos



funcionales, para el caso especifico de alimentos funcionales dirigidos a la nutricién del

camaron hemos hecho una modificacion de los mismos (figura 22).
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Figura 21. Pasos para el disefio y desarrollo de alimentos
funcionales dirigidos a la nutricion del camaroén en cultivo.

Tomando como referencia la figura 21 se sugiere que el disefio y desarrollo de alimentos
funcionales dirigidos a la nutricion del camardon debe seguir pasos bien establecidos. El
proceso comienza con el conocimiento cientifico basico de funciones relevantes que
pueden ser sensibles a la modulacidn por componentes alimenticios y que son
indispensables para el mantenimiento del crecimiento y estado de salud, y que cuando
son alteradas pueden llevar a riesgo de deficiente desarrollo o enfermedad. El paso
siguiente es la explotacion de este conocimiento en la identificacion de marcadores que
pueden ser usados como monitores de tales funciones. Cuando estos marcadores son
utilizados en el monitoreo del efecto de un determinado alimento funcional se pueden

entonces proponer hipotesis sobre sus mecanismos de accion. Estas deberan ser



comprobadas a través de bioensayos en los mismos organismos y con base en la
informacion de los marcadores establecer una respuesta. Si la respuesta es positiva
entonces se puede proponer al alimento probado como un alimento funcional.

El crecimiento esta determinado por factores intrinsecos y extrinsecos. Las medidas
corporales para los camarones estan genéticamente determinadas (Browdy,1998) pero
lograrlas depende del aporte de alimento y de la capacidad del animal para hacer un uso
eficiente del mismo. En los animales sometidos a cultivo artificial influyen ademas factores
ambientales y de manipulacién.

En la medida en que el investigador pueda lograr un impacto en la genética y los procesos
de nutricién y alimentacion, se favorecera el incremento de las velocidades de crecimiento
y las medidas corporales de los organismos en cultivo lo que tiene un interés no solo
cientifico sino también econdémico.

La actividad enzimatica digestiva presente en la langostilla puede influir en la
biodisponibilidad de los componentes de la dieta.

En langostilla no se ha determinada el grado de hidrdlisis pero se supone que debe ser
muy similar al de otros extractos con actividad enzimatica, como los informados para
diferentes fuentes proteinicas de origen vegetal y animal por Lemos et al. (2000) que
obtuvieron valores en un intervalo de 22-30% a 25 °C, lo que puso en evidencia que al
entrar en contacto con el agua el alimento experimenta cierto grado de hidrdlisis de
proteinas, lipidos y otros componentes, lo que favorece un mejor aprovechamiento del
mismo por una mejor digestibilidad. Se sugiere entonces que mientras mayor es la
cantidad de inclusion de ETLL mayor es la intensidad de hidrdlisis y de digestibilidad de
estos alimentos. Davis et al. (2000) informaron que niveles de 0.2 y 0.4 g/100 g peso seco
de una proteasa incorporada dentro de un alimento comercial incrementaba la

digestibilidad aparente de proteinas de 65.3 a 74.3% sobre la dieta control.



El papel de las proteasas presentes en el ETLL puede estar relacionado también con la
activacién de otros zimogenos de las enzimas digestivas aunque esto todavia no esta
suficientemente sustentado en crustaceos.

Hasta hace poco tiempo se pensaba que soélo los vertebrados poseian insulina y péptidos
reguladores como resultado de requerimientos metabdlicos especificos. La identificacion
de hormonas y péptidos biorreguladores en invertebrados, homélogos a los vertebrados
como insulina, gastrina-colecistoquinina y vasopresina-oxitocina ha aumentado en afos
recientes (Le el Roith et al. 1980; Sanders, 1983a,; Favrel et al. 1991; Geraerts et al.
1992; Sevala et al. 1993; Chuang y Wang 1994; Cancre et al. 1995; Chen et al. 1995).

En los crustaceos, Sanders (1983a,b) ha hecho los estudios mas representativos
identificando inmunolégicamente péptidos similares a la insulina humana en el
hepatopancreas, hemolinfa y proventriculo de la langosta Homarus americanus. Estos
péptidos tienen funciones similares a los de mamiferos estimulando glucogénesis en
musculo, regulando el metabolismo intermediario de proteinas vy lipidos, el proceso de
osmorregulacién, promocion de crecimiento y diferenciacion celular, pero no teniendo
ninguna participacién en el mantenimiento de niveles de glucosa en hemolinfa (King y
Kahn 1981; Sanders 1983 b).

Mas recientemente se ha presentado evidencia que la actividad metabdlica de la insulina
esta mediada por receptores tipo insulina o factores de crecimiento denominados (IGFs)
Insulin-like growth factor | (IGF-I) y Insulin-like growth factor Il (IGF-11), somatomedinas A 'y
C Multiplication Stimulating Activity (MSA) y estas tienen sus propias células receptoras
(Zapf et al. 1978). Segun Sanders (1983 b) la funcion mas importante de la insulina
inmunorreactiva en los crustaceos es la estimulacion de las sintesis de proteinas con el
consiguiente efecto sobre el crecimiento.

Los equivalentes de insulina calculados para el ETLL son de un orden de magnitud mayor

que los informados por Sanders (1983a) para el hepatopancreas de la langosta Homarus



americanus (3.8 ng/g de peso fresco) y por Gallardo (1998) en el hepatopancreas de la
langosta Panulirus argus (2.0 ng/g de peso fresco) obtenidos y calculados por el mismo
procedimiento. Estudios similares desarrollados en insectos y anélidos ponen de
manifiesto la presencia de insulina inmunorreactiva en extractos acido-alcohdlicos del
cuerpo completo de los animales con valores de alrededor de 0.1 ng por gramo de peso
fresco (Le Roith et al., 1980), lo que corresponde a dos ordenes de magnitud menores a

lo encontrado en el ETLL.

En todos los experimentos relacionados con las sustancias reactivas al TBA el ETLL
demostré capacidad antioxidante. En nuestros resultados se puede constatar que al ir
aumentando la concentracion del ETLL va aumentando el porcentaje de inhibicion de la
lipoperoxidacién hasta llegar a un valor en el cual se forma una meseta. De igual forma el
incremento de la concentracion de ETLL en la mezcla de reaccion para la determinacién
de la actividad de la xantina oxidasa redujo la producciéon del cromoéforo asociada a esta
actividad y que pone de manifiesto la capacidad del extracto en la inhibicion de la
formacion de radicales libres. Estos resultados pueden estar relacionados con el alto
contenido de astaxantina en la langostilla, que aunque no fue estudiado por nosotros, ha
sido reportado por otros autores.

Neves et al (2000) cuantificaron la actividad de superoxido disumutasa (SOD) en juveniles
del camaron Palaemonetes argentinus infestado por el isopodo Probopyrus ringueleti, y
de camarones sanos. Ellos encontraron que la actividad de esta enzima disminuia en los
camarones infestados (20 U/mg proteina) con respecto a los camarones sanos (35 U/mg
proteina) posiblemente por la incapacidad de realizar el proceso respiratorio con
normalidad, lo que afectaria directamente los niveles de la enzima SOD. En nuestro caso
la actividad SOD aumenté en las larvas cuando fueron expuestas al ETLL suspendido en

el agua de cultivo. Nosotros sugerimos que el incremento de esta actividad enzimatica



antioxidante puede estar dada por la capacidad de el ETLL de favorecer varios procesos
dentro de los cuales la proteccién e incremento de la calidad de los nutrientes y la
posibilidad de llevar a cabo los procesos de absorcion y metabolizacion de los mismos es
fundamental para mantener el equipamiento antioxidante enzimatico, mismo que al igual
que las enzimas digestivas aportadas por el ETLL no pueden atravesar la barrera que

impone el sistema digestivo de los camarones (Figura 22).
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Figura 22. Procesos sugeridos para el mantenimiento y/o
incremento del equipamiento enzimatico antioxidante
favorecido por el ETLL en camarones

Estudios fisiologicos han demostrado que la astaxantina en camarones incrementa la

tolerancia al estrés, mejora la respuesta inmune, estabiliza la pared celular, puede ser una



reserva intracelular de oxigeno y cumple la funcién como protector intracelular al quelar
los radicales libres (Prabhala et al. 1989). Segun Bendich (1989) y Menasveta (1993), y la
formacion de complejos caroteno-proteinas y caroteno-lipoproteinas de alta densidad,
permiten que los carotenoides y la astaxantina, influyan positivamente en la estabilidad de
la membrana celular y en las reacciones intracelulares. Petit et al. (1991) y Negré-
Sadargues et al. (1993) mencionan que este pigmento, de origen natural o artificial, puede

ser almacenado y utilizado eficientemente por los camarones.

Di Mascio et al. (1989, 1982) examinaron los efectos represores de los carotenoides
contra radicales superéxido, e informaron la efectividad de la astaxantina, carotenoide
comunmente encontrado en animales marinos (crustaceos y peces). De igual forma Miki
(1991) y Miki et al. (1994) demostraron que la astaxantina muestra una poderosa actividad
represora contra superoxidos. Esta actividad es aproximadamente 100 veces mayor que
la del a-tocoferol, un antioxidante comun en plantas y animales Las funciones biolégicas
de la astaxantina estan relacionadas con su accién antioxidante, la respiracion intracelular

y la estimulacion de la inmunidad (Gabaudan, 1998).

Las evidencias obtenidas en los cultivos celulares expuestos al ETLL demuestran que
este promovid, a las mas bajas concentraciones probadas, la proliferacion celular. En
este sentido Blundell et al. (1972) mencionan que la exposicion de las células a bajas
concentraciones de insulina ha resultado en una rapida estimulacién de una gran variedad
de enzimas y sistemas de transporte que estimulan el metabolismo celular. Kahn (1985),
Rechler et al. (1974) y Zapf et al. (1978) mencionan que a altas concentraciones y por
largos periodos de tiempo, los péptidos tipo insulina promueven el crecimiento y la

sintesis macromolecular.



Los resultados obtenidos con Artemia franciscana como modelo experimental sugieren
que el ETLL puede tener efecto en la promocion del crecimiento y en la supervivencia. En
el caso de los bioensayos donde se sometié a los organismos a un bafio de inmersion
previo al cultivo de desarrollo se encontrd6 que a medida que se incrementd la
concentracion de ETLL se observd un decremento en el crecimiento y la supervivencia.
La concentracién de ETLL que mejores resultados rindio fue la de 1Tmg/mL mientras que
las subsecuentes concentraciones rindieron resultados semejantes al control o menores
aun, tal es el caso de la concentracion de 100 mg/mL donde los animales no
sobrevivieron. Estos resultados pueden deberse a varios factores, la accién de someter a
los organismos a concentraciones elevadas de una particula en suspensién, con
cualidades biologicas activas importantes como la hormonal, puede tener un efecto de
bloqueo de los receptores especificos de dicha hormona, donde existira un maximo de
respuesta a una concentracion dada mientras que concentraciones superiores resultaran
en una meseta o en el peor de los casos en una disminucién del efecto esperado como es
observado en las figuras respectivas y como ha sido observado por otros autores como
Sambhu y Jayaprakas (1994) quienes trabajando con juveniles de Fenneropenaeus
indicus alimentados con dosis crecientes de propionato de testosterona, dietiletilbestrol y
gondatropina corionica humana encontraron una respuesta positiva en el crecimiento a
excepcion de las dosis mayores (20 ppm) las cuales inhibieron el crecimiento. En el caso
de las mortalidades elevadas que se observaron en este estudio, las mismas pueden
estar relacionadas con un efecto fisico y no fisioldégico al bafio de inmersién. El hecho de
someter a los organismos a una elevada concentracidén de particulas pudo provocar el mal
funcionamiento de las branquias y por ende el deficiente intercambio gaseoso
indispensable para la vida y dar como resultado la muerte de la totalidad o parte de los
organismos. Sin embargo, la concentracion de 1 mg/mL causd un efecto positivo con

respecto al control. La forma en que el ETLL es incorporado a través del bafo de



inmersion causando efectos de promocién del crecimiento y de la supervivencia debe ser
objeto de estudio y discusion en posteriores trabajos.

En el segundo bioensayo donde el ETLL fue particularizado y adicionado libre en el agua
de cultivo, se observé un crecimiento mayor que el control en todos los casos. Las
primeras concentracion probadas (1.6 y 3.25 mg/dia) fueron las que rindieron un mayor
incremento en el crecimiento de los organismos, mientras que las siguientes (6.5 y 13
mg) aun y cuando fueron estadisticamente diferentes al control, fueron menores a las
antes citadas. La primera concentracion se ubicd estadisticamente entre estas. Es
posible entonces apreciar que a medida que la concentracion aumentd, se incrementd a la
vez el crecimiento de los organismos hasta cierto limite, donde al aplicar una
concentracion doble a la anterior no se observdé un mayor crecimiento, sino que al
contrario se observo una disminucidn estadisticamente significativa. Esto, al igual que en
el bioensayo anterior puede deberse al bloqueo de receptores hormonales. Sin embargo
es evidente el efecto estimulador del crecimiento en todos los casos. En los resultados de
supervivencia se observa que la segunda concentracion fue la que mas altos porcentajes
mostro y fue estadisticamente diferente a todos los demas tratamientos.

En el bioensayo donde se sometid a Artemia franciscana al tratamiento con péptidos
insulinoides extraidos del ETLL no se observaron diferencias significativas en la longitud
de los organismos con respecto al control a los 4 dias de comenzado este tratamiento. Sin
embargo a los 10 dias si aparecen diferencias notables con respecto al control. Se
constatd un crecimiento porcentual de 23% en Artemia franciscana en cuya dieta se
utlizaron péptidos insulinoides extraidos del ETLL, como aditivo alimentario. Galindo et al
(1995), utilizando métodos inmunoquimicos aislaron péptidos insulinoides
inmunorreactivos provenientes del hepatopancreas de la langosta P. gracilis y
compararon su efecto como factor de crecimiento con relacién a la insulina humana y a un

control, en el camardn Litopenaeus vannamei. Estos péptidos, asi como la insulina



humana fueron suplementados a la dieta de los camarones. Dichos investigadores
encontraron, entre otros resultados, un incremento significativo del crecimiento en los
animales con dietas suplementadas con péptidos insulinoides inmunorreactivos con
respecto a las suplementadas con insulina humana y al control, indicando su efecto
estimulador del crecimiento en L. vannamei. En nuestro caso se corrobora el resultado
obtenido por Galindo et al (1995): los péptidos insulinoides del ETLL resultaron

estimuladores del crecimiento en Artemia franciscana.

Cuando el ETLL fue adicionado libre en el agua de cultivo de larvas de Litopenaeus
schmitti se pudo constatar su efecto en el crecimiento y supervivencia de los organismos.
Es necesario acotar que el crecimiento de los organismos no se ve reflejado en el indice
de desarrollo (ID), el cual mide el paso de un estadio larvario al inmediato superior en
funcién del tiempo (y que no es sino el efecto de la velocidad de muda), sin embargo si se
ve reflejado en los resultados finales, donde el peso de los organismos expuestos al ETLL
diariamente fue superior al control. De tal forma se infiere que el crecimiento mas que por
el numero de mudas se debidé a una incorporacion mas acelerada de nutrientes durante
los procesos de postmuda e intermuda temprana, que son los estadios donde los
crustaceos llevan a cabo el proceso de crecimiento (Vega-Villasante et al. 2000) Es
también necesario comentar que el efecto promotor del crecimiento solo se observd
cuando el ETLL fue adicionado como suplementacion diaria a la alimentacién normal.
Utilizando algunos parametros bioquimicos como marcadores del efecto del ETLL sobre la
modificacion de la fisiologia de las larvas, se pudo comprobar que la adicién de este
extracto crudo favorecio el incremento de la proteina corporal y del glucégeno, de igual
forma las actividades de proteasas generales y superoxido dismutasa se vieron
incrementadas con respecto a las larvas control que no recibieron el aporte adicional del

ETLL en su dieta. Estos ultimos resultados pueden utilizarse como reivindicaciones de los



efectos de magnificacion funcional y de disminucion de riesgos de contraer
enfermedades, reivindicaciones que son obligadas para considerar a un alimento como
uno funcional.

En el bioensayo de crecimiento con el camaron café del Pacifico Farfantepenaeus
californiensis se encontrd que la inclusion del ETLL dentro de alimentos formulados tenia
un efecto benéfico cuando era agregado sin ningun tipo de procesamiento adicional a la
liofilizacién. La inclusién del ETLL al 1% como aditivo alimentario, mejoré el crecimiento
de los organismos en todos los casos, sin embargo se demostré un efecto mayor cuando
era ligado con alginato, lo anterior seguramente relacionado con la disminucion de su
concentracion por efecto de la lixiviacion en el alimento tal y como sucedi6 en la adicion
del ETLL libre en el alimento (los bioensayos posteriores con L. vannamei, parecen
confirmar este hecho). En el caso de la supervivencia se demostré que los organismos
alimentados con dietas donde se mezclé el ETLL con alginato fueron mas aptos para

enfrentar las condiciones de estrés que suponia su cultivo.

Los resultados alcanzados en los experimentos con Artemia franciscana, y con los
camarones Litopenaeus schmitti y Farfantepenaeus californiensis nos indujeron a trabajar
directamente en la especie prototipo y escoger finalmente como especie al Litopenaeus
vannamei ya que en las reuniones de expertos sobre nutricidn de camarones peneidos se
ha abogado porque se le escoja como modelo.

Es evidente que en todos los casos donde el ETLL fue adicionado a las dietas
experimentales de L. vannamei se manifestd un crecimiento superior al de los organismos
control. Superiores fueron también la tasa de crecimiento y de particular importancia el
alimento consumido. Es este ultimo parametro el que afecta los resultados de los dos

subsecuentes: el factor de conversion alimenticia (FCA) y la eficiencia proteica (EP),



ambos directamente relacionados con la evaluacion final de un alimento en términos de
costo-beneficio.

El célculo de los criterios zootécnicos en la alimentacion de juveniles de L. vannamei en el
sistema de acuarios tiene cierta incertidumbre precisamente con el consumo de alimento.
Tanto la decision de alimentarse como el nivel de alimentacién o consumo son afectados
por factores tanto internos (grado de inanicidén, dominancia social, sexo, estado de muda),
como externos (nivel energético de la dieta, temperatura, nivel de oxigeno, cantidad de
luz, y otros) factores que también influyen en variaciones en la actividad enzimatica
digestiva. Las condiciones generales de todos los bioensayos disefiados cumplieron las
reglas propuestas por Akiyama (1991) para bioensayos nutricionales.

Las variables ambientales que afectan directamente el desarrollo y crecimiento de los
camarones en condiciones de cultivo (salinidad, temperatura y oxigeno) no presentaron
diferencias estadisticas significativas (P> 0.05). El peso inicial de los tratamientos
tampoco presenté diferencias significativas.

La inclusién de atractantes dentro de la formulacién de los alimentos ha tomado
importancia a escala mundial, debido a que el alimento balanceado nutricionalmente es
de poco valor si no es consumido por el camardn. Experiencias preliminares nos han
demostrado que la harina de langostilla P. planipes (Casillas et al. 1998; Civera et al.
1992; Goytortua, 1993), es un excelente atractante que estimula el consumo del alimento
y el aprovechamiento de los nutrientes, sin afectar negativamente la supervivencia, bajo
condiciones de cultivo intensivo.

La inclusion del 1% de ETLL en dietas para L. vannamei mejoré considerablemente el
consumo del alimento de 20.13 a 37.68 g considerando que tan solo se le adiciond 1
g/100 g peso seco. En las dietas con el ETLL al 3 y 6% se registré un incremento mayor
en el consumo de alimento y se tuvieron mejores resultados en peso promedio final y tasa

de crecimiento. La incorporacién del ETLL a los alimentos no mejoro los valores del factor



de conversion alimenticia (FCA) con respecto a la dieta control, esto puede deberse a
varias razones, una de ellas es precisamente la alta capacidad atractante que se
encuentra en las fracciones de langostilla, las cuales tienden a provocar un aumento en el
consumo del alimento, lo cual no se reflejo en el crecimiento ya que una vez que se han
cubierto las necesidades energéticas y de proteinas, el alimento ingerido no se destina a
crecimiento y pasa a ser desechado por el organismo.

Durante el bioensayo se utilizd alimentacion a saciedad aparente, a partir del cual se
calculé el consumo aparente de alimento, de acuerdo a una apreciacion visual. Este
método tiene la desventaja que se puede estar sobrestimando el consumo de alimento,
Otro factor que pudo influir en los resultados del factor de conversion fue la estabilidad del
pellet. Esta depende de factores como: el tamano de particula, procesamiento, utilizacion
de agentes aglutinantes y tipo de ingredientes y se recomienda una textura maxima de
420 a 250u (Campabadal y Celis, 1999). El tamano de particula utilizado en la fabricacion
de las dietas 250 fue 6ptima y adecuado al tamafo de los organismos. Por otro lado se
ha informado que el contenido de cenizas y de quitina tiene un efecto sobre la estabilidad
de los alimentos, lo que puede traer como consecuencia un aumento de los valores de
FCA,laEPyal TC.

Cruz-Suarez et al., (2000) informaron que la pérdida de materia seca por lixiviacion del
orden del 10 % en una hora, lleva como consecuencia una sobre-estimacion de los
valores de digestibilidad aparente del orden de 2 a 3 puntos porcentuales para proteina y
materia seca, asi como del consumo y la tasa de conversion.

Los valores de alimento consumido 59.71, 62.44 y 37.68 g dietas (EL 1%, 3%y 6%) son
superiores a la dieta control 20.13 g con diferencias significativas (P < 0.05), mostrando
que los camarones tienen una fuerte interaccion con el alimento.

Es interesante hacer notar que a pesar de los grandes avances cientificos y técnicos en el

area de la acuicultura, aun hay wuna dependencia de ciertas metodologias que



originalmente fueron disenadas para animales de granja y que contindan siendo aplicadas
en los cultivos acuaticos. Tomando como base los resultados obtenido en los
bioensayos de crecimiento de L. vannamei es de nuestro particular interés mencionar la
férmula utilizada para el célculo del FCA. Sin mayor pretension que la de exponer nuestro
punto de vista, resulta claro que tal férmula no es adecuada para evaluar el crecimiento
en funcion del consumo del alimento en especies acuaticas. La formula fue originalmente
concebida para ser utilizada en animales terrestres, donde la interaccion alimento-
ambiente es mucho menor que en el medio acuatico. Por lo tanto la lixiviacion de
nutrientes y compuestos podria considerarse como despreciable. Caso contrario es el
alimento expuesto a las condiciones acuaticas, donde la interaccion con el ambiente es
extrema y por ende la lixiviacion. Tal es el caso de la suplementacion del alimento con
vitaminas, en particular la vitamina C, cuya pérdida por lixiviaciéon ha sido bien estudiada.
Si agregamos ademas de la sola pérdida de nutrientes por dilucion en el agua salina, el
efecto de las corrientes producidas por medios mecanicos para suministro de oxigeno en
los acuarios y/o estanques y el comportamiento de prension y arrastramiento del alimento
por parte de los camarones, resulta que el problema se hace aun mayor. Luego entonces
una férmula de FCA que no contemple un factor de correccién por lixiviacion, dara un
resultado medianamente confiable. En el bioensayo de crecimiento de L. vannamei las
pruebas de estabilidad del alimento se realizaron posteriormente a la realizacién del
mismo. Los resultados obtenidos arrojaron datos de que efectivamente el ETLL disminuia
la estabilidad de los alimentos proporcionalmente a sus porcentajes de inclusion. Tales
resultados no son incluidos en la presente tesis debido a su actual analisis para proponer
el factor de correccion, sin embargo sirven para tratar de explicar el fenbmeno
encontrado.

Como se observd en los resultados de los andlisis proximales de las dietas

experimentales el contenido de proteinas no varié significativamente, por lo que los



resultados sobre el crecimiento pueden atribuirse a las propiedades proporcionadas por
el extracto de langostilla.

Desde hace varios afnos se conocen los efectos de algunos factores que manejados en
bajas concentraciones promueven el crecimiento de los camarones. En juveniles de L.
setiferus y L. stylirostris, Fenucci et al. (1980) encontraron un mejor crecimiento cuando se
incorpora harina de calamar en la dieta. Cruz-Suarez y Guillaume, (1987) demostraron
que el factor de crecimiento se encontraba en una fraccidén proteica de calamar y que
incorporada en la dieta incrementa significativamente el crecimiento en juveniles de P.
monodon (Cruz-Suarez et al., 1992). Otros resultados obtenidos muestran que este efecto
en el crecimiento esta acompafiado de un incremento en la actividad especifica de la
amilasa, la tripsina y las proteasas cuando se incorpora un 10% de harina de calamar

como fuente de proteinas en el alimento (Van Wormhoudt et al. 1986).

La evaluacion quimica del ETLL indica que nos encontramos frente a un alimento con
potencialidades en diferentes direcciones de la nutricion y la salud de los camarones y
que ingerido sin ningun tipo de purificacion puede ejercer efectos multiples como los que
se proponen en la figura 23. En esta figura se pueden apreciar los vinculos e
interrelaciones de compuestos bioactivos detectados en el ETLL y que finalmente
resultan, a través de vias metabdlicas directas o indirectas, en un mayor crecimiento y

supervivencia de los organismos alimentados con este.

Los resultados encontrados con el ETLL tanto con los modelos experimentales como con
las especies de interés comercial sugieren con solidez (bajo los protocolos establecidos
en el estudio y con los biomarcadores utilizados) que puede ser considerado como un
alimento funcional donde los efectos de magnificacion funcional y de disminucion de

riesgo a enfermedades han quedado demostrados.



El uso del ETLL en la nutricibn comercial de camarones peneidos y otras especies de
crustaceos es por lo tanto factible. Sin embargo problemas logisticos con la captura de la
langostilla tendran que ser superados para poder ofertar un producto de confiabilidad en
el suministro y estabilidad de la produccion como lo demanda esta importante industria

acuicola.
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Figura 23. Actividades principales detectadas en el ETLL y vias
sugeridas que pueden propiciar efectos positivos en la
fisiologia y salud del camarén

Evidencias como las anteriores nos permiten vislumbrar que las tendencias en el futuro

seran, al igual que con los humanos, la utilizaciéon de alimentos funcionales como parte de



las formulaciones alimenticias de los animales de granja, incluidos los organismos
acuaticos cultivables. Si esto es solo una moda pasajera o se mantendra como una forma
de acceder a una mejor nutricion dependera de la seriedad y apego a la ciencia que se

imponga en el estudio y uso de tales alimentos.

6. CONCLUSIONES

1. La evaluaciéon quimica del Extracto Total de la Langostilla roja (Pleuroncodes planipes)
(ETLL) indica que este contiene compuestos nutrientes y no nutrientes que lo sitian
potencialmente como un alimento funcional en cuanto a su capacidad antioxidante,

presencia de una fraccidon con caracteristicas anabdlicas y actividad enzimatica digestiva.

2. El empleo del Extracto Total de la Langostilla roja en la alimentacion de Artemia
franciscana empleada como modelo experimental, mediante el sistema de bafio de
inmersion o suspendido en el agua de cultivo demostré que estimula el crecimiento y la

sobrevivencia de estos organismos a determinados niveles de inclusién.

3. La adicién de los “péptidos insulinoides” extraidos del ETL en el agua de cultivo de
Artemia salina provocé un mayor crecimiento y un aumento en la proteina cruda del

organismo, estadisticamente significativa con respecto al control.

4. El empleo del ETLL como aditivo alimentario en dietas de diferentes estadios de
Litopenaeus schmitti (larvas), Farfantepenaeus californiensis (postlarvas) y Litopenaeus
vannamei (juveniles) demostré que estimula el crecimiento y la sobrevivencia de estos

organismos.

5. El ETLL demostré inhibir la formacion de radicales libres producto de la reaccion de la
xantina-oxidasa, inhibir la lipoperoxidacion del tejido cerebral de rata y aumentar
significativamente la actividad de la superdoxido dismutasa en tejido de larvas de

Litopenaeus schmitti

6. El empleo del ETLL como aditivo alimentario en dietas de larvas de Litopenaeus schmitti
aumento la cantidad de proteinas totales y glucégeno de estos organismos y su actividad

proteolitica total y mejoré su status antioxidante.



7. EIETLL puede ser considerado como un alimento funcional para camarones debido a que
adicionalmente a su calidad nutricional aporta compuestos activos que modulan funciones
especificas (mejoramiento de procesos fisioldgicos o metabdlicos y/o reduccién de riesgos

de procesos patoldgicos) en este organismo.

7. RECOMENDACIONES

e Realizar estudios de estabilidad del ETLL utilizando los mismos marcadores empleados en

esta tesis.

e Llevar a cabo investigacion que permitan identificar, caracterizar y validar la influencia del

ETLL sobre otros marcadores de salud, como por ejemplo su efecto inmunomodulador.

¢ Ampliar la investigacion sobre la caracterizacidén bioquimica de la fraccion anabdlica que

en esta tesis se ha nombrado como “péptidos insulinoides”.
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