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RESUMEN

A pesar de que el camaron blanco Litopenaeus vannamei es la especie méas
cultivada en el mundo, los requerimientos de AAI, excepto Lys aln no se conocen, con
precision. En consecuencia, la industria formula en base a los niveles de AA
recomendados por Akiyama et al. (1991). Sin embargo, el desarrollo reciente de formulas
comerciales a base de proteina vegetal, principalmente soya, que generan rendimientos
equivalentes a los obtenidos con alimentos conteniendo harina de pescado y con niveles
menores de metionina a los recomendados por Akiyama, indica que estos ultimos estan
sobreestimados. El objetivo del presente trabajo fue desarrollar formulas deficientes
exclusivamente en Met, estables en el agua, a base de proteina vegetal integra
principalmente, con valores conocidos de AA digestibles e hidroestables para determinar
el efecto de diversas fuentes y niveles de Met sobre el rendimiento de juveniles de L.
vannamei. Se formularon 14 diferentes dietas con deficiencias en Met de 19 a 70% con
respecto a las recomendaciones de Akiyama. La dieta soya 1 con un contenido tedrico
0.58% de Met digestible (30% de PC) y una deficiencia del 19% no afecto el rendimiento
del camaron y confirma que la recomendacion de Akiyama (0.72%) esta sobreestimada.
Las dietas deficientes soya 4, chicharo verde 1 y 2 con contenidos de 0.37-0.43% de Met
y deficiencias de 47 a 50% produjeron mortalidad progresiva y significativa a los 42 de
experimentacion. La mortalidad fue la manifestacion mas clara de una deficiencia en Met
sobre los pardmetros zootécnicos. La inclusion de los diferentes productos de Met
evaluados (MHA, Met libre, Met encapsulada en agar y en CMC) en las dietas deficientes
propuestas, no mejoré el rendimiento en L. vannamei, excepto en el caso de la dieta soya
4 a base de soya/trigo, sin harina de pescado y con bajo contenido de lecitina, donde la
inclusién de Met encapsulada en agar mejoré significativamente la sobrevivencia. Todos
los productos de Met evaluados asi como algunos AAI de las dietas (Met, Lys, Arg)
presentaron alta tasa de lixiviacion desde los 15min de inmersion. Se determind y
compard el perfil de AA del carcas de camaron, cultivado en diferentes condiciones, con

la referencia de Akiyama y se encontrd un 13% menos Met, pero 25y 20% maés de Lys y
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Arg. El uso de una referencia u otra tiene implicaciones econémicas muy importantes. En
las dietas formuladas en este estudio, varios AAI se volvieron deficientes cuando se
calculdé su contenido digestible e hidroestable, aunque la Met resultd ser el primer
limitante. La formula con proteinas intactas, digestibles, més estable en el agua, y
Unicamente deficiente en Met fue la 60:40 de proteinas de chicharo y de pescado, con
deficiencias de AAS (11% respecto al carcas de camaron) suficientemente altas para
evaluar productos de Met estables en agua y definir el requerimiento de Met con
experimentos dosis respuesta. En la definicion de formulas control para determinar el
requerimiento de Met es muy importante tener en cuenta ademas de las variables
evaluadas en este trabajo, el aporte de Cys, colina, taurina, betaina y otros compuestos
que puedan modificar el requerimiento de Met, por su efecto ahorrador al participar en
funciones metabdlicas diferentes a la acrecion proteica.
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ABSTRACT

The white shrimp Litopenaeus vannamei is the most cultivated species in the
world, although indispensable amino acids (AA) requirements are not yet known with
precision except Lysine. Consequently the industry had formulated based on amino acid
(AA) levels recommended by Akiyama et al. (1991). However, the recent development
of commercial formulas based on vegetable protein, mainly soybeans and methionine
(Met) levels below those recommended by Akiyama, which generate returns equivalent
to the obtained with feeds containing fish meal; indicate that the Akiyama's
recommendation is overestimated. The objective of this work was to develop deficient
formulas exclusively in Met, stable in water, mainly based on complete vegetable protein
with known values of digestible AA to determine the effect of different sources and
levels of Met on performance of young L. vannamei. Fourteen different diets were
formulated with deficiencies in Met from 19 to 70% in respect to Akiyama's
recommendation. The soy-1 deficient diet was 19% deficient (containing 0.58% of Met
and 30% CP) and did not show negatives effects on the performance of shrimp, then
confirms that Akiyama's recommendation is overestimated. The deficient diets soy-4,
green pea 1 and 2 with a Met content from 0.37 to 0.43% and deficiencies from 47 to
50% caused progressive and significant mortality at 42 days of experimentation.
Mortality was the most clear effect caused by the Met deficiency, over all the
zootechnical parameters evaluated. The inclusion of different products evaluated Met
(MHA, free Met, Met encapsulated in agar and CMC) in the proposed deficient diets did
not improve performance in L. vannamei, except in the case of the diet soybean-4
formulated with soy/wheat, without fish meal and low-lecithin content, where the
inclusion of Met encapsulated in agar significantly improved survival. Every Met product
tested as well as several structural AAI of protein in the diets (Met, Lys, Arg) showed a
high leaching rate since 15 minutes of immersion. The AA profile of shrimp carcass
grown under different conditions was determined and then was compared against
Akiyama's recommendations. The Met value in shrimp carcass was 13% lower than

Akiyama's recommendation, but Lys and Arg were higher in 25 and 20%, respectively.
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The use of shrimp carcass profile or Akiyama's recommendation as reference has
important economic implications. The digestible and water stable AA content of the diets
formulated in this study showed deficiencies in other indispensable AA than Met,
although Met was the first limiting AA. The formula with intact protein, digestible, and
more stable in water, was the 60:40 ratio of pea protein and fish protein, with high
enough deficiencies of sulfur AA (11% on the Carcass of shrimp) to evaluate Met
products stable in water and the Met requirement with dose-response experiments. The
contribution of Cys, choline, taurine, betaine and other as important compounds that

could modify the Met requirement must be considered in these studies.
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1. INTRODUCCION

El camar6n blanco Litopenaeus vannamei es actualmente la especie mas cultivada
en el mundo con una produccion mundial durante 2008 de 2,25 millones de toneladas,
con un valor de 9 billones de $US (FAO, 2010). Bajo condiciones de cultivo semi-
intensivo, el alimento representa alrededor de un 49% de los costos de produccion. En el
afio 2010 México consumié aproximadamente 200,000 toneladas de alimento para
engorda con un precio de 200 millones de ddlares (Cruz Suérez, 2011). A pesar de ello, la
informacidn existente sobre los requerimientos nutricionales del camardn blanco aun es
muy limitada o poco precisa por las problematicas que su definicion con lleva,
reflejandose en la produccion comercial de dietas poco eficientes que afectan
negativamente la productividad y competitividad de la industria.

Por otro lado, debido a que la harina de pescado cada vez es mas costosa y menos
disponible, en los ultimos afios muchos estudios se han enfocado en sustituir la harina de
pescado con proteinas vegetales. Sin embargo, debido a que el valor nutritivo de la
proteina dietaria esta determinado entre otros por su perfil de AA 'y por el contenido de
AA digestibles este conocimiento debe ser detallado con antelacion para definir los
requerimientos de AA digestibles especialmente de los que son los primeros limitantes en

las proteinas vegetales como es el caso de la Met.

Por el momento, para L. vannamei solo se cuenta con las recomendaciones
reportadas por Akiyama et al. (1991) para penaeidos y Unicamente se ha determinado el
requerimiento de Lys por Fox et al. (1995) y de Thr por Huai et al. (2009b) sin definir la
digestibilidad de las dietas usadas. El caso de Penaeus monodon y Marsupenaeus
japonicus es diferente, pues se han definido los requerimientos de los 10 AAI (Millamena
et al., 1996b; Millamena et al., 1996a; Millamena et al., 1997; Millamena et al., 1998;
Millamena et al., 1999; Teshima et al., 2002; Richard et al., 2009) sin embargo, el
requerimiento de los AA digestibles ain no ha sido definido.

34



35

De acuerdo a estudios recientes (Cruz Suarez et al., 2005; Cruz-Suarez et al.,
2006; Forster and Dominy, 2006; Fox et al., 2006; Amaya et al., 2007a; Amaya et al.,
2007b) los niveles de Met recomendados para alimento de camaron blanco parecen estar
sobrestimados, porque con niveles de hasta 0.4-0.6% de la dieta usando ingredientes
vegetales como pasta y concentrados o aislados de soya se han encontrado crecimientos
similares que con 0.8% de Met en la dieta. La gran solubilidad y lixiviacion de las Met
sintéticas, empleadas en determinar el requerimiento de éste AA, parecian ser la causa

principal de esta supuesta sobrestimacion.

En el presente estudio inicialmente se pretendia determinar el requerimiento de
Met para L. vannamei utilizando el método de dosis-respuesta y dietas de base deficientes
en éste AA; empleando ingredientes practicos deficientes en Met, pero altamente
digestibles como pasta y aislado de soya, trigo y chicharo (Cruz Suérez et al., 2005;
Cruz-Suarez et al., 2009; Nieto-Lopez et al., 2011; Villareal Cavazos, 2011) y varias
fuentes de Met comercial como el hidroxi analogo de Met (MHA-Ca) reportada como de
baja lixiviacion (Vazquez-Afion and Giesen, 2004), DL-Met libre y encapsulada con
CMC o con agar. Sin embargo, el objetivo principal fue derivando en el desarrollo de una
férmula control deficiente exclusivamente en Met, con proteinas intactas y con bajo
grado de lixiviacién. Asi mismo, el desarrollo y evaluacion de metodologias y
herramientas para medir lixiviacion, para aumentar la estabilidad de las dietas, para
trabajar con animales en forma individual y para medir la contribucién de N y materia

seca de ingredientes deficientes en Met como harina de chicharo.

35



36

2. HIPOTESIS

2.1 Hipotésis General

El requerimiento de Met en juveniles de camaron blanco (Litopenaeus vannamei),
definido con el método dosis respuesta, diferentes fuentes de Met y dietas practicas a
base de proteinas vegetales altamente digestibles es menor al valor recomendado por
Akiyama et al. (1991).

2.2  Hipotésis Particulares

1. El hidroxi andlogo de metionina-calcio, es una fuente de Met capaz de
suplementar un alimento comercial deficiente en Met y rico en pasta de soya
respecto a las recomendaciones de Akiyama et al. (1991) utilizadas por la

industria para juveniles de Litopenaeus vannamei.

2. El hidroxi analogo de metionina-calcio, como fuente de Met capaz de
suplementar un alimento experimental deficiente en éste aminoacido respecto
a las recomendaciones Akiyama et al. (1991) para juveniles de Litopenaeus

vannamei.

3. La estabilidad en el agua de la DL-metionina incorporada en un alimento

experimental se mejora al ser encapsulada en agar-agar.

4. El perfil de AA del carcas de juveniles de Litopenaeus vannamei de distintas

tallas es constante y se puede usar de forma preliminar como un patron de
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referencia para el estudio de los requerimientos de AA dietarios en este

camaron.

En dietas a base de soya/trigo el primer AA limitante es la Lys y no la Met,
cuando se usa como referencia el contenido de Lys y Met del carcas de

camaron.

Los cambios en la férmula deficiente en Met del bioensayo Degussa 2006
(eliminacion de lupino y harina de kelp, adicién de aislado de soya y
sustitucion de chicharo amarillo por verde) permiten mejorar la absorcion y

estabilidad en el agua de los alimentos.

La adicion de DL-metionina libre en una dieta experimental a base de
chicharo verde de Canadéa deficiente en Met respecto al perfil de aminoacidos
del carcas de juveniles de Litopenaeus vannamei, a pesar de que se lixivia casi
totalmente a los 15 minutos de inmersién en agua, mejora la sobrevivencia y

el rendimiento del camaron.

La adicion de DL-metionina libre a la dieta experimental a base de chicharo
verde de Canada deficiente en Met respecto al perfil de AA del carcas de
juveniles camardén blanco de Litopenaeus vannamei mejora el rendimiento

cuando se evita el canibalismo usando jaulas individuales.

El pos-acondicionamiento de la dieta experimental a base de chicharo verde

de Canada mejora su estabilidad y su digestibilidad.

Los procesos de pos-condicionamiento, de inclusién de DL-metionina
encapsulada en carboxi-metil-celulosa y de inclusion de un atrayente
comercial espreado en la dieta experimental a base de chicharo verde de
Canada mejoran la estabilidad de la dieta, su consumo y el rendimiento del

camaron.
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11. El grado de contribucion relativa de nitrogeno dietario de las harinas de
chicharo verde (Pisum sativum) de Canada al tejido muscular de camarén

blanco Litopenaeus vannamei es menor que el de harina de pescado (sardina).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Establecer el requerimiento de Met en juveniles de camardn blanco (Litopenaeus

vannamei), para la formulacion de dietas préacticas altamente digestibles.

3.2 Objetivos Particulares

1. Evaluar el hidroxi andlogo de metionina-calcio como fuente de Met, en un
alimento comercial deficiente en éste aminoacido respecto a las
recomendaciones utilizadas por la industria para juveniles de Litopenaeus

vannamei.

2. Evaluar el hidroxi analogo de metionina-calcio como fuente de Met, en un
alimento experimental deficiente en éste aminodcido respecto a las
recomendaciones utilizadas por la industria para juveniles de Litopenaeus

vannamei.

3. Evaluar la estabilidad en el agua de DL-metionina encapsulada en agar-agar al
incluirla en un alimento experimental con y sin pre-acondicionamiento para

juveniles de Litopenaeus vannamei.
4. Definir el perfil de aminoacidos del carcas de camar6n para usarlo como un

patrén de referencia para el estudio de los requerimientos de AA dietarios en

juveniles de Litopenaeus vannamei.
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Evaluar la estabilidad de Met y Lys encapsuladas en agar al incluirlas en un
alimento a base de soya/trigo y su efecto sobre el rendimiento en juveniles de

camaron blanco Litopenaeus vannamei.

Evaluar el efecto del cambio en la formula deficiente en Met del bioensayo
Degussa 2006 (eliminacion de lupino y harina de kelp, adicion de aislado de
soya y sustitucion de chicharo amarillo por verde) sobre la absorcién y
estabilidad en el agua de los alimentos utilizando un método modificado.

Evaluar los efectos de la adicién de diferentes niveles de DL-metionina libre a
la dieta deficiente en Met a base de chicharo verde 2 sobre la estabilidad del
alimento, la sobrevivencia y el rendimiento de juveniles de Litopenaeus

vannamei.

Evaluar los efectos de la adicién de diferentes niveles de DL-metionina libre a
la dieta deficiente en Met a base de chicharo verde 2 sobre la estabilidad del
alimento, la sobrevivencia y el rendimiento de juveniles de Litopenaeus

vannamei cultivados en jaulas individuales.

Evaluar el efecto del pos-acondicionamiento de la dieta deficiente en Met a
base de chicharo verde 1 sobre la estabilidad y la digestibilidad de la misma,

en juveniles de Litopenaeus vannamei de distinto origen.

Evaluar el efecto de los procesos de pos-condicionamiento, de adicionar DL-
metionina encapsulada en carboxi-metil-celulosa y de adicionar un atrayente
comercial espreado a la dieta deficiente en Met a base de chicharo verde 1
sobre la estabilidad de la dieta, sobrevivencia y el rendimiento de juveniles de

Litopenaeus vannamei.
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11. Evaluar el grado de contribucion relativa de nitrégeno dietario de las harinas
de chicharo verde (Pisum sativum) de Canada y de pescado (sardina) al

crecimiento corporal de camaron blanco Litopenaeus vannamei
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4. ANTECEDENTES

4.1 Generalidades

El camardn blanco Litopenaeus vannamei, por su gran capacidad de adaptacion y
de aceptacion en el mercado tiene una dispersion cosmopolita en acuacultura. Su
introduccion en Asia permitio que a partir de 2004 fuese la especie de camar6n mas
cultivada a nivel mundial con 1.3 millones de toneladas; los datos mas actuales de la
FAO arrojan cifras cercanas a 2.3 millones de toneladas, el 45% de la produccion de
crustaceos por acuacultura a nivel global (Wilson, 2003; FAO, 2010). De esta especie,
nativa en México, el 66% es producido por acuacultura con 130 mil toneladas, que en
términos econdémicos significa un aporte de 236 millones de ddlares en divisas y 5463
millones de pesos a nivel de productores primarios, ademas se espera el crecimiento de
esta actividad econémica (SAGARPA, 2009).

El incremento en la produccion de camardn progresivamente ha demandado
mayores cantidades de alimento formulado, mismo que representa el mayor de los costos
de produccién de camaro6n de entre 50 y 70% para sistemas semi-intensivos o intensivos
(Cruz-Suarez et al., 2002; Mclintosh, 2010). A su vez la proteina se convierte en el
nutriente mas oneroso, debido a la escasez de ingredientes con una calidad adecuada, al
costo de éstos y a las implicaciones ambientales por la liberacién de compuestos
nitrogenados en el agua (Gomez-Jimenez et al., 2004).

Tradicionalmente la harina de pescado es uno de los principales ingredientes
usados en la formulacion de alimentos para organismos acuaticos y se estima que en 2006
el 68% de la produccion de harina de pescado fue utilizada por la industria de la
acuacultura (Tacon and Metian, 2008). El alza en la demanda de proteinas marinas
propicid, la poca disponibilidad de harina de pescado y el incremento en su precio, lo que
condujo a la basqueda de fuentes alternas de proteina tales como: subproductos de

animales terrestres, subproductos de industrias alimenticias (e.g. destileria) y productos
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de origen vegetal. Las proteinas de origen vegetal han sido las opciones méas adecuadas
con base en un suministro sustentable e ilimitado, una calidad uniforme y un costo
relativamente accesible (Davis and Arnold, 2000; Davies and Gouveia, 2010). Los
productos de semillas de leguminosas son especialmente aceptados por su alto contenido
de proteina en relacion a los de otros vegetales, aungque presentan bajos niveles de Met,
Lys y Arg con respecto al contenido relativo de los mismos AA en la proteina del

pescado. En este respecto la Met resulta ser el aminoacido més limitante.

La informacion existente sobre los requerimientos nutricionales de L. vannamei es
escaza e incipiente como para explotar correctamente el potencial de las fuentes de
proteina de origen vegetal, reflejandose en dietas que resultan en poca productividad y
competitividad en la industria. De acuerdo con Cruz-Suarez et al. (2005) las compafiias
productoras de alimento para este camaron en México y América Latina, formulan en
base a requerimientos de “proteina” usando las recomendaciones de AA generalizadas
para camarones penaeidos y publicadas por Akiyama et al. (1991). Es muy probable que
los niveles de AA actualmente utilizados en la formulacién de alimentos para L.
vannamei estén sobreestimados, especialmente al utilizar niveles excesivos de proteina
(35-40%) con respecto a aquel (25-30%) reportado como requerido por Cruz-Suérez et
al. (2000) y Velasco et al. (2000).

Es comun que en la literatura se haga referencia al requerimiento de proteina
cruda (PC), sin embargo esta incluye a todo compuesto nitrogenado (quitina, acidos
nucleicos, amidas, aminas e inclusive compuestos inorganicos), cuando en realidad el
requerimiento debe establecerse en funcién de las unidades estructurales de las proteinas,
los AA. El requerimiento real de un nutriente define la cantidad minima del nutriente por
biomasa (expresada como organismo o Kg) por dia para obtener el maximo crecimiento,
aunque es frecuente que el término requerimiento de AA sea referido en la bibliografia
como el nivel optimo (porcentaje minimo) del AA en relacion al contenido de proteina
cruda en la dieta; un término ambiguo dado que el nivel dietario del nutriente puede ser
compensado con la tasa de alimentacion y se asume que los AA en exceso estan
adecuadamente balanceados (Bureau and Encarnacao, 2006). A partir del uso de

proteinas vegetales (e.g. soya) y un presunto exceso de AA en la elaboracion de
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alimentos para L. vannamei resulta urgente evaluar el requerimiento de Met para obtener

alimentos 6ptimos y una menor relacion costo beneficio.

4.2 Balance de Aminoéacidos

La unidad fundamental de las proteinas son los AA (20 presentes de manera
comun), los cuales definen sus caracteristicas estructurales y funcionales. En el
metabolismo celular desempefian un papel principal, ya que todas las reacciones
bioguimicas son catalizadas por enzimas constituidas por residuos de AA (Lehninger et
al., 1995). Los AA son vitales para el metabolismo de lipidos y de carbohidratos, para la
sintesis de proteina tisular y de otros compuestos ademas de servir como fuente

metabolica de energia (Lehninger et al., 1995).

4.2.1 Requerimientos Cualitativos de Amino&cidos en Crustaceos

Para propositos nutricionales, los AA se suelen dividir en dos grupos: los AA
indispensables (AAI) y los AA dispensables (AAD). Los AAI son aquellos para los
cuales el organismo carece de una ruta de sintesis metabdlica y que no pueden ser
sintetizados dentro del cuerpo animal, o bien no lo son a una velocidad adecuada que
permita cubrir las necesidades fisioldgicas del animal en crecimiento y por lo tanto deben
ser suministrados en la dieta. Los AAD son aquellos que pueden ser sintetizados en el
cuerpo, a partir de una fuente de carbono adecuada y de grupos aminos provenientes de
otros AA vya elaborados o de compuestos simples, como el citrato de amonio y no

necesitan ser suministrados en la dieta.

Guillaume (1997) hizo una revisién de los AAI hallados en crustaceos mediante la
inyeccion de compuestos de carbono marcados radioactivamente con C; los AAl
resultaron ser los mismos que en vertebrados, Met, Lys, Arg, Treonina (Thr), isoleucina

(lle), leucina (Leu), valina (Val), Histidina (His), Fenilalanina (Phe) y triptéfano (Trp).
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La cisteina (Cys) y la tirosina (Tyr) son sintetizados a partir de Met y Phe
respectivamente, asi que se consideran como ahorradores, ya que su presencia reduce el

requerimiento de estos dos AAL.

Para que una sintesis proteinica 6ptima tenga lugar, es necesario que todos los AA
(bien sean obtenidos de fuentes proteinicas integras o sean suplementados en su forma
libre a la dieta) estén presentes simultdneamente en el tejido en cantidades suficientes. Si
dicho equilibrio no es alcanzado, entonces sobreviene un catabolismo de los AA,
reflejdndose en una disminucion en el crecimiento y en la eficiencia alimenticia (Tacon,
1989). Generalmente los invertebrados a diferencia de los vertebrados tienen reservorios
intracelulares de AA libres (AAL) mas grandes y robustos, como en los crustaceos,
adicionalmente la disposicion de estos AA es distinta entre tejidos de la misma especie
(Mente, 2003).

4.2.2 Ingredientes Tipicos y Formulaciones Comerciales Clasicas.

Los productos de la industria pesquera como harina de pescado, de calamar y
crustaceos se utilizaron en los inicios de la nutricion para organismos acuaticos como
ingredientes cotidianos, obedeciendo a las observaciones de las cadenas troficas y
generando buenos resultados. La harina de pescado habia sido el ingrediente predilecto
en la formulacién de alimentos para acuacultura, con un rango de inclusion en la industria
de los alimentos para camaron que variaba entre 10 y 40% (Akiyama et al., 1991). El
incremento en los costos de la harina de pescado, como ya se comento, ha llevado a
buscar otras alternativas como fuente de proteina o expresado de otra forma de AA
(Pefiaflorida, 1989).
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4.2.3 Ingredientes Alternos y su Relacion Costo-Beneficio en el Alimento.

La alternativa mas utilizada en Norte América para sustituir la harina de pescado
es la pasta de soya con base en su valor nutricional, sin embargo las fuentes de proteina
vegetal frecuentemente acarrean un problema, que es la deficiencia en AAI. La pasta de
soya presenta menores contenidos de Met y Lys (Met 1.3 y Lys 6.2 %PC) con un
balance de Lys/Met de 4.8 respecto de la harina de pescado (Met 2.8 y Lys 8.2 %PC),
que tiene una menor proporcion relativa de Lys/Met (2.9). Por lo tanto, para dietas
formuladas con leguminosas como soya se presume una deficiencia en Met y Lys;
ademas el uso de soya se asocia con una deficiencia en AA azufrados, en especial Met
como el primer limitante (Vazquez-Afion and Giesen, 2004; Fox et al., 2006; Hardy,
2006). Inclusive estudios con isotopos estables utilizando modelos de mezclado han
servido para estimar la contribucion relativa del nitrégeno de soya con respecto al de
pescado en postlarvas y juveniles de L. vannamei, donde la contribucién del pescado
aument6 cuando disminuyd su inclusion (Gamboa-Delgado and Le Vay, 2009b),
probablemente debido a que en este caso el pescado compense las deficiencias de los

AAl en la soya.

El chicharo forrajero (Pisum sativum) ha sido exitosamente producido, con una
distribucion cosmopolita y a un bajo costo, por lo que ha sido de interés como una buena
fuente de carbohidratos (principalmente almidones, 40-50%), minerales y proteina (21-
25%)(Cruz-Suarez et al., 2001; Hickling, 2003). En la ultima década, la harina de
chicharo y derivados de esta han sido exitosamente utilizados como una fuente de energia
y proteina en remplazo de harina de pescado en dietas para acuacultura (Davies, Gouveia,
2010; Overland, Rresen, Storebakken, Penn, Krogdahl, Skrede, 2009; Thiessen,
Campbell, Adelizi, 2003; Thiessen, Campbell, Tyler, 2003) especialmente para diferentes
especies de camarones marinos, como el camaron tigre Penaeus monodon (Smith et al.,
2000; Bautista-Teruel et al., 2003), el camardn azul del Pacifico L. stylirostris (Cruz-
Suarez et al., 2001) y L. vannamei (Davis et al., 2002). El chicharo es una leguminosa

con menor contenido de Met (1.16 %PC), pero presenta altos contenidos de Lys y Arg
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(Lys 6.97 y Arg 10 %PC) con respecto a la pasta de soya (Lys 6.2 y Arg 7.36 %PC) y de
Arg con respecto a la harina de pescado (Lys 8.2 y Arg 6.05 %PC).

A pesar de que la pasta de soya y el chicharo tienen bajos contenidos de ciertos
AAL con respecto a las fuentes tradicionales, la digestibilidad de la proteina (98 y 90%,
respectivamente) y de los AA de estos ingredientes es elevada en L. vannamei (Davis et
al., 2002; Cruz-Suarez et al., 2009). Lo cual resulta importante resaltar debido a que el
requerimiento solo se cubre con aquellos AA gue estan disponibles para el organismo

consumidor.

4.2.3.1 Relevancia de la Metionina, Lisina y Arginina

La deficiencia de un AAI genera que la sintesis de proteina sea inhibida y las
secuencias peptidicas incompletas se liberen para dar configuraciones inactivas de las
proteinas que seran catabolizadas; la sintesis proteica se reactiva con la aportacion del
alimento (Cuaron, 2000; Mente, 2003). La importancia del AA Met radica en su funcién
de AA iniciador de la traduccidn, a través de su derivado N-formil-Met. Por este motivo,
la Met es indispensable aun en aquellos casos en los que no es por si misma un integrante
de la cadena de proteina (Degussa, 1989). A partir de la Met se puede formar cisteina, a
través de sus fases intermedias S-adenosil-Met, homocisteina y cistationina, por el
contrario, es imposible la sintesis de Met a partir de la Cys; la Cys a su vez es precursor
de serina (Ser) y taurina. Por lo tanto, la presencia de Cys puede disminuir el
requerimiento de Met de manera tal que en peces se han reportado reducciones del 60%
en bagre, 44% en tilapia y 42% en trucha arcoiris (Wilson, 2003). La Met también
participa en la biosintesis de numerosos compuestos de importancia, tal como la colina, la
creatina mediante la liberacién de grupos metilos. La colina no puede llevar a cabo
ninguna de las funciones de la Met en el metabolismo de las proteinas, pero su presencia
en la dieta puede reducir o evitar el consumo de Met como donador de metilos (Cowey
and Cho, 1993; Wilson, 2003; Michael et al., 2006).

La Lys en conjunto con la Met sirven como precursores de carnitina, una

molécula involucrada en el transporte de acidos grasos de cadena larga a la mitocondria.
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Adicionalmente la Lys es el precursor de la hidroxilisina, envuelta en la produccién de
colageno (Bicudo et al., 2009), ademas de su funcion estructural. Existe un fenémeno
Ilamado antagonismo Lys-Arg, que se debe al exceso de cualquiera de estos dos AA, se
cree que la relacién debe mantenerse cercana a 1 (Akiyama et al., 1991). La Arg funciona

como fosfageno en crustaceos (Chen et al., 1992a).

4.2.4 Otras Probleméticas Asociadas a la Utilizacion de Fuentes de Proteina Vegetal

Otras complicaciones asociadas al empleo de fuentes de proteina vegetal son
relacionadas con la ausencia de atrayentes, el contenido de factores antinutricionales y la
disminucion en la estabilidad de los alimentos. En la pasta de soya los principales
antinutricionales son los inhibidores de proteasas (tripsina y quimotripsina) y el acido
fitico (Trevifio and Celis, 1999), por lo que se han sugerido inclusiones menores al 40%
de la dieta y ademas asi conservar la estabilidad de alimentos comerciales (Akiyama et
al., 1991). El chicharo tiene algunos antinutricionales, donde los mas importantes son: el
acido fitico, dado que reduce la disponibilidad de nutrientes y las saponinas, que le
confieren un sabor astringente (Valencia et al., 2008); la seleccion genética ha llevado a
obtener variedades con un menor contenido de antinutricionales y mas ricas en proteina.
Las probleméticas anteriormente planteadas se han intentado solucionar mediante

procesos tecnoldgicos.

De un interés particular en los alimentos para camarén, han sido la estabilidad y la
quimo atraccion de las dietas una vez que son sumergidas en el agua; dado que el
comportamiento en la alimentacion del camardn facilita la lixiviacion de ciertos
componentes nutricionales de la dieta. La peletizacion aun cuando es un proceso eficiente
y el méas utilizado para la fabricacion de alimento para camardn, presenta limitaciones; las
principales son el contenido maximo de humedad (16-18%) y la temperatura (70-90 C)
de la mezcla, cuando se utilizan ingredientes vegetales, cuya estructura y estabilidad
depende del grado de gelatinizacion de los almidones de estos ingredientes (Mufioz,

2006). Por otro lado la extrusion es un proceso termoplastico presurizado, el cual permite

48



49

utilizar un contenido mayor de humedad (22-30%) a mayores temperaturas (115-120C)
(Bortone, 2006). Debido a que el vapor llega hasta el nicleo del almidon, la naturaleza
del proceso permite que sea completamente gelatinizado, inclusive hasta una degradacion
de la red de amilosa y amilopectina, lo que también reduce la estabilidad del pelet. Los
efectos de los procesos térmicos sobre la gelatinizacion de los almidones y las
propiedades nutricionales del chicharo han sido ampliamente investigados, donde se
sugiere el autoclavado como el proceso casero mas conveniente para explotar dichas
propiedades (Yemane and Skjelvag, 2003; Landa-Habana et al., 2004; Yadav et al.,
2010). Cualquiera que sea el método peletizado o extrusion; la post-coccion (pos
condicionamiento) incrementa la estabilidad de los pelets en mas del 20%, porque el
tiempo de exposicion al calor es mayor y la liberacion de humedad es lenta, cerrdndose la
matriz y uniendo moléculas de almidones y proteinas (Bortone, 2006); adicionalmente el
proceso desnaturaliza e inhibe la accién de factores anti nutricionales y deterrentes

termolabiles.

Un alimento completamente exitoso debe ser bien consumido, lo que implica otra
problemaética con los alimentos a base proteinas vegetales. Aun cuando el perfil de AA de
las proteinas es muy adecuado, no cuenta con quimioatractantes como los de las proteinas
marinas (algas, peces y crustaceos). La solucion que se ha encontrado a esta problematica
es la de adicionar mezclas de hidrosolubles de pescado y otras fuentes marinas,
vitaminas, aminas biogénicas y AA libres, para estimular el apetito del animal y el
consumo de los alimentos (Alvarez, 2003).

4.3  Métodos Para Determinar el Requerimiento de Aminoacidos

4.3.1 Proteinas de Referencia Para el Estudio de Aminoacidos en Crustaceos

En el inicio de la nutricion de peces se considero el perfil de AAI del huevo de
gallina de referencia para la determinacion de los requerimientos en acuacultura con base

en los resultados obtenidos a partir de estudios en animales terrestres (Halver et al., 1957,
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DeLong et al., 1958); eventualmente la caseina y la gelatina sustituyeron la proteina del
huevo aunque se conservo el perfil de AA de éste. En el caso del camaron se observo que
el consumo de la almeja de cuello corto (Venerupis decussata) mejoraba el rendimiento
del camaron por lo que su perfil de AA se uso como referencia (Deshimaru, 1981;
Teshima et al., 2002), de igual forma posteriormente fue propuesto el perfil de AA del
aislado del cangrejo Cancer irrarotus como referencia (Koshio et al., 1989; Castell,
1990). Por otro lado la harina de pescado siempre ha dado buenos rendimientos en la

produccion de camarén.

4.3.2 Andlisis del Perfil de Aminoacidos del carcas

Segun el fundamento en el que el perfil de AA del producto de la sintesis de
proteinas debe estar estrechamente relacionado con los requerimientos dietarios de la
especie (Wilson and Poe, 1985a; Wilson and Poe, 1985b; Tacon, 1987a), se ha
considerado al musculo de la cola de camarén o al camardn completo como una
referencia para estudios de los requerimientos de camaron (Lim, 1993; Millamena et al.,
1996b; Millamena et al., 1996a; Guillaume, 1997; Alam et al., 2002). Al contrario de las
harinas de pescado, las harinas comerciales de camarén no mostraron resultados positivos
al ser utilizadas como perfil de AA de referencia, probablemente debido a que las harinas
de camardn estan hechas a base de subproductos del mismo; estos tienen grandes
cantidades de quitina, que contribuye en una proporcion importante a la proteina cruda de
la harina (Guillaume, 1997; Huai et al., 2009a).

Los perfiles de AA usados como referencia en el estudio de los requerimientos de
L. vannamei han sido tomados de las recomendaciones de Akiyama et al., 1991 (Fox et
al., 1995; Swick et al., 1995; Vazquez-Afnon and Giesen, 2004; Forster and Dominy,
2006; Fox et al., 2006), del muasculo (Lim, 1993), y del cuerpo entero (Huai et al.,
2009b). Diferentes trabajos han sugerido que las recomendaciones de Akiyama et al.,
1991, estan sobreestimadas para algunos AA (Cruz-Suarez et al., 2000; Forster and
Dominy, 2006; Fox et al., 2006).
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El musculo podria mostrar un desbalance de AA debido a que considera los AA
que intervienen en la sintesis de proteina pero excluye aquellos que desemperfian
funciones metabdlicas principalmente concentrados en el cefalotérax (Wilson and
Cowey, 1985; Guillaume, 1997). Los altos niveles de correlacion entre el perfil de AA
del cuerpo entero y los requerimientos dietarios en carpa (Cowey and Tacon, 1982), en
bagre de canal (Wilson and Poe, 1985a; Nose and Murai, 1990) y en salmén coho (Nose
and Murai, 1990) sugieren que el perfil de AA del carcas de camardn puede ser usado
como patron de referencia en el estudio en la determinacion de los requerimientos de AA.
En la Tabla 1 se presenta perfil de AA de diversas fuentes de proteina utilizadas como

referencia en diversos estudios en camaron.
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Tabla 1. Perfil de AA de proteinas de referencia (% de Proteina).
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Met 3.16 294 2.03 2.05 4,76 29 2.7 3.09 2.96 25 2.38 2.82 2.89 1.79 24
Met+Cys| 5.2 - 2.33 -- -- 3.89 3.6 4.32 3.78 3.53 -- -- -- 2.77 3.6
Lys 5.72 8.14 517 5.65 7.73 8.33 85 1.67 7.32 75 8.13 7.04 7.56 5.09 53
Thr 3.92 3.85 3.39 2.95 411 4.35 4.4 3.84 3.93 39 5.47 3.98 3.36 3.44 3.6
Arg 5.72 3.64 5.82 6.07 8.27 6.04 6.5 791 8.54 7.9 6.98 8.24 10.2 5.24 5.8
lle 3.63 491 3.17 343 442 4.61 49 3.06 414 4.4 591 411 418 3.55 35
Leu 6.8 8.92 4,97 5.34 7.33 7.89 9.9 7.46 7.39 7.28 7.58 6.38 7.09 5.86 54
Val 4.05 6.05 3.27 3.54 413 5.55 34 3.04 4.32 51 6.8 482 418 434 4
His 1.8 2.79 1.31 2.01 247 2.6 11 1.76 221 245 347 2.24 2 1.99 21
Phe 4.36 5.07 2.73 321 4,24 4.25 4.9 4,13 4,14 4,15 4.62 4.29 3.69 4,29 4
Phe+Tyr| 7.68 - 5.26 0 8,51 7.64 8.8 797 - 8.05 8.87 8.24 7.2 - 7.1
Trp 0.83 1.96 - 2.75 1.78 0.97 11 0.55 0.68 1.1 0.62 1.44 2.22 0.97 0.8

L En Guillaume (1997).
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Otra forma de expresar el perfil AA del organismo es presentar cada uno de los
AAI en relacion al total de AAI (proporciones A/E). A partir del promedio de diferencias
de las proporciones A/E entre el alimento y el organismo se obtiene el indice de AAI
(Pefaflorida, 1989), que puede estimar a groso modo la calidad nutricional de un

ingrediente o de la dieta.

4.3.3 Modelos Factoriales (Acrecion de Aminoéacidos en el camardn)

Los modelos factoriales aunque han sido poco implementados en la determinacion
de requerimientos nutricionales, son faciles de construir y toman en consideracion la
calidad del agua, los estadios de vida, etc. Estos modelos toman como fundamento el
concepto de proteina ideal, el cual explica que la relacion adecuada entre los AA dietarios
es aquella que se aproxima a la relacion de AA encontrada proteina sintetizada. Por lo
tanto la determinacion de los requerimientos se basa en la cantidad de los AA depositados
en el organismo (en un tejido especifico o cuerpo entero) a través del crecimiento,
mantenimiento, recambio y excrecion, son calculados con base en el consumo y la
ganancia en peso. Por otra parte no consideran la determinacion independiente de cada
AA, ni los cambios en la eficiencia de utilizacion de cada AA debido a las condiciones
fisiologicas de crecimiento y el impacto de otros componentes dietarios (Shearer, 1995;
Teshima et al., 2001; Teshima et al., 2002; Twibell et al., 2003; Wang et al., 2006;
Richard et al., 2009; Bureau, 2011). Los valores obtenidos mediante estos modelos
generalmente son inferiores a los obtenidos con modelos dosis respuesta, debido a la
cantidad de nitrdgeno retenido por el organismo es pequefia en comparacion con el

nitrégeno dietario (Wilson, 2003).

4.3.4 Modelos de Dosis-Respuesta

El modelo de dosis-respuesta fue el primer método en utilizarse en peces por

Halver y colaboradores (1957; 1958; 1986) y el mas ampliamente utilizado, aunque ha
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sufrido adecuaciones. En este método se busca obtener una respuesta fisiologica y
zootécnica ya que a partir de una mezcla de proteinas puras (caseina, gelatina y AAL) se
busca emular un perfil de AA de referencia (e. g. huevo de gallina) con excepcion del AA
investigado, del cual se evallan niveles por debajo o por encima de la proteina de
referencia. Se asocia una respuesta linear con respecto al incremento del AA evaluado,
hasta que se cubre el requerimiento, entonces la respuesta puede presentar un plato
(estancamiento) o invertirse (cuando la concentracion del AA es toxica). Las respuestas
que se han relacionado con el cambio en el AA estudiado han sido los pardmetros de
crecimiento (ganancia en peso, tasa de crecimiento especifico y la utilizacion de la
proteina), el cambio en los aminoacidos libres del suero y el musculo y finalmente la tasa
de oxidacion del CO; de los que Wilson (2003) y Tacon (1987a) hicieron una revision.
Un mayor crecimiento se asocia con un nivel mas cercano al requerimiento del AA en
estudio, lo que permite la continua sintesis de proteina; un exceso en el cambio de los
aminoacidos libres en el suero y el musculo se relaciona con un exceso en la
suplementacion del AA estudiado; en tanto que un exceso en la tasa de oxidacion del CO,
se liga con una mayor tasa metabdlica y la excrecion de nitrogeno, ligada al exceso del
AA estudiado.

El andlisis matematico de estos modelos experimentales ha cambiado desde el
calculo del requerimiento a partir del grafico de Alquist, pasando por la estimacién
mediante una regresion del grafico de Alquist, el modelo de linea quebrada y el andlisis
de regresiéon de segundo grado (Halver et al., 1957; Santiago and Lovell, 1988; Lovell,
1991; Sterling et al., 2003).

El método dosis-respuesta se ha modificado eventualmente y empleado en
diferentes especies de camaron; para juveniles de Penaeus monodon se han determinado
los requerimientos de Arg (Chen et al., 1992a; Millamena et al., 1998) Met, Lys, Thr,
His, lle, Leu, Phe y Trp (Millamena et al., 1996b; Millamena et al., 1996a; Millamena et
al., 1997; Millamena et al., 1998; Millamena et al., 1999) y para juveniles Litopenaeus
vannamei los requerimientos de Lys (Fox et al., 1995) y de Thr en agua dulce (Huai et
al., 2009b).
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4.3.5 Modelos a Base de la Técnica de Dilucion de Dietas.

Estos modelos consisten en la utilizacion de dos dietas de referencia, una con alto
contenido de proteina y otra con nulo o bajo contenido, ambas con el mismo perfil de
AA, con excepcion del AA estudiado. Estas dietas se mezclan en diferentes proporciones
para generar niveles crecientes de proteina y en cada nivel de proteina se modifica el
contenido del AA de estudio (Sterling et al., 2003). Utilizando estos principios y una
descripcion matemaética de la proteina depositada en funcion de la ingesta del AA mas
limitante en la dieta de nitrégeno adecuado se han podido determinar los requerimientos
para diferentes AA en Oreochromis niloticus (Liebert and Benkendorff, 2007; Liebert,
2009) y Thr en Salmo salar (Abboudi et al., 2007). Los principios de la dilucion
generalmente no son faciles de reconocer y pueden confundirse con una mezcla o

variaciones de los disefios de dosis respuesta o factorial.

4.4  Fuentes de Aminoacidos Empleadas en Estudios de Requerimientos

4.4.1 Utilizacion de Aminoacidos Libres en Dietas Puras

Los primeros estudios de requerimientos de AA se realizaron mediante inclusion
de AAC emulando las proteinas de referencia (Deshimaru and Kuroki, 1974), o de la
mezcla de proteinas puras e incompletas (caseina y gelatina) y estos AA. Los AAC si
bien facilitan la preparacion de las dietas con diferentes niveles de los AA que se quieren
evaluar en los ensayos de dosis-respuesta; generan problemas metodoldgicos asociados
con 1) la disponibilidad reducida de AAI debido a su lixiviacion 2) la presencia de
fuentes extrinsecas de AAL, adicionales al AA estudiado y 3) diferentes velocidades de
absorcion, que dan como resultado la ineficiencia de estos en su forma natural (Fox et al.,
1995; Guillaume, 1997). Estas problematicas se explican debido a que las propiedades
fisicas los AAC son determinadas a partir de las fuerzas electrostaticas fuertes entre

grupos funcionales con cargas negativas y positivas, lo que les brinda un punto de fusion
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elevado, pero alta solubilidad de la misma forma que las sales comunes (Lehninger et al.,
1995).

En los estudios de acuacultura se ha reportado el uso de los dos estereoisémeros D
y L de la Met, se considera que existe la misma capacidad de utilizacion de cualquiera de
la D-Met 0 L-Met en los organismos acuéticos ya que estd presente la isomerasa para
convertir los isomeros D en L (Ruiz et al., 1994). Por otra parte la Lys cristalina es
comercializada en su isdbmero L hidroclorado (L-Lys-HCI), disefiada para la industria
alimentaria con una disponibilidad del 100% (ADM, 2006).

El andlogo de Met, acido 2-hidroxi-4-metiltio butanoico (HMTBA), regularmente
es incorporado como aditivo en dietas elaboradas para aves y cerdos, para resolver la
problematica que resulta de la deficiencia en Met en proteinas de origen vegetal. En estos
animales el HMTBA se absorbe en el tracto digestivo y por difusion facilitada (pasiva)
pasa al sistema circulatorio (Dibner, 2003). La ruta metabdlica por la cual los isomeros de
HMTBA se transforman en L-Met ha sido descrita ampliamente; de manera tal que se
conoce que la D-hidroxiécido deshidrogenasa transforma el isomero D-HMTBA en ceto-
Met dentro de la mitocondria, mientras que en el peroxisoma se encuentra la L-
hidroxiacido oxidasa que actua sobre el isomero L-HMTBA, a su vez la ceto-Met es
transaminada a L-Met. Se ha confirmado la presencia de estas enzimas en el
hepatopéancreas de diferentes crustaceos (Ruiz et al., 1994).

4.4.2 Utilizacion de Aminoacidos Encapsulados

Con la finalidad de reducir al maximo la pérdida de AAL se ha intentado
desarrollar fuentes de AA estables: 1) empleando la encapsulacion de AAL en matrices
de polimeros gelatinizados (Millamena et al., 1996b; Millamena et al., 1996a; Millamena
et al., 1997; Millamena et al., 1998; Millamena et al., 1999; Alam et al., 2004b; Onal and
Langdon, 2005); 2) sintetizando moléculas de mayor peso molecular como poli péptidos
(Divakaran, 1994).
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4.4.3 Aminoédcidos Ligados Covalentemente

Algunos investigadores han practicado diferentes procesos para ligar
covalentemente aditivos altamente solubles a un compuesto medianamente soluble para
disminuir la pérdida por lixiviacion en el alimento y que sea de facil absorcion, después
de ser hidrolizados en la digestion quimica. Fox et al. (1995) reporta AA ligados
covalentemente a proteinas (Lys ligada a gluten de trigo), por otro lado se han reportado
aditivos como vitaminas, factores de crecimiento y AA unidos a sales minerales con la
finalidad de disminuir la lixiviacion (Fogle et al., 1999; Novus 2005, 2005b; Vazques-
Afon y Guisen 2006).

El hidroxianalogo de Met unido a calcio (MHA) en su estructura guimica
consiste de dos moléculas de (HMTBA) ligadas de forma covalente a un atomo de calcio
[CH3S (CH,),CHOHCOO],Ca; como suplemento alimenticio aporta un 12% de calcio;
en tanto un 84% de Met neta, en su forma HMTBA, tiene una eficiencia de deposicion de
aproximadamente el 49.4% en la proteina cruda de animales monogastricos terrestres de
granja (NOVUS INTERNATIONAL INC., 2005). La suplementacién de HMTBA en
dietas bajas en el contenido de Met ha mejorado el rendimiento de P. monodon (Swick et
al., 1995) y L. vannamei (Vazquez-Afion and Giesen, 2004; Forster and Dominy, 2006;
Fox et al., 2006).

En dietas formuladas para L. vannamei se reportdé que no hay diferencias en la
eficiencia de L-Met, DL-Met o0 MHA al cubrir un nivel de 1% de Met total en la dieta
(3.3% de la proteina cruda, incluyendo la actividad de Met del MHA) sobre el
crecimiento del camardn (Forster and Dominy, 2006); fenémeno que también se presento6
al comparar la DL-Met, el HMTBA unido a Cu y la polymet con niveles de Met total de
2.88%PC, aunque incluso una dieta basal con 1.26% de Met (% de proteina) puede
sostener un crecimiento adecuado en el camaron (Fox et al., 2006). Por otra parte la
digestibilidad del HMTBA unido a diferente minerales (Ca, Zn, Cu, Mg y Mn) mostro ser
igual a la Met de la proteina integra en el alimento, pero ambas fueron inferiores a la
digestibilidad de la DL-Met; se presume que la lixiviaciéon de la DL-Met en las heces y

alimento haya sobreestimado la digestibilidad (Fogle et al., 1999; Fox et al., 2006).
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HMTBA DL - Metionina
C|H3 CH,
s S
CL—|2 éHz
CL|2 CIHz
H-Cl- OH H-CL NH,
EOOH EOOH
A) 150 Peso Molecular 149 B)

Figura 1. A) Formulas semidesarrolladas del hidroxian&logo acido 2-hidroxi-4-metiltio-
butanoico (HMTBA) y de la DL-Met. B) Esquema de la molécula del hidroxianalogo
unido a calcio, MHA (Novus, 2005).

4.4.4 Utilizacion de proteinas integras

Los juveniles de peces o camarones alimentados con raciones en las que una
porcion significativa de la proteina dietaria es suministrada en forma “libre” como AAC,
generalmente muestran un crecimiento subdptimo y una eficiencia de conversion
alimenticia baja, comparada con animales alimentados con proteina integra (en las que
los AA son elementos constitutivos de éstas) o donde ésta representa la mayor parte de la

proteina dietaria (Deshimaru and Kuroki, 1974).

4.5 Estudios previos en el requerimiento de Met en camarones penaeidos

En la década de los 90 Akiyama et al (1991) proponen una recomendacion del
perfil de AA para la alimentacion de penaeidos, la cual se infiere fue calculada a partir de
la composicion corporal de camarédn. En la misma década aparentemente el problema de
la lixiviacion de AAC se reduce a partir del desarrollo de encapsulados en polimeros de
proteina o carbohidratos, lo que permite la determinacion de los requerimiento en P.
monodon (Millamena et al., 1996a). Por otra parte los requerimientos de M. japonicus se
determinaron a partir de la acrecion corporal (Teshima et al., 2002). Recientemente se
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han realizado intentos por determinar el requerimiento de Met en L. vannamei mediante
estudios de dosis respuesta utilizando DL-Met libre y MHA, sin embargo no se ha
encontrado una respuesta significativa o la cantidad estimada es mayor a las
recomendaciones de Akiyama (Vazquez-Afion and Giesen, 2004; Forster and Dominy,
2006; Fox et al., 2006). Fox et al (2007) hace una revision de los valores determinados o
recomendados para diferentes especies de camardn. En tanto Palma (2006) determina el
requerimiento de Met para Palaemonetes varians utilizando un modelo de dosis-
respuesta analizado por linea quebrada. Richard et al (2009) empleando un modelo
factorial hace una revaloracion del requerimiento de Met para P. monodon a través de
modelos regresion lineal y de linea quebrada. En la tabla 2 se presentan el requerimiento

de Met y AAS recomendados para diferentes especies de camarones penaeidos.

Tabla 2. Requerimientos de metionina y AAS recomendados, calculados o determinados
para camaron.

Metionina (% | AAS
Referencia Especie proteina) (% proteina)
Deshimaru (1981) * M. japonicus 2.9 3.1
Akiyama et al. (1989) Camardn penaeido 2.4 3.6
Liouy Yang (1994) * P. monodon -- 4.0
Chen (1998) * P. monodon 2.0 2.7
Millamena et al. (1996) * P. monodon 2.4 35
Teshima et al. (2002) * M. japonicus 1.3 2.6
Auburn-TAMUCC* L. vannamei <13 <27
Palma (2006) Palaemonetes varians 2.4 --
Richard (2009) P. monodon 2.9 3.7

* En Fox et al., 2006.

4.6  Dietas Preliminares Usadas Para Determinar el Requerimiento de Metionina

En la determinacién del requerimiento de Met para P. monodon, Millamena et al

(1996a) emplearon una dieta semi-pura a base de caseina-gelatina (2:1) adicionada con
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AAC para emular el perfil del camaron (37% de PC) con niveles crecientes de Met (2.0-

3.0% de PC) encapsulada en una matriz de CMC.

En la determinacion del requerimiento de los AA para P. japonicus mediante la
acrecion del camardn se utilizaron dos dietas completas, semipuras, con altos contenidos
de proteina y AAI; una a base de caseina (50%) y calamar (5%), mientras la segunda a
base de harina de pescado (53%) y calamar (6%) (Teshima et al., 2002).

En la determinacion del requerimiento de Met para P. varians (Palma et al., 2006)
se utilizo una dieta a base de harina de pescado (13.5%), gluten de trigo (10%), gelatina
(2.5%) y AAL (23.5%) con un contenido de 44.28% de proteina y 1.13% de Met (% de
PC), la cual se adicion6 con DL-Met en sustitucion de harina de trigo para obtener
niveles de 1.58, 2.03, 2.48 y 2.94%.

En la reevaluacion del requerimiento de Met para P. monodon Richard et al
(2009) utilizo dietas puras a base de caseina (6.2-31%), AAL (4.5-22.5%) y solubles de
pescado (2%) con niveles de 5-54% de proteina y 1.96-3.26% de Met (% de PC).

Han habido varios intentos por determinar el requerimiento de L. vannamei. En un
primer intento Vazquez-Afion (2004) utiliz6 una dieta a base de trigo duro (43%), pasta
de soya (26%) harina de pescado (15%), solubles de menhaden (5%), y Arg, Lys y Thr
(0.08, 0.07 y 0.06% respectivamente) con un contenido de 33% de proteina y 1.97% de
Met (% de PC) inferior al 2.40% recomendado por Akiyama (1991). Esta dieta de base
fue suplementada con HMTBA para cubrir 2.27, 2.58 y 2.88% de Met total (% de PC).

Por otro lado Forster (2006) utiliz6 una dieta a base de proteinas vegetales, trigo
entero (48.6%), pasta de soya (29.3%), gluten de trigo (4%), levadura (5%), sin embargo
fue adicionada con harina de calamar (2%) como atrayente y una mezcla de AAC (0.5%
de Arg, 0.5% de Lys-HCI, 0.2% de Thr y 1% Glu) para obtener un contenido de 30% de
proteina cruda, 1.5% de Met (% de PC) y 3.17% de Cys. Eventualmente el acido
glutamico fue sustituido por L-Met, DL-Met y HMTBA para llegar a 2.89% de Met total
y asi cubrir los niveles sugeridos por Akiyama (1991).
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Fox et al (2006) realizo una serie de experimentos para medir la digestibilidad y
el crecimiento con el objetivo de determinar el requerimiento de Met. La dieta de base
usada para evaluar la digestibilidad fue formulada a base de pasta de soya (66.70%) y se
suplemento a niveles de 1.63% de Met total con DL-Met, HMTBA unido a diferentes
minerales (Ca, Mn, Cu y Zn) o Polymet en sustitucion de almidon de trigo. La primer
dieta de tres, utilizadas para evaluar el crecimiento, fue a base de pasta de soya (25%) y
subproductos de ave (25.5%) con 36% de proteina y 2.8% de AAS totales, que fue
adicionada con diferentes niveles de Met de los que no se da descripcion. La segunda
dieta fue a base de pasta de soya (53.2%) y subproductos de ave (6%) con 32% PC,
1.33% de Met y 2.88% de AAS totales, la cual fue suplementada hasta 3% de AAS
totales con DL-Met, HMTBA-Cu y Polymet. La tercer dieta fue a base de pasta de soya
(44.60%), subproductos de pollo (6%) y gelatina (5%) con 32% PC, 1.26% de Met y 1.36
de Cys, la cual fue suplementada hasta totales con DL-Met (1.41 y 1.57% de Met total) y
con HMTBA-Cu (1.35, 1.45, 1.55 y 1.65% de Met total). Ninguna de las dietas anteriores
cubrié los niveles recomendados para Akiyama (1991) de 2.4% de Met y 3.6% de AAS
totales.
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5. MATERIAL Y METODO

Se realizaron 11 experimentos para validar cada una de las hipotesis planteadas en
el presente trabajo. A continuacion se describen los productos evaluados, las
formulaciones y fabricacion de los alimentos, los analisis quimicos y fisicos, las
caracteristicas de los organismos, las condiciones experimentales, los disefios empleados,
las variables evaluadas y los andlisis estadisticos empleados. En la Figura 2 se presenta u
resumen esquematizado de las dietas de base deficientes en Met y los productos

evaluados en la presente tesis.
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Figura 2. Resumen de las dietas de base deficientes en Met y de productos evaluados en los diferentes experimentos realizados en el
desarrollo de la tesis.
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5.1 Productos Evaluados.

5.1.1 MHA® (methionine hidroxy analog, calcium)

Es la presentacion granulada de la sal de calcio del acido 2-hidroxi-4-metil tio-
butanoico (HMTBA) de la comparfiia Novus International. Es utilizado como precursor de
DL-Met en animales de engorda, con una actividad de Met calculada en 84%.
Adicionalmente el producto aporta un 12% de Ca disponible y se calcula un contenido de
humedad del 2.5%. Es un polvo color claro, con olor a azufre, que presenta una densidad
de 700-800 Kg/m?®, tiene una solubilidad de 7.4g/100g a 25C y al 5% (P/V) presenta un
pH 11. En aves se calcula un contenido de energia metabolizable de 4,014Kcal/Kg,
mientras que en cerdos es de 4,395 Kcal/Kg. En peces se recomienda una inclusién de
0.025-0.5% del alimento mientras que en crustaceos es de 0.025-0.25% (NOVUS
INTERNATIONAL INC., 2006). La identificacion e informacion del producto se
encuentra en la Figura 3, las hojas completas de especificaciones del producto se

encuentran en el Anexo 1.
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NOVUS’

MSDS No. MHADD1.3

MATERIAL SAFETY DATA SHEET

MHA®

METHIONINE HYDROXY ANALOMGUE, CALCIUM

1. PRODUCT IDENTIFICATION

Synonyms: 2- hydraxey-4-| mathylthio ) butanaic acid, caleium sat
mathianina hydraxy analogus, caleium salt

Chamical Foermula: [GH:5({CH: :CHOHCGOORCa

CAS Reg. No.: 4557 -44-7

Product Usa: Animal Fasd Supglamant
NOVUS INTERNATIONAL, INC, NOVUS INT'L (CANADA) INC. NOVLUS International de Mexlen
230 Maryville Centre Dirlve 2910 South Sheridan Way Bosgque de Clruelos, 194 PH
St Louls, MO 63141-2862 Crakville, O, CAN  LaJ T8 Col, Bosgues de las Lomas

l a0 F14-F74-RRRE Telephone: DOF-R45-]878 Mexlen, ILF, 117TM

! cfeg: CANUTEC: £13-006-58568 Telephume: 0F -35-3251-5433

CHEMTREC: 200-424-0300 FETIQ vin Mexion |2 O1-200-002- 400

2. COMPOSITION / INFORMATION OM INGREDIENTS

Chemicsl Ingredisnts: GAS Number = by wisight OSHA PEL AGGIHTLY

K=thionine Hydroxy 4557-44-7 8088 NE. N.E.

Anzlogus, calcium

Caldum Sulfats TITE- 18-85 14 Total 15 mg/'m3 Total 10 mgim3
Azspirabls 5§ mg'm3

Calcum Hydroxida 1305520 1-5 5 mgim3 5 mgim3

M.E. = Mot Establishad

Figura 3. Hoja de especificaciones de la MHA-Ca utilizada en la tesis

5.1.2 DL-metionina

Es un AA esencial con un peso molecular de 149.21 g/mol, sintetizado
industrialmente, el cual es usado como suplemento alimenticio para animales de engorda,
principalmente mono gastricos. La DL-Met utilizada en la tesis fue obtenida de la
empresa Evonik-Degussa (Evonik-Degussa GmbH, Rodenbacher Chaussee, Hanau-
Wolfgang), la cual mostr6é una pureza de 99.67%. La DL-Met es un polvo cristalino de
color claro, con una densidad de 700Kg/m?, con un tamafio de particula de 0-1000 pm y
una solubilidad en agua a 20C de 30g/L. La biodisponibilidad del AA es de 100%; en
aves se calcula 5,020 Kcal/Kg de energia metabolizable, mientras que en cerdos es de
5,280 Kcal/Kg. En la Figura 4 se muestra el certificado de andlisis de la DL-Met

empleada en la tesis, mientras la hoja de especificaciones se presenta en el Anexo 2.
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Figura 4. Certificado de analisis de la DL-Met empleada en la presente tesis.

5.1.3 L-Lys-HCI (lisina mono hidro-clorada)

La L-Lys mono hidroclorada es un producto disefiado para la industria
alimentaria por la empresa DMS (Archer Daniels Midland Company, Decatur, IL, USA)
con una pureza de 98.5%; aporta un 78% de L-Lys, que es biodisponible en 100%,
aunque presenta un contenido de 19.7% de acido clorhidrico y 1.5% de humedad. La
HCI-L-Lys es un polvo claro que presenta un peso molecular de 182.65g/mol, con una
densidad de 640-710 Kg/m®, con un tamafio de particula de <1.19 mm y una solubilidad
en agua a 25C de 500-600 g/L. La digestibilidad del AA es de 100%; en aves se calcula
3,990 Kcal/Kg de energia metabolizable, mientras que en cerdos es de 4,250 Kcal/Kg. En
la Figura 5 se muestra la hoja de especificaciones de la L-Lys-HCI.
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ADM L-LYSINE HCI

L-Lysine Monohydrochloride 98.5% Feed Grade

' n Archer Daniels Midland Co. Specialty Feed Ingredients Division
/‘\D M SpecialtyFeedlngredients@admworld.com

Description MNutritional Specifications

ADM L-Lysine monohydrochloride is a high quality, granular L-Lvsine Content 788%
product specifically designed for the feed industry. Produced HCI Content 19.7%
from advanced technology, this product is composed of 100% Crude Protein [N x £.25] GL.4%

isomerically  pure L-Lysine, which translates into 100%
binavailbility for swine, poultry, and other animals.

Metabolizable Energy

Ingredients

L-Lysine monohydrochloride keal/kg MI/kg keal /b
Poultry 3990 16.7 1810
Swine 4250 178 14932

Guarantee

L-Lvsine monohvdrochloride, minimum 98.5%

L-Lysine 78.8%

Moisture, maximum 1.5% Storage
Store in unopened original packaging in cool, dry area.

Chemical Characteristics Shelf life is 2 vears from date of manufacture.

Formula CeHqyM20-HC1

Molecular Weight 182,65

Nitrogen, % 1534 Packaging & Product Code

[NH;*-CH,-CH ;-CH,-CH,-CH-COO- | Cl- B kg bags (035150)
1000 kg totes

NHs* Bulk trucks

Figura 5. Hoja de especificaciones de la L-Lys-HCI empleada en la presente tesis.

5.1.4 Encapsulados en agar

En los experimentos 3 y 5 se evaluo la DL-Met (Evonik Degussa) encapsulada en
una matriz de agar-agar (Dibico S.A. de C.V., D.F., México) como suplemento para
dietas deficientes en Met; adicionalmente en el experimento 5 se evalué un encapsulado
de Lys: L-Lys-HCI (ADM) en la misma matriz.

Los encapsulados de Met (99.9% DL-Met) y de Lys (78.8% de L-Lys) con una
relacion 1AA:lagar se prepararon de la siguiente forma: se disolvieron 30g del AA en
0.15 L de agua destilada, por separado se disolvieron 30g de Agar en 1.35L de agua
destilada en matraces Erlenmeyer, los cuales en una parrilla eléctrica a baja intensidad y

con agitacion magnética se dejaron en ebullicion de uno a dos minutos. El contenido de
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los matraces se vertio en un vaso de precipitados de 3.5L y se enfrio por agitacion
magnética entre los 60 y 45°C. Se agregaron los AA disueltos y se dejé enfriar hasta los
40°C, se vertio en charolas de aluminio y se dejo gelatinizar. Una vez asi, se congeld y se
liofilizd. La matriz obtenida se moli6 en una licuadora (kitchen assistant 2774, Sunbeam
Latin American, LLC.). En el caso de la Lys se fabricaron 3 lotes los cuales se
mezclaron. Para el encapsulado con una relacion 2Met:1agar en el experimento 3, solo se

duplico la cantidad de Met.

5.1.5 Encapsulados en CMC

En el experimento 10 se evalué un encapsulado de DL-Met en carboxi-metil
celulosa (Grupo Dermet de México S.A. de C.V., D.F., Nuevo Leo6n, México). La
preparacion del encapsulado de Met en CMC consistio en colocar 20g del AA en un vaso
de precipitados, después se agregdé agua destilada, de 10 en 10mL hasta hidratar; por
separado un vaso de precipitados con 20mL de agua se coloc6 en un bafio de agua a
60°C, se agregaron 10g de CMC, se mezclan afiadiendo agua (de 10 en 10mL) hasta
gelificar todo el material. Ya gelificada la CMC y los AA hidratados, se combinaron
(utilizando de manera intermitente el bafio a 60°C), finalizando con una matriz

translucida.

5.2 Ingredientes usados como principal fuente de proteina en las dietas control

deficientes en Met

5.2.1 Pasta de soya y aislado de soya

La pasta de soya se obtuvo de la empresa Proteinas Naturales S.A. de C.V.

(Nuevo Ledn, México). Por otra parte, el aislado de soya se obtuvo de Cargill

68



69

Incorporated, a través de un proveedor en México (Técnicas Nutricionales S.A.). La
composicion proximal de la pasta de soya y el aislado de soya se determinaron en el
Laboratorio de Maricultura. Los perfiles de AA de las proteinas de la pasta de soya y del
aislado de soya fueron analizados por la compafiia Evonik Degussa (Laboratorio Hanau,
Alemania) (Cruz-Suarez et al., 2009). La composicion proximal y el perfil de AA se

presentan en la Tabla 3.

5.2.2 Harinade trigo

La harina de trigo se obtuvo de la compafiia Molino Sant Joan S.A. de C.V.
(Monterrey, México), en tanto el gluten de trigo fue suministrado por Almidones y gluten
S.A. (D.F., México). La composicion proximal de la harina y del gluten de trigo se
determind en el Laboratorio de Maricultura. Los perfiles de AA de la harina y del gluten
de trigo fueron determinados por la compafiia Evonik Degussa (Laboratorio Hanau,
Alemania), los cuales se presentan en la Tabla 3 acompafiados de la composicion

proximal.

5.2.3 Harina de Chicharo

La harina de chicharo amarillo fue proporcionada por Saskatchewan wheat pool.
La composicion proximal del chicharo amarillo se analizé en el laboratorio de
Maricultura (Cruz-Suarez et al., 2001). El perfil de AA de la proteina del chicharo
amarillo usado fue el reportado por Hickling et al (2003) después de ser ajustado al

porcentaje de PC analizado y se presenta la Tabla 3.

El chicharo verde entero, de origen canadiense, se obtuvo de la empresa Alta
Calidad de Semillas y Granos S.A. de C.V. (D.F., México) y se pulverizé en un molino
(Cyclotec sample mill 1096, Tecator) a un nimero de malla 50 (300um) para obtener la

harina de chicharo verde. La composicion proximal de la harina de chicharo verde se
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analizo en el Laboratorio de Maricultura, mientras el perfil de AA de la proteina de este
ingrediente se determind en el laboratorio quimico de la Estacion Experimental de

Agricultura, Universidad de Missouri-Columbia y se muestra en la Tabla 3.

5.2.4 Harina de pescado

La harina de pescado fue producida con calidad Prime a partir de sardina en
Sonora y fue proporcionada por Alimentos Costamar S. A. de C.V. (Sonora, México). La
composicion proximal de la harina de pescado se analizd en el Laboratorio de
Maricultura, mientras el perfil de AA de la proteina fue determinado en el laboratorio
quimico de la Estacion Experimental de Agricultura, Universidad de Missouri-Columbia

y se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Composicion proximal, contenido de AA y coeficientes de digestibilidad de la materia seca, proteina y AA en los
ingredientes usados como fuente de proteina en la dietas control deficientes en Met (% de la base himeda).

71

Contenido Pastade Aislado Harinade Gluten Chicharo Chicharo Harinade Harinade Harinade Harinade Alimento

(% bh) soya desoya  trigo trigo Amarillo verde Lupino  pescado kelp crustaceo levadura reprocesado  Trigo
Humedad 6.1 4.6 12.2 7.8 104 12,5 7.1 6.9 10.0 9.0 9.0 10.0 12.2
Proteina 48.9 84 13.1 82.6 20.2 24.5 45.9 69.4 7.0 43.0 38.7 315 13.1
Lipidos 0.9 0.1 1.3 0.6 1.9 1.8 7.4 5.6 0.5 31 2.9 8.2 1.3
cenizas 5.8 6.5 0.6 11 3 25 34 15.7 23.7 12.1 5.7 10.2 0.6
Fibra 4.1 0.4 0 0.9 3.4 1.6 0.6 2.3 3.1 2.0 3.0 0
ELN 34.2 4.4 72.8 7 61.2 57.2 36.1 18 52.9 28.5 41.0 37.2 72.8
Energia (Kcallg) 4.3 5.3 418 491 4.05 3.96 4.5 4.46 3.46 4.77 5.05 17.60 418
Met 0.6 11 0.2 1.2 0.2 0.2 0.2 2 0.1 0.8 0.6 0.6 0.2
Cys 0.7 0.9 0.3 1.7 0.3 0.4 0.7 0.7 0.1 0.4 0.5 0.4 0.3
Met+Cys 1.3 2 0.5 2.9 0.5 0.6 0.9 2.7 0.2 1.2 1.1 1.0 0.5
Lys 3 5 0.3 1.2 14 1.7 2.1 5.8 0.3 2.2 2.6 1.6 0.3
Thr 2 3.2 0.3 2 0.8 0.8 16 3 0.3 16 1.8 1.8 0.3
Arg 3.6 6.2 0.5 2.8 1.6 2.2 5.3 4.2 0.3 2.2 2.5 11 0.5
lle 2.7 3.9 0.4 2.9 0.9 11 1.7 3.2 0.3 1.7 1.7 1.2 0.4
Leu 3.7 6.5 0.9 55 14 1.8 3.2 5.5 0.5 2.7 25 2.1 0.9
Val 2.3 4.1 0.5 3.1 1 1.2 15 3.9 0.4 2.1 2.1 14 0.5
His 13 2.1 0.3 1.7 0.5 0.6 1.0 1.8 0.1 0.9 1 0.7 0.3
Phe 25 4.5 0.6 41 0.9 1.2 1.7 3 0.3 21 1.6 14 0.6
Gly 2.1 3.6 0.5 2.6 0.8 1 1.8 4 0.3 2.5 1.9 1.9 0.5
Ser 2.5 4.5 0.6 3.8 0.7 0.9 2.3 2.6 0.3 0.6 1.8 1.3 0.6
Pro 24 4.2 15 10.3 0.8 1 2.8 2.7 0.3 19 2 2 15
Ala 2.2 3.6 0.4 2 0.8 1 15 4.1 04 24 2.3 16 04
Asp 5.7 10.3 0.5 25 2.2 2.7 5.0 6.4 0.7 3.8 3.5 2.6 0.5
Glu 9.1 16.8 4.5 28.6 3.2 3.9 10.3 8.5 0.9 51 5.7 5.4 4.5
Trp 0.7 1.1 0.1 0.8 0.2 0.2 0.0 0.7 0.1
Tyr 2.7 0.6 0.7 17 2.4

Tau 0.1 0.1 0.4
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Continuacion tabla 3
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Contenido Pastade Aislado Harinade Gluten Chicharo Chicharo Harinade Harinade Harinade Harinade Alimento

(% bh) soya desoya trigo trigo Amarillo verde Lupino  pescado kelp crustaceo  levadura reprocesado  Trigo
Coeficientes de digestibilidad de los nutrientes

Materia Seca 82 92 95 95 42 42 62 85 94 94 82 71 83
Proteina 98 97 88 88 90 90 94 86 100 98 91 78 75
Energia (Kcal/g) 72 72 73

Met 97 95 99 99 95 95 100 97 100 98 96 73 86
Cys 92 95 87 87 92 92 94 87 95 79 85
Lys 97 97 81 81 94 94 93 99 100 93 93 82 63
Thr 94 94 48 48 89 89 92 96 100 91 85 78 46
Arg 99 98 93 93 96 96 99 98 100 94 92 80 81
lle 96 95 78 78 94 94 97 96 100 92 90 82 68
Leu 94 94 86 86 93 93 96 96 100 92 89 83 79
Val 95 94 72 72 93 93 94 95 100 90 88 81 62
His 95 96 90 90 92 92 96 97 100 87 88 80 83
Phe 95 95 90 90 93 93 95 94 100 91 89 80 84
AAE 96 95 81 81 97 100 92 90 81 2
Gly 100 98 89 89 92 92 93 63 100 100 99 70 82
Ser 95 95 73 73 92 92 95 77 100 88 85 79 73
Pro 98 98 100 100 92 92 100 78 100 98 92 78 100
Ala 98 95 59 59 92 92 93 71 100 93 90 75 53
Asp 97 97 50 50 92 92 95 77 100 92 89 79 52
Glu 98 98 100 100 92 92 98 86 100 94 90 87 99

La composicion proximal y el perfil de AA de los ingredientes fueron previamente determinados.

Los coeficientes de digestibilidad para pasta y aislado de soya (Cruz-Suarez et al., 2009) trigo entero, harina y gluten de trigo (Nieto-
Lopez et al., 2011), lupino (Smith et al., 2007), harina de pescado, harina de kelp, harina de crustaceo, harina de levadura y alimento
reprocesado(Villareal Cavazos, 2011) fueron determinados en L vannamei; los coeficientes utilizados para el chicharo sobre, proteina
y energia corresponden a L. vannamei (Davis et al., 2002), pero los utilizados para materia seca y AA corresponden a Oncorhynchus

mykiss (Thiessen et al., 2003).
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5.3 Fabricacién y Formulacion de Dietas

En el presente trabajo todas las dietas se formularon con ayuda del programa
Nutrion®, con el mismo lote de ingredientes y fueron fabricadas en el laboratorio;
excepto por las dietas del experimento 1, que fueron producidas en la planta de alimentos
Costamar por peletizado y pos-acondicionamiento utilizando los ingredientes de la

compaiiia.

5.3.1 Dietas del efecto de hidroxi andlogo de Met-Ca en un alimento comercial

deficiente (Experimento 1)

En el experimento 1 se evaluaron tres dietas fabricadas de manera comercial
(Alimentos Costamar, Sonora, México). Dos dietas a base de soya y deficientes en Met
(0.6% de Met dietaria), de las cuales una fue suplementada con 0.14% MHA-Ca (0.12%
de Met dietaria) en sustitucion de pasta de soya para cubrir las recomendaciones para la
industria (0.72% de Met dietaria) (Akiyama et al., 1991) en alimentos con 30% de PC.
Adicionalmente se evalu6 una dieta control externo comercial. Las formulas

correspondientes al presente experimento se presentan en la siguiente tabla.
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Tabla 4. Composicion de las dietas del experimento 1 producidas mediante peletizado por
Costamar y su contenido de Met.

Deficiente 0.14% Control
Ingrediente (g/Kg dieta) Soyal MHA Externo
Hidroxi analogo de metionina-calcio - 1.4 0.1
Pasta de soya 458.3 456.9 417.8
Harina de pescado 100.0 100.0 130.0
Harina de trigo 200.0 200.0 200.0
Trigo 65.0 65.0 77.0
Harina de crustaceo 20.0 20.0 -
Levadura 20.0 20.0 30.0
Harina de Kelp 20.0 20.0 30.0
Lecitina de soya 41.0 41.0 40.0
Aceite de pescado 30.0 30.0 30.0
Alimento procesado 40.0 40.0 40.0
Premezcla de vitaminas 3.7 3.7 3.1
Premezcla de minerales 15 15 1.5
Inhibidor de hongos 0.3 0.3 0.3
Antioxidante (ETQ) 0.2 0.2 0.2
Met total 6 7.2 7.2

Las fuentes de los ingredientes no se mencionan porque fueron producidas en Alimentos
Costamar, aunque se trata de proveedores comerciales.

5.3.2 Dietas del efecto de hidroxi analogo de Met-Ca en un alimento experimental

deficiente (Experimento 2)

En el experimento 2 se evaluaron dos dietas fabricadas en laboratorio
(experimentales), deficientes en Met. Una de ellas fue suplementada con 0.36% MHA-Ca
(2.8% Met dietaria) en sustitucion del trigo para cubrir las recomendaciones para la
industria (Akiyama et al., 1991) en alimentos con 30% de PC. La formulacion y los

ingredientes empleados en el presente experimento se presentan en la siguiente Tabla 5.
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Tabla 5. Formulacion de las dietas del experimento 2 y su contenido de Met.

Deficiente 0.36%
Ingrediente (g/Kg dieta) Soya?2 MHA
Hidroxi analogo de metionina-calcio * - 3.6
Harina de trigo (hard red Winter, Manitoba) 487.6 484.0
Pasta de soya i 300.0 300.0
Aislado de soya (Prolise isolate 5001) § 94.9 94.9
Lecitina de soya ¢ 41.0 41.0
Aceite de soya ¢ 26.9 26.9
Oxido de Cromo (99%) = 10.0 10.0
Fosfato monocalcio | 10.0 10.0
Aqgua savor ** 10.0 10.0
Gluten de trigo 7+ 10.0 10.0
Colesterol (Solvay) 11 3.1 3.1
Premezcla de vitaminas 88§ 25 2.5
Premezcla de minerales 88§ 2.5 2.5
Inhibidor de hongos §§ 0.5 0.5
Antioxidante (ETQ ) 88 0.5 0.5
Vitamina C Basf 35% 8§§ 0.5 0.5
Met total 44 7.2

*Novus International (MO, USA);

tAltex S.A. de C.V., Molino San Cristobal (México);

iProteinas Naturales S.A. de C.V. (México);

8Cargill Incorporated, Técnicas nutricionales S.A. (México);

*Ragasa Industrias S.A. de C.V. (Monterrey, México);

a Impex Continental (San Nicolas de los Garza, México);

1 Tessenderlo Kerley Inc. (Novojoa, México);

** Bentoli AgriNutrition Inc. (México);

11 Grain products Inc. (México);

11 Solvay pharmaceuticals (Houston, TX, USA);

8§ Alimentos Costamar (Sonora México). Las premezclas de vitaminas y minerales se conservaron a lo
largo de todo la tesis. Premezcla de vitaminas: retinol 4000 Ul/g, tiamina 24g/Kg, riboflavina 16g/Kg, DL
pantotenato de calcio 30g/Kg, piridoxina 30g/Kg, cianocobalamina80mg/Kg, ac. ascdrbico 60g/Kg,
menadion 16g/Kg, colecalciferol 3200Ul/g, tocoferol 60g/Kg, biotina 400mg/Kg, niacina 20mg/Kg, ac
félico 4g/Kg. Premezcla de minerales: Co 2 g/Kg, Mn 16 g/Kg, Zn 40 g/Kg, Cu 20 g/Kg, Fe 1 g/Kg, Se 100
mg/Kg, | 29/Kg.

Una vez obtenida la formulacién, los ingredientes se molieron finamente en un
molino (Cyclotec sample mil 1096, Tecator) a un nimero de malla 50 (300um). Los
macro ingredientes (mas de 30g) se pesaron y mezclaron por 10 minutos a velocidad 1.5
en una batidora convencional (kitchen Aid Classic) para 1Kg de dieta. Por separado se
pesaron y mezclaron en un contenedor los micro ingredientes (menos de 30 g, ademas de

los AA suplementados) por 5 min con una espatula. En un recipiente de mezcladora se
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colocaron los micro ingredientes, utilizando un poco de mezcla de macro ingredientes
para limpiar el envase anterior, posteriormente se afiadié el resto de mezcla de macro
ingredientes y se mezcld por 10 minutos mas. Se afiadieron lentamente las grasas
(previamente mezcladas en bafio maria) y se mezclaron 10 minutos a velocidad 2. Se
afiadio el agua (a 40°C) partiendo de 100mL, y adicionando en funcion de la textura de la
mezcla aproximadamente mientras se mezclaban todos los ingredientes por 15 minutos.
La masa fue extruida en un molino carnico (Tor-rey, modelo 22) por aproximadamente
30 minutos con una temperatura de alrededor de (70-90°C) en la salida del dado (1.6mm
de luz). Las dietas se llevaron a una estufa de conveccion (Shel lab 1330 fx, Sheldon
Manufacturig Inc.) por 8 minutos a una temperatura de 100°C. Finalmente se secaron al

ambiente por 2 dias para ser almacenadas en un refrigerador a 4°C.

5.3.3 Dietas del efecto de encapsulacion de DL-Met en agar (Experimento 3)

En el experimento 3 se evaluaron cuatro dietas experimentales a base de harina de
trigo Manitoba y pasta de soya. Se evalud una tercer dieta deficiente en Met (0.42% Met
dietaria) a base de soya y trigo, ademas de tres dietas suplementadas con 0.4% DL-Met
encapsulada en agar-agar (en reemplazo de almidon de trigo) con la finalidad de exceder
las recomendaciones para la industria (Akiyama et al., 1991). Dos de estas ultimas dietas
presentaron una relacion 1:1 de DL-Met: agar, la tercera dieta mostré una relacion 2:1 de
DL-Met: agar. Todas las dietas fueron fabricadas usando el método ya descrito, sin
embargo la mezcla de una de las dietas con Met encapsulada en agar con relacién 1:1 fue
empacada al vacio con plastico y pre-acondicionada en agua hirviendo a 90C durante un
periodo de 5 minutos antes de ser extruida. La formulacién y los ingredientes empleados

en el presente experimento se presentan en la siguiente Tabla 6.
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Tabla 6. Formulacion de las dietas del experimento 3 y su contenido tedrico de Met (base

humeda).
- Encapsulado
Ingrediente (g/Kg dieta) Desfc')(;'aeg e Me?l .si n i?g:ggﬁﬁg?omztj Enc:/ﬁ);uzl ado
preacondicionar
DL-Met-Agar *, T - 8.0 8.0 5.8
Harina de trigo Manitoba § 424.6 424.6 424.6 424.6
Pasta de soya § 400.0 400.0 400.0 400.0
(Proise olat 5001) 4 484 484 484
Aceite de pescado o 45.0 45.0 45.0 45.0
Lecitina de soya 22.0 22.0 22.0 22.0
Fosfato monocalcio ** 20.0 20.0 20.0 20.0
Almiddn de trigo T+ 10.0 2.0 2.0 4.2
Aqua savor 1 10.0 10.0 10.0 10.0
Gluten trigo 8§ 10.0 10.0 10.0 10.0
Premezcla de vitaminas & 25 2.5 2.5 25
Premezcla de minerales & 2.5 2.5 2.5 2.5
Colesterol (Solvay) e+ 3.2 3.2 3.2 3.2
Inhibidor de hongos o 0.5 0.5 0.5 0.5
Antioxidante (ETQ) = 0.5 0.5 0.5 0.5
Vitamina E o 0.5 0.5 0.5 0.5
Vitamina C Basf 35% o 0.3 0.3 0.3 0.3
Met (base himeda) 4 8.2 8.2 8.2

* Evonik Degussa GmbH (Rodenbacher Chaussee, Hanau-Wolfgang);
1 Dibico S.A. de C.V. (D.F., México);

1 Molino Sant Joan S.A. de C.V. (Monterrey, México);

8§ Proteinas Naturales S.A. de C.V. (México);

* Cargill Incorporated, Técnicas nutricionales S.A. (México);
a Alimentos Costamar (Sonora México);

1 Ragasa Industrias S.A. de C.V. (Monterrey, México);

** Tessenderlo Kerley Inc. (Novojoa, México);

11 Almidones y gluten S.A. (D.F., México);

11 Bentoli AgriNutrition Inc. (México);

88 Grain products Inc. (México);

« Solvay pharmaceuticals (Houston, TX, USA).

5.3.4 Dietas del experimento 4

Al finalizar la evaluacion del experimento 3 se decidi6 utilizar el perfil de AA del
carcas del camaron como patron de referencia en la formulacion de dietas para el estudio
de los requerimientos dietarios de los AAl, en lugar de las recomendaciones de Akiyama.
En el experimento 4 para determinar el perfil del carcas del camardn se engordaron 4

grupos de camarones bajo cuatro diferentes condiciones de cultivo. El primer grupo se
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alimentd con una dieta experimental (31% de PC, 8% de lipidos, 8.86% de cenizas, 7.4%
humedad 43.27% de extracto libre de nitrogeno y fibra). EI grupo 2 se alimentd con una
dieta comercial de Agribrands-Purina (México) (32.4% de PC, 10.9% de lipidos, 8.3% de
cenizas and 8.7% humedad). El grupo 3 y 4 se alimentaron con una dieta comercial de
Alimentos Costamar (32% de PC y 9% de lipidos) y una dieta reforzada en proteina (37%
de PC y 9% de lipidos).

5.3.5 Dietas del efecto de Met y Lys encapsuladas en agar en un alimento deficiente a

base de soya/trigo (Experimento 5)

En el experimento 5 se evaluaron 6 dietas, 5 experimentales y una comercial. La
primera formulada deficiente en Met y Lys (0.42% de Met y 1.7% Lys en la dieta) con
respecto al perfil del carcas de camardn, las 4 dietas experimentales restantes fueron
suplementadas a un nivel de 0.8% de Met dietaria con Met encapsulada en agar como se
describié anteriormente y el AA entr0 en reemplazo de agar en la formula. De estas
cuatro dietas tres fueron adicionadas con niveles de 0.45, 0.90 y 1.35% de Lys dietaria
encapsulada en agar. La dieta comercial fungié de control externo. La fabricacion de las
dietas se realizd con el método inicialmente descrito. La formulacién y los ingredientes

empleados en el presente experimento se presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Formulacion de las dietas del experimento 5 y su contenido de Met y Lys (base

humeda).

Deficiente 0.82% 0.82% 0.82%

Met-Lys Deficiente ~ Met- Met- Met-
Ingrediente (g/Kg dieta) (soya 4) Lys 2.10%Lys 25.5%Lys 30.5%Lys
Fuente de Lys (LysHCI: agar) *, - - 114 22.8 34.3
Fuente de Met (DL-Met: agar) 1, T - 8.0 8.0 8.0 8.0
Agar-Agar 445 36.5 25.1 13.7 2.2
Pasta de soya § 400.0 400.0 400.0 400.0 400.0
Harina de trigo Manitoba 362.6 362.6 362.6 362.6 362.6
Aislado de soya (Prolise isolate 5001) = 73.8 73.8 73.8 73.8 73.8
Aceite de pescado | 45.0 45.0 45.0 45.0 45.0
Lecitina de soya ** 30.0 30.0 30.0 30.0 30.0
Fosfato monocalcio 1+ 13.3 13.3 13.3 13.3 13.3
Aqua savor 1 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Gluten trigo 8§ 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Premezcla de vitaminas | 25 25 2.5 2.5 25
Premezcla de minerales | 2.5 25 2.5 2.5 2.5
Colesterol (Solvay) e« 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
Inhibidor de hongos | 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Antioxidante (ETQ) 1 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Vitamina E 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Vitamina C Basf 35% 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Met tedrica 4.2 8.1 8.1 8.1 8.1
Lys teorica 17.0 17.0 215 26.0 315

* Archer Daniels Midland Company (Decatur, IL, USA);

+ Dibico S.A. de C.V. (D.F., México);

1 Evonik Degussa GmbH (Rodenbacher Chaussee, Hanau-Wolfgang);
8§ Proteinas Naturales S.A. de C.V. (México);

* Molino Sant Joan S.A. de C.V. (Monterrey, México);

a Cargill Incorporated, Técnicas nutricionales S.A. (México);
1 Alimentos Costamar (Sonora México);

** Ragasa Industrias S.A. de C.V. (Monterrey, México);

11 Tessenderlo Kerley Inc. (Novojoa, México);

11 Bentoli AgriNutrition Inc. (México);

88 Grain products Inc. (México);

¢ Solvay pharmaceuticals (Houston, TX, USA).
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5.3.6 Dietas del efecto de Sustitucion de chicharo verde por amarillo sobre la

estabilidad de la dieta (Experimento 6)

En funcion de las evaluaciones realizadas en el experimento 5 (con adicion de
Met y Lys encapsuladas a dieta a base de Soya/trigo) y del perfil de carcas de camaron
utilizado como restriccién, se decidié regresar a una formulacion usada en un
experimento para evaluar productos de la compafiia Degussa, a base de pasta de soya,
harina de trigo, harina de chicharo amarillo del Canada, harina de lupino y harina de kelp;
deficiente en Met (0.39% de Met dietaria) y no en Lys (2.24%) y con mejor estabilidad
en el agua de acuerdo al reporte técnico (Cruz-Suarez et al., 2006). Sin embargo, la
dificultad para obtener muestras de lupino dio origen a una segunda férmula a base de
chicharo amarillo (0.40% de Met y 2.1% de Lys), que a su vez dio origen a una tercer
férmula por la dificultad de obtener chicharo amarillo del Canada que se sustituyd por
chicharo verde (disponible en el mercado de la Merced, México DF) considerando la
similitud en la composicion de estas variedades reportada por Hickling (2003). En
consecuencia en el experimento 6 se evaluaron la absorcion de agua y la PMS de éstas 3
dietas para ver el impacto de los cambios en la formulacidon en estos parametros. Asi
mismo se retomd el alimento utilizado en Degussa para evaluar su estabilidad en
conjunto con las nuevas dietas, aplicando el método nuevo reportado en la metodologia
del experimento anterior. Las dietas se fabricaron por el método descrito en un inicio, sin
embargo, con la inclusion de chicharo el agua se adicion6 a temperatura ambiente,
proceso que fue aplicado en los siguientes experimentos. La formulacion y los
ingredientes empleados en el presente experimento se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Formulacién de las dietas del experimento 6 y su contenido tedrico de Met y Lys
(base humeda).

Deficiente Deficiente Deficiente

Chicharo Chicharo Chicharo

amarillo del Amarillo del verde del
Ingrediente (g/Kg dieta) Canada 1" Canada 2 Canada 1
Harina de chicharo entero amarillo * 490.0 -
Harina de chicharo entero verdet - 360.0
Pasta de soya § 200.0 316.9
Aislado de soya (Prolise isolate 5001) § 138.2 80.0
Harina de trigo Manitoba ° - 100.0
Lecitina de soya & 69.3 315
Aceite de pescado 14.0 41.4
Acido alginico (alta viscosidad) ** 25.0 25.0
Harina de Kelp | 20.0 -
Harina de pescado prime 15.0 5.0
Gluten de trigo - 10.0
Carboximetil celulosa (CMC 50000) i1 10.0 -
Fosfato monocalcio §8 - 10
CaCl2 ** 10.0
Oxido de Cromo (99%) - -
Premezcla de vitaminas | 3.0 2.5
Colesterol (Solvay) oa 2.8
Premezcla de minerales | 15 2
Vitamina C Basf 35% 0.5 -
Inhibidor de hongos | 0.3 0.3
Vitamina E 0.2 0.2
Antioxidante (ETQ) 1 0.2 0.2
Met 3.9 4.0 4.0
Lys 224 21.2 20.7

* Cruz-Suarez et al., 2001;

+ Alta Calidad de Semillas y Granos S.A de C.V. (D.F., México);
1 Proteinas Naturales S.A. de C.V. (México);

8 Cargill Incorporated, Técnicas nutricionales S.A. (México);

* Molino Sant Joan S.A. de C.V. (Monterrey, México);

a Ragasa Industrias S.A. de C.V. (Monterrey, México);

1 Alimentos Costamar (Sonora México);

** Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA);

t1 Grain products Inc. (México);

11 Grupo Dermet de México S.A. DE C.V. (D.F., México);

88 Tessenderlo Kerley Inc. (Novojoa, México);

+« Impex Continental (San Nicolés de los Garza, México);

ao Solvay pharmaceuticals (Houston, TX, USA);

'Férmula utilizada para evaluar los productos de Degussa en 2006.
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5.3.7 Dietas de los experimentos 7y 8

En los experimentos 7 y 8 la férmula a base de chicharo verde 1 fue ligeramente
modificada con la finalidad de disminuir el contenido de lipidos (de 10 a 9%), de manera
que la pasta de soya subié mientras que el aceite de pescado, la lecitina de soya y el
colesterol disminuyeron para dar lugar a nueva formula deficiente en Met a base chicharo
verde del Canada 2. En el experimento 7 ademéas se emplearon 4 dietas experimentales
suplementadas con 0.05, 0.10, 0.20 y 0.40% de DL-Met libre en reemplazo de harina de
trigo y una dieta comercial como control positivo. En el experimento 8 se utilizaron las
dietas suplementadas con 0.20 y 0.40% asi como una con 0.80% de DL-Met. Las dietas
se fabricaron de igual manera que en el experimento anterior. La formulacion y los

ingredientes empleados se describen en la tabla 9.
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Tabla 9. Formulacion de las dietas del experimento 7 y 8, asi como su contenido tedrico

de Met (base humeda).

Experimento7

Deficiente Experimento 8

Chicharo

verde del DL-Met
Ingrediente (g/Kg dieta) Canada 2 0.05% 0.10% 0.20% 0.40% 0.80%
Fuente de Met (DL-Met) * - 0.50 1.00 2.00 4.00 8.0
Harina de chicharo entero 1 360.0 360.0 360.0 360.0 360.0 360.0
Pasta de soya i 317.8 3178 3178 3178 3178 31738
Harina de trigo Manitoba § 100.0 99.5 99.0 98.0 96.0 92.0
Aislado de soya (Prolise isolate 5001) «  80.0 80.0 80.0 80.0 80.0 80.0
Aceite de pescado @ 41.0 41.0 41.0 41.0 41.0 41.0
Lecitina de soya 31.0 31.0 31.0 31.0 31.0 31.0
Acido alginico (alta viscosidad) ** 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0
Fosfato monocalcio 1+ 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Gluten de trigo {1 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
CaCl2 ** 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0
Oxido de Cromo (99%)88 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0
Harina de pescado prime = 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Premezcla de vitaminas o 25 2.5 25 25 2.5 2.5
Premezcla de minerales o 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Colesterol (Solvay) ¢ 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Inhibidor de hongos = 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Vitamina E = 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Antioxidante (ETQ) o 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Met (base hiimeda) 4.0 4.5 5.0 6.0 8.0 12.0

* Evonik Degussa GmbH (Rodenbacher Chaussee, Hanau-Wolfgang);

+ Alta calidad de semillas y Granos S.A de C.V. (D.F., México);
1 Proteinas Naturales S.A. de C.V. (México);

§ Molino Sant Joan S.A. de C.V. (Monterrey, México);

* Cargill Incorporated, Técnicas nutricionales S.A. (México);
a Alimentos Costamar (Sonora México);

1 Ragasa Industrias S.A. de C.V. (Monterrey, México);

** Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA);

11 Tessenderlo Kerley Inc. (Novojoa, México);

11 Grain products Inc. (México);

88 Impex Continental (San Nicolas de los Garza, México);
*+ Solvay pharmaceuticals (Houston, TX, USA).
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5.3.8 Dietas del efecto de pos-acondicionar un alimento sobre su estabilidad y

digestibilidad (Experimento 9)

En el experimento 9 a partir de la formula a base de chicharo verde 1 ya descrita
para el experimento 6, se fabricaron 2 alimentos; uno con el procedimiento anteriormente
empleado y otro en el cual, después de la extrusién y antes de secar en la estufa de
conveccion, los fideos fueron post acondicionados a 18.5Psi (125C) x 5 minutos en una

olla de presion.

5.3.9 Dietas del efecto de pos-condicionamiento, DL-metionina-CMC y atrayente

comercial sobre la estabilidad de la dieta y rendimiento de L. vannamei

(Experimento 10)

En el experimento 10 se evaluaron dos dietas fabricadas de igual manera a las
antes descritas en el experimento 9, ademas de otras dos agregando a la mezcla 0.4% de
DL-Met libre como aditivo; de estas Gltimas los fideos de una, antes de ser pos-

acondicionadas se esprearon con 30mL de una solucién de Aqua-savor al 10% (P/V).
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5.3.10 Dietas de contribucion relativa de nitrégeno dietario al carcas de L. vannamei

(Experimento 11)

En el experimento 11 para poder distinguir la incorporacion de nitrogeno dietario
del chicharo canadiense o la harina de pescado se consideré del empleo de dietas
isoproteicas. El contenido de proteina cruda (PC) en la harina de chicharo utilizada en
este trabajo fue de 24.4%; por otro lado el contenido de la harina de pescado fue de
69.4% (Maricultura-Mawhiney). Esta diferencia llevé a formular una dieta con chicharo
como Unica fuente de proteina al maximo contenido posible, que fue de 21.38%. Se tomo
la dieta anterior como base para formular una dieta con un nivel similar de proteina
usando Unicamente harina de pescado, resultando en 23.06%PC. Ya obtenidas las
férmulas de referencia (chicharo y pescado), se formularon 5 dietas, donde se reemplazé

la férmula a base de chicharo por 5, 15, 30, 45 y 60% de la formula a base de pescado.

El método usado a en la fabricacion de las dietas fue semejante al del experimento
anterior, salvo que se midio el pH a la mezcla antes de incluir el agua y se ajusté a pH 8
usando NaOH 1M como lo reportado por Lim (1993); se adicionaron 70mL y 30mL a las
dietas de referencia de chicharo y de pescado, asi como las cantidades correspondientes a
las proporciones en cada dieta. El agua en las dietas del experimento 11 fue afiadida
gradualmente hasta formar una masa pléastica, la que fue extruida a temperatura ambiente
(24C) en un aditamento de molido para la mezcladora, con un dado de 1.4mm de luz.
Una vez obtenidos los fideos el proceso sigui6 como en el experimento anterior. La
formulacion y los ingredientes empleados en el presente experimento se presentan en la
Tabla 10.
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Tabla 10. Formulacién de las dietas del experimento 11.
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Deficiente 95% 85%  70%  55%  40%
Ingrediente (g/Kg dieta) Chicharo PCh: PCh: PCh: PCh: PCh: 100%

verde del 100% 15% 30% 45%  60%  proteinade

Canada 3 PP PP PP PP PP pescado
Harina de pescado prime * - 16.2 48.5 96.9 1454 1939 3232
Harina de chicharo verde entero 849.2 806.6 721.7 5945 467.0 339.7 -
Almidén de trigo - 22.5 67.4 1349 2023 269.7 4495
a-celulosa § - 4.5 135 27.0 40.5 54.0 90.0
Aceite de pescado * 47.7 47.6 47.5 47.2 47.0 46.7 46.0
Lecitina de soya * 33.7 33.3 325 31.2 30.0 28.8 255
Acido alginico (alta viscosidad) § 15.0 15.5 16.5 18.0 19.5 21.0 25.0
Fosfato monocalcio = 29.2 28.7 27.6 26.0 244 22.8 18.6
Agqua savor 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
CaCl2 8§ 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0
Colesterol (Solvay) ** 3.0 2.9 2.6 2.1 1.7 1.2 0.0
Premezcla de vitaminas * 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Premezcla de minerales * 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Inhibidor de hongos * 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Antioxidante (ETQ) * 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Vitamina E * 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

* Alimentos Costamar (Sonora México);
+ Alta Calidad de Semillas y Granos S.A de C.V. (D.F., México);
1 Almidones y Gluten S.A. (D.F., México);
8§ Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA);

* Ragasa Industrias S.A. de C.V. (Monterrey, México);
a Tessenderlo Kerley Inc. (Novojoa, México);
1 Bentoli AgriNutrition Inc. (México);

** Solvay Pharmaceuticals (Houston, TX, USA).

5.4  Analisis Quimicos

Las composiciones proximales correspondientes a los ingredientes, los alimentos

(previa molienda a 300um en un molino Cyclotec 1096, Tecator), los alimentos

lixiviados (previa molienda con mortero) y los camarones (previa liofilizacion vy

molienda con licuadora) para cada experimento se determinaron en el laboratorio del

Programa Maricultura, UANL, mediante los siguientes métodos. Proteina cruda por el
método Dumas (truspec CHN modelo 630-100-300, LECO) 990.03 AOAC (1997);
lipidos por el metodo Tecator 1983 (Sistema Soxhlet HT-1045); humedad, ceniza y fibra
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por los métodos 930.15, 942.05 y 962.09 AOAC (1997) y el extracto libre de nitrégeno
es calculado por diferencia. La energia bruta fue determinada en una bomba
semicalorimétrica (Parr 1425, Equipar S.A. de C.V. México, D.F.). El 6xido de cromo en
las dietas, como en las heces para el experimento 6 fue analizado mediante el método de
Bolin (1952) modificado por Nieto (2003).

En los experimentos 1 y 2, el perfil de AA se determind de acuerdo con la
metodologia del Programa Maricultura, UANL (Guajardo, 2000), mientras el contenido
de MHA o HMTBa fueron realizados por la empresa Novus International, en un
laboratorio externo. En los experimentos 4, 5, 7 y 8 los AA de los camarones y los
alimentos antes y después de lixiviar fueron analizados por el laboratorio analitico
comercial de Evonik Degussa GmbH Health & Nutrition, Animal Nutrition Services
(Hanau, Alemania) usando cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Las muestras
se prepararon mediante una hidrélisis acida para la mayor parte de los AA. Para los AA
azufrados se utiliz6 una oxidacion con acido perférmico seguido de una hidrolisis acida
de metasulfito de sodio método 994.12, alternativas Il y I, respectivamente, (Llames and
Fontaine, 1994; AOAC International, 1997; Fontaine, 2003). El Trp y la Tyr no fueron
analizados. En el experimento 11 los AA fueron analizados por el Laboratorio analitico
de la Universidad de Missouri “Agricultural Experiment Station Chemical Laboratories”
usando HPLC de intercambio de cationes acoplado a una postcolumna de ninhydrina,
método 982.30 E (a, b, ¢) (AOAC International, 2006)

En el experimento 11 los is6topos estables de los ingredientes, las dietas y el
muasculo de camar6n se analizaron en las instalaciones de isotopos estables del
Departamento de Ciencias de las Plantas, Universidad de California (Davis, CA, USA).
Se us6 un analizador elemental PDZ Europa Scientific Roboprep acoplado a un
espectrémetro de masas para proporciones isotopicas PDZ Europa Hydra 20/20 (Crewe,

UK). Las muestras no fueron pre tratadas para extraer lipidos.
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5.5 Andélisis Fisicos

Para determinar la pérdida de materia seca (PMS), pérdida de energia (PE),
pérdida de proteina cruda (PPC) y pérdida de cada aminoécido (PAA) de los alimentos
lixiviados en los experimentos 1, 3 y 5 se siguio la metodologia tradicional (MT) usada
en el programa Maricultura (Ricque et al., 2006 modificada). A partir del experimento 5
los alimentos fueron evaluados por un método nuevo (MN). Ambos métodos se describen
a continuacion. Simultdneamente se tomaron series completas de los tratamientos, debido
a la variacion entre lixiviaciones consecutivas. Las muestras de dietas lixiviadas que se

analizaron estaban constituidas de un pool de replicados.

El MT consiste en cribar y pesar en 3g de pelets en un tamiz de lixiviacion de pvc
y fondo de malla #40 llevado a peso constante. Un bote plastico PET de lixiviacién de
250 mL se llena con 200mL de agua marina reconstituida (Fritz Industries Inc, Dallas,
Texas, U.S.A). El tamiz se coloca en el bote y este a su vez se coloca en un agitador
(Shak-R-bath, Lab line, U.S.A.) con bafio de agua (30 rpm y 27-29°C) por un tiempo
estipulado de inmersion. Se retira el tamiz y se recuesta a 45° sobre la boca del bote
plastico por 15 minutos. Se pasa a una toalla absorbente por 30 segundos para retirar el
exceso de agua y se pesa para obtener la absorcion de agua. Se lleva a la estufa por 4 hrs,
se enfria y se obtiene el peso final, a partir del cual se obtiene la PMS. Con base en la
absorcién de agua se contempl6 una correccion por sales depositadas en el pelet después
del secado en la estufa (comunicacion personal con Guajardo, 2007). En el caso
particular del experimento 2 se empled el método descrito por Ricque et al. (2006) y sin

corregir por sal.

El MN consiste en cribar y pesar 3g de pelet en un bote plastico de lixiviacion de
250 mL, se adiciona 200mL de agua marina reconstituida, e inmediatamente se coloca en
un agitador con bafio de agua (30 rpm, 27-29°C) por el tiempo estipulado (60 minutos).
Se filtra el contenido del bote en una malla #40 de acero inoxidable. Las mallas con el
alimento se secan sobre una toalla 15 minutos y luego se pesan para obtener la absorcién
de agua. Después se llevan a la estufa por 2 horas. Las mallas se pesan y se obtiene la
PMS.
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Se utilizaron las ecuaciones siguientes: % PMS = 100*(DWd — DWwid)/DWd; %
Abs = 100* (WWwid-WWd) / WW(d; la correccion por sales depositadas en el peso final
de la materia seca DWwid corregido = DWwid-((WWwid-WWd)* 0.033(g sal/g agua);
% PE = 100*(Ed — EWid*(1-PMS/100))/Ed; % PPC = 100*(CPd — CPWid*(1-
PMS/100))/CPd; % PAA = 100*(AAd — AAwid*(1-PMS/100))/AAd .

Donde DWd es el peso seco (DW) de la dieta, DWwid el peso seco de la dieta
después de ser inmersa, WW(d es el peso himedo de la dieta, WWwid es el peso himedo
de la dieta despues ser inmersa, Ed es el contenido de energia en la dieta, Ewid es el
contenido de energia en la dieta después de ser inmersa, donde CPd es el % de proteina
en la dieta (base seca), CPwid es el % de proteina en la dieta después de ser inmersa,
AAd es el % de AA en la dieta y AAwid es el % de proteina en la dieta después de ser

inmersa.

5.6  Animales de Experimentacion

5.6.1 Efecto de hidroxi andlogo de Met-Ca en un alimento comercial deficiente

(Experimento 1)

Los camarones utilizados en el experimento 1 fueron obtenidos del laboratorio de
Maricultura del Pacifico S.A. (Mazatlan, Sinaloa, México). Se recibieron el dia 6 de
Agosto de 2007, con una talla entre 0.10 y 1.80g. Los camarones tomados para el

bioensayo fueron de un peso promedio de 0.77g £0.02.
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5.6.2 Efecto de hidroxi analogo de Met-Ca en un alimento experimental deficiente

(Experimento 2)

Los camarones utilizados en el experimento 2 fueron obtenidos del laboratorio de
Maricultura del Pacifico S.A. (Mazatlan, Sinaloa, México). El peso promedio inicial de

los camarones seleccionados para el bioensayo fue de 0.39g +0.00.

5.6.3 Perfil de AA de carcas de L. vannamei como patrén de referencia (Experimento 4)

Los camarones utilizados en el experimento 4 fueron engordados bajo cuatro
diferentes condiciones de cultivo, apropiadas para la especie: ElI primer grupo de
juveniles fue obtenido de Industrias Pecis S.A. de C.V. (Yucatan, México) con un peso
inicial de 0.460g y engordado hasta los 3.20+0.320g en el Programa Maricultura, el
segundo, tercer y cuarto grupo de juveniles fueron obtenidos del laboratorio de
Maricultura del Pacifico S.A. (Mazatlan, Sinaloa, México); el segundo grupo tuvo un
peso inicial de 0.33+0.00g y engordados hasta 1.23+0.14g en el Programa Maricultura, el
tercer y cuarto grupo fueron engordados en granja San Esteban, Sonora; comenzaron a
ser monitoreados con un peso inicial de 1.67+0.70 g (9 de Mayo de 2008) los camarones
del tercer grupo fueron colectados a los 17, 28, 41, 51 y 81 dias (26 de Mayo, 6 de junio,
19 de junio, 29 Junio y 29 de Julio,2008) con un peso de 4.13+1.06 g, 4.92+2.27 g,
6.05£1.78 g, 9.37+1.4 g y 16.67£2.66 g respectivamente. El cuarto grupo de camarones
fue colectado a los 17, 51 y 81 dias (26 de Mayo, 29 Junio y 29 de Julio) con pesos de
4.12+1.12 g, 9.2442.58 g y 14.70+1.94 g.
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5.6.4 Efecto de Met y Lys encapsuladas en agar en un alimento deficiente a base de

soya/trigo (Experimento 5)

Los juveniles utilizados en el experimento 5 fueron obtenidos del laboratorio de
Maricultura del Pacifico S.A. (Mazatlan, Sinaloa, México). Se recibieron el 17 de
Septiembre de 2010 y se aclimataron en 2 tanques de 500L de fibra de vidrio por un
periodo de 7 dias con 2 alimentos comerciales; por la mafiana se alimentdé con Malta
Clayton (12% de humedad, 40% de PC, 8% de Lipidos y 13% ceniza) y por la tarde se
alimenté con Costamar (35% de PC). El peso promedio inicial de los camarones

seleccionados para la engorda fue de 0.708+0.033g.

5.6.5 Efecto de DL-Met libre en un alimento deficiente a base de chicharo verde/soya

evaluado en acuarios (Experimento 7)

Los juveniles utilizados en el experimento 7 fueron obtenidos del laboratorio de
Maricultura del Pacifico S.A. (Mazatlan, Sinaloa, México). Se recibieron el dia 26 de
Marzo de 2009 a las 8:40 pm con una talla de 0.3-1g y con un 20% de mortalidad, la que
se adjudico a la alta densidad de animales en los paquetes enviados para animales de esa
talla. Se alimentaron con una migaja grande de Malta Clayton (12% de humedad, 40% de
PC y 8% de lipidos). El peso promedio inicial de los camarones seleccionados para la
engorda fue de 0.60+0.002g.
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5.6.6 Efecto de DL-Met libre en un alimento deficiente a base de chicharo verde/soya

evaluado en jaulas (Experimento 8)

Los juveniles utilizados en el experimento 8 fueron obtenidos del lote descrito en

el experimento anterior, pero con un peso promedio inicial fue de 0.97+0.15g.

5.6.7 Efecto de pos-acondicionar un alimento sobre su estabilidad y digestibilidad

(Experimento 9)

Los juveniles utilizados en el experimento 9 fueron obtenidos del laboratorio de
Maricultura del Pacifico S.A. (Mazatlan, Sinaloa, México) y del Laboratorio de
Acuacultura integral (Nayarit, México). Se recibieron el dia 26 Junio de 2009 con pesos
promedio de 0.63+0.31g para los de Nayarit y 0.78+0.23g para los de Sinaloa. El peso
inicial promedio de los camarones seleccionados para obtener la digestibilidad de las
dietas fue de 0.90g+0.04g.

5.6.8 Efecto de pos-condicionamiento, DL-metionina-CMC y atrayente comercial sobre

la estabilidad de la dieta y rendimiento de L. vannamei (Experimento 10)

Los juveniles utilizados en el experimento 10 fueron obtenidos del laboratorio de
Langostinos y Camarones de Oriente S. A. de C.V. (Veracruz, Veracruz, México). Se
recibieron el dia 15 de Marzo 2010 después de 24 hrs de traslado, con una talla promedio
de 0.616g y con un 10% de mortalidad, la que se adjudicé al canibalismo por ausencia de
alimento. Se alimentaron con un micropelet Costamar (12% de humedad, 40% de PC y
8% de lipidos). El peso inicial promedio de los camarones seleccionados para la engorda
fue de 0.67+0.002g.
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5.6.9 Contribucion relativa de nitr6geno dietario al carcas de L. vannamei

(Experimento 11)

Los juveniles utilizados en el experimento 10 fueron obtenidos del laboratorio de
Langostinos y Camarones de Oriente S. A. de C.V. (Veracruz, Veracruz, México). Se
recibieron el dia 21 de Junio de 2010 y fueron mantenidos en un periodo de aclimatacion
(20 dias) a base de un micropelet Costamar (30% de PC) con valor isotopico §°N=10. El

peso inicial de los camarones seleccionados para la engorda fue de 0.140+0.030g.

5.7  Condiciones Experimentales

Los bioensayos de crecimiento y digestibilidad fueron realizados en las
instalaciones del Programa Maricultura, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad
Autéonoma de Nuevo Ledén. La sala de bioensayos cuenta con un sistema de
recirculaciéon de agua marina disefiado para que las posibles variaciones en la calidad de
agua afecten a todos los tanques simultdneamente. Los tanques utilizados estan
construidos de fibra de vidrio, con un sistema de recirculacion interna (“air lift") y 60L
capacidad (60 X 30 X 35cm). La calidad de agua fue monitoreada cada dia para salinidad
y temperatura, mientras que cada semana se siguieron los valores de nitratos, nitritos,
amonio total y pH. Durante los bioensayos se conservé un fotoperiodo de 12hrs continuas
de luz. Los restos de alimento, las exuvias y los animales muertos se registraron y se
removieron cada marana durante el desarrollo del bioensayo. Durante los dos primeros
dias de cada bioensayo los camarones afectados por la manipulacién y muertos, se
reemplazaron por organismos de un peso semejante. Aunque en el caso del experimento
11 solo se reemplazaron animales muertos durante el primer dia de bioensayo, debido a

que el fraccionamiento isotopico se da en funcion de la dieta consumida.

Todos los bioensayos se desarrollaron en condiciones controladas de calidad de

agua dentro de la sala de bioensayos del Programa Maricultura, con excepcién del
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experimento 4. En el experimento 4 los grupos 1 y 2 de juveniles fueron engordados en la
sala de bioensayos, sin embargo los grupos 3 y 4 fueron cultivados en condiciones de
granja (San Esteban, Hermosillo, México). Los pardmetros de calidad de agua en los

experimentos se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Pardametros de calidad de agua en los experimentos de la tesis.

Temperatura Salinidad pH Nitratos Nitritos Amonio total
Experimento eC (8/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 29.0 +0.5 29.1+5.2 8.5+0.0 11.3+6.3 0.5+0.4 0.1+0.0
2 29.0 £+0.5 29.15.2 8.5+0.0 11.346.3 0.5+0.4 0.110.0
4
Grupol 30.2+0.5 26.811.6 8.1+0.0 43.3+25 ND 0.1+0.1
Grupo2 30.2+0.5 29.8+1.3 8.2+0.0 500+1 ND 0.5 0.0
Grupo3 - - - - - -
Grupo4 - - - - - -
5 30.0+1.4 29.3+2.2 7.940.15 73.3143 0.25+0 ND
7 31.0+1.0 32.0+0.8 8.8+0.0 120.0440 ND ND
8 30.1+1.0 34.1+1.5 8.510.3 80.0t63 ND ND
9 31.4+0.6 26.510.8 8.2+0.0 52.516.3 ND ND
10 28.2+0.9 34.41.5 8.310.8 ND ND ND
11 29.91+0.7 33.410.7 8.4+0.1 1010 ND ND

Los parametros analizados y con niveles no detectables de los compuestos se marcan con ND, mientras
que los datos no analizados se marcan con un guion.

5.8 Disefio Experimental, variables evaluadas y analisis estadistico

En todos los experimentos se siguié un disefio por bloques al azar.
Adicionalmente en cada uno de los bioensayos se realizé una distribucion uniforme entre

acuarios.
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5.8.1 Efecto de hidroxi analogo de Met-Ca en un alimento comercial deficiente

(Experimento 1)

El disefio del experimento 1 considerd 3 tratamientos, correspondientes a cada
una de las dietas descritas anteriormente, 0.0% MHA, 0.14% MHA y Control comercial
externo. Los pardmetros fisicos de los alimentos se evaluaron con 3 replicados a los 60
minutos de inmersion. En el bioensayo de crecimiento con duracion de 28 dias se
asignaron 4 acuarios (replicados) con 11 animales en cada uno. Los juveniles se
alimentaron a saciedad, iniciando con 10% un porcentaje de la biomasa. La racién diaria
fue entregada en dos alimentaciones a las 10:00 y a las 18:00 hrs, procurando un minimo
de 2 pelets por camardn.

Las variables evaluadas en los alimentos fueron analisis proximal, perfil de AA,
ABS, PMS, PPC, PE, PMet, PMHA, PLys y PArg a 60 minutos de inmersion. La
variables evaluadas en el bioensayo fueron peso, ganancia en peso (GP), tasa de
crecimiento especifico (TCE), supervivencia (Suv), biomasa, consumo individual (Cons),
tasa de conversion alimenticia (TCA), Tasa de eficiencia proteica (TEP), Utilizacion neta
de PC (UNP) y se calcularon mediantes las siguientes ecuaciones: Peso = ) pesos
individuales (g) / nimero de individuos; % GP = 100 x [(peso  — peso i) (g) / peso | (9)];
TCE = 100 x In (peso ¢ (g) / peso () / dias; % Suv = 100 x (nimero ¢/ nimero ));
biomasa = Peso (g/individuo) x niimero ¢; Cons = Yx=1" alimento consumido (g) / nimero
£); TCA = consumo (g/individuo) / (peso ¢ — peso ) (g); Tasa de eficiencia proteica (TEP)
= peso ¢ — peso | (g) / Cons*PC dietaria (g); Utilizacién neta de PC (UNP) = (peso ¢ (g) *
PC ¢ de camardn — peso | (g) * PC | de camardn ) / Cons*PC (g). Donde | es el tiempo
inicial, F es el tiempo final, PC es la concentracion de PC expresada en g/100g del
material (base himeda).

Los resultados del bioensayo de crecimiento para el total de tratamientos
(incluyendo el control positivo) se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA),
seguido de una comparacién de medias por el método Duncan. Los tratamientos con 0.0 y

0.14% de MHA se compararon estadisticamente mediante una prueba de T-student. Las
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comparaciones anteriores se realizaron utilizando P<0.05, mediante el uso del programa
SPSS (v 17.0, SPSS Inc.).

5.8.2 Efecto de hidroxi andlogo de Met-Ca en un alimento experimental deficiente

(Experimento 2)

El disefio del experimento 2 considerd 2 tratamientos correspondientes a cada una
de las dietas descritas anteriormente, 0.0% MHA, 0.36% MHA. Los pardmetros fisicos
de los alimentos se evaluaron con 3 replicados a 60 minutos inmersion. En el bioensayo
con duracion de 35 dias se asignaron 4 acuarios (replicados) con 12 animales en cada
uno. Los juveniles se alimentaron a saciedad (iniciando con un 10% de la biomasa),
después de 21 dias sin notar diferencias en crecimiento, se alimentd a una tasa fija de
0.049g de alimento/camaron/dia (0.0147 mg de PC/camarén/dia o 0.0063mg de
Met/camarén/dia). La racién diaria fue entregada en dos alimentaciones a las 10:00 y a

las 18:00 hrs, procurando un minimo de 2 pelets por camarén.

Las variables evaluadas en los alimentos fueron analisis proximal, ABS y PMS.
Las variables evaluadas en el bioensayo fueron peso, GP, TCE, Suv, biomasa, Cons,
TCA, TEP y UNP. Los resultados de los anélisis fisicoquimicos y del bioensayo de
crecimiento de los tratamientos con 0.0 y 0.14% de MHA se compararon
estadisticamente mediante una prueba de T-student (P<0.05) con ayuda del programa
SPSS.

5.8.3 Efecto de encapsulacion de DL-Met en agar (Experimento 3)

El disefio del experimento 3 considerd 4 tratamientos, correspondientes a cada
una de las dietas descritas anteriormente, deficiente a base de soya 3, encapsulado

1Met:1Agar sin  preacondicionar, encapsulado 1Met:1Agar preacondicionado,
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encapsulado 2Met:1Agar sin preacondicionar. Los parametros fisicos de los alimentos se

evaluaron con 3 replicados a 60 minutos de inmersion.

Las variables evaluadas en los alimentos fueron analisis proximal, ABS, PMS,
Met en la dieta antes y después de lixiviar asi como la Met en el agua de lixiviacion. Los
resultados de los andlisis fisicoquimicos para el total de tratamientos se compararon
mediante un ANOVA (P<0.05), seguido de una comparacion de medias por el método

Duncan mediante el programa SPSS.

5.8.4 Perfil de AA de carcas de L. vannamei como patron de referencia (Experimento 4)

El disefio del experimento 4 considerd analizar los perfiles de AA del carcas de
camaron de 4 grupos de juveniles, engordados bajo diferentes condiciones de cultivo. El
grupo 1 consistio de 4 muestras constituidas de la mezcla de 10 camarones (3.2+0.329).
El grupo 2 constd de 6 muestras compuestas de la mezcla de 40 camarones (1.23+0.149).
Los muestras de los grupos 3 y 4 consistieron de 200g de camarones (en peso Vivo) en
distintas fechas a lo largo de la engorda; cinco muestras para el grupo 3 y tres muestras

para el grupo 4.

Las variables evaluadas fueron un perfil de AA (Met, Cys, Lys, Thr, Arg, lle,
Leu, Val, His, Phe, Gly, Ser, Pro, Ala, Asp y Glu) y PC del carcas de camaron de los
grupos de camarones liofilizados. El perfil de AA del carcas de camarén utilizado como
patron de referencia se comparé contra los perfiles de AA encontrados en bibliografia; las
recomendaciones para la industria de Akiyama (1991), harinas de camardn, camaron
entero, cola de camardn y cabeza de camardn. Se construyeron dos perfiles con base en
los limites inferiores y superiores de los AA de las harinas de camaron, usando confianza
de 95%. Las comparaciones entre perfiles se realizaron mediante un analisis de

correlacion empleando el programa Excel (Office 2007, Microsoft Co.)
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5.8.5 Efecto de Met y Lys encapsuladas en agar en un alimento deficiente a base de

soya/trigo (Experimento 5)

El disefio del experimento 5 considerd 6 tratamientos, correspondientes a cada
una de las dietas descritas anteriormente, Deficiente Met-Lys, Deficiente Lys, 0.82%
Met-2.10% Lys, 0.82% Met-2.55% Lys y 0.82% Met-3.05% Lys y un control externo.
Los parametros fisicos de los alimentos se evaluaron con 3 replicados, en 3 tiempos de
inmersion, a los 15, 30 y 60 minutos. En el bioensayo con duracion de 42 dias se
asignaron 4 acuarios (replicados) con 12 animales en cada uno. Los juveniles se
alimentaron a saciedad (iniciando con un 10%). La racién diaria fue entregada en tres
alimentaciones a las 10:00, 14:30 y 18:00 hrs, procurando un minimo de 2 pelets por

camaron.

Las variables evaluadas en los alimentos fueron andlisis proximal, perfil de AA
(Met, Cys, Lys, Thr, Arg, lle, Leu, Val, His, Phe, Gly, Ser, Pro, Ala, Asp y Glu), ABS,
PMS, PPC, PMet, PLys, PArg y PCys. Las variables evaluadas en el bioensayo fueron
peso, GP, TCE, Suv, biomasa, Cons, TCA, TEP y UNP, ademaés de las utilizacion neta de
Met (UNMet) y de Lys (UNLys), que se calcularon mediante las siguiente ecuacion:
utilizacion neta de AA (UNAA) = (peso  (g) * AA ¢ en camaron — peso | (g) * AA 1 en
camarén) / Cons*AA (g). Donde 1 es el tiempo inicial, F es el tiempo final y AA es la
concentracion de AA expresada en g/100g del material (base humeda).

Los resultados de los andlisis fisicoquimicos y del bioensayo de crecimiento (para
el total de tratamientos (incluyendo el control positivo) y para los tratamientos con
niveles crecientes de Lys) se compararon mediante un ANOVA acompafiado por una
comparacion multiple de medias por el método de Duncan. Los dos métodos de
lixiviacion a los 60 minutos de inmersion y los resultados de zootecnia de las dietas sin y
con Met encapsulada en agar se analizaron con pruebas de T-student. Para los anélisis
anteriores se uso una P<0.05 y utilizd el programa SPSS. Ademas se desarrollaron
correlaciones lineales de la proporcion relativa de Lys/Met y los pardmetros zootécnicos

GP, Suv y UNMet, mediante un analisis de regresion utilizando el programa Excel.
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5.8.6 Efecto de sustitucién de chicharo verde por amarillo sobre la estabilidad de la

dieta (Experimento 6)

En el experimento 6 se realizaron 2 comparaciones de los andlisis fisicos de los
alimentos durante 60 minutos de inmersién. En la primera se compard la estabilidad de
las dietas deficiente chicharo amarillo 1 vs. deficiente chicharo amarillo 2; donde se
realizaron 9 replicados. En la segunda comparacion, se compar6 la dieta deficiente
chicharo amarillo 2 vs. deficiente chicharo verde 1, empleando 5 replicados. Las
variables evaluadas en los alimentos fueron ABS y PMS. Los resultados de los analisis
fisicoquimicos para el total de tratamientos se compararon mediante un ANOVA
(P<0.05), seguido de una comparacion de medias por el método Duncan mediante el

programa SPSS.

5.8.7 Efecto de DL-Met libre en un alimento deficiente a base de chicharo verde/soya

evaluado en acuarios (Experimento 7)

El disefio del experimento 7 consideré 6 tratamientos, correspondientes a cada
una de las dietas descritas anteriormente, deficiente chicharo verde2, 0.05% de DL-Met,
0.10% de DL-Met, 0.20% de DL-Met, 0.40% de DL-Met y Control positivo. Los
parametros fisicos de los alimentos se evaluaron con 3 replicados a los 15, 30 y 60
minutos de inmersion. En el bioensayo de crecimiento con duracion de 15 dias se
asignaron 4 acuarios (replicados) con 10 animales en cada uno. Los juveniles se
alimentaron a saciedad, iniciando con 10% de la biomasa. La racién diaria fue entregada
en tres alimentaciones a las 10:00, 14:30 y 18:00 hrs, procurando un minimo de 2 pelets

por camaron.

Las variables evaluadas en los alimentos fueron anélisis proximal, perfil de AA
(Met, Cys, Lys, Thr, Arg, lle, Leu, Val, His, Phe, Gly, Ser, Pro, Ala, Asp y Glu), ABS,
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PMS, PPC y PAA. Las variables evaluadas en el bioensayo fueron peso, GP, TCE, Suv,
biomasa, Cons, TCA, TEP. Los resultados de los andlisis fisicoquimicos y de los
bioensayos de crecimiento para el total de tratamientos y excluyendo al control positivo
se compararon mediante un ANOVA, seguido de una comparacion de medias por el
método Duncan. Los andlisis anteriores se realizaron utilizando una P<0.05 y empleando

el programa SPSS.

5.8.8 Efecto de DL-Met libre en un alimento deficiente a base de chicharo verde/soya

evaluado en jaulas (Experimento 8)

El disefio del experimento 8 considerd 5 tratamientos, correspondientes a cada
una de las dietas descritas anteriormente, deficiente chicharo verde2, 0.20% de DL-Met,
0.40% de DL-Met, 0.80% de DL-Met y Control positivo. Los pardmetros fisicos de los
alimentos se evaluaron con 3 replicados a los 15, 30 y 60 minutos de inmersion. En el
bioensayo de crecimiento con duracién de 28 dias se asignaron 5 acuarios (replicados)
con 5 animales cada uno en jaulas individuales. Las jaulas fueron fabricadas de malla de
polietileno de 5x5mm y luz de 3x3mm, con un tamafio de 5¢cm de radio x 27 de altura.
Los juveniles se alimentaron a saciedad, en un porcentaje de la biomasa, iniciando con
10%. La racion diaria fue entregada en 3 alimentaciones de cuando menos un pelet a las
10:00, 14:30 y 18:00 hrs.

Las variables evaluadas en los alimentos fueron anélisis proximal, perfil de AA
(Met, Cys, Lys, Thr, Arg, lle, Leu, Val, His, Phe, Gly, Ser, Pro, Ala, Asp y Glu) ABS,
PMS, PPC y PAA. Las variables evaluadas en el bioensayo fueron peso, GP, TCE, Suv,
biomasa, Cons, y TEP, ademas de la eficiencia alimenticia (EA) que se calculé mediante
la siguiente ecuacion: EA = (peso ¢ — peso ;) (g)/ consumo (g/individuo). Donde 1 es el
tiempo inicial y F es el tiempo final. Los resultados de los analisis fisicoquimicos y de los
bioensayos de crecimiento para el total de tratamientos y excluyendo al control positivo

se compararon mediante un ANOVA, seguido de una comparacion de medias por el
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método Duncan. Los andlisis anteriores se realizaron utilizando una P<0.05 y empleando

el programa SPSS.

5.8.9 Efecto de pos-acondicionar un alimento sobre su estabilidad y digestibilidad

(Experimento 9)

En el experimento 9 se empled un disefio simple para evaluar los parametros
fisicos de los alimentos, considerando como variable la fabricacién, sin y con pos-
acondicionamiento; se usaron 3 replicados a los 60 minutos de inmersiéon. En el
bioensayo de digestibilidad se considerd un disefio de dos factores con dos variables;
siendo el primer factor fabricacion de la dieta (sin y con pos-acondicionamiento) y el
segundo es el origen del camardn (Sinaloa o Nayarit). Se asignaron 3 acuarios a cada

tratamiento con 10 animales en cada uno.

La colecta de heces se realiz6 de la siguiente manera. Se pes6 el alimento, 10%
de la biomasa del acuario un dia antes. A la mafana siguiente se sifonearon los tanques,
después se alimento a intervalos de 30 segundos el 40% de la racion diaria. Se sifonearon
las heces de los tanques dos horas después de la alimentacion (primera colecta), las
cuales fueron lavadas y puestas en congelacion. Inmediatamente después de la primera
colecta se repite la alimentacion y colecta de heces en la misma forma. Al finalizar la
segunda colecta se alimenta con el 20% restante de la racion y la colecta de heces se

repite.

Las variables evaluadas en los alimentos fueron analisis proximal, ABS, PMS,
PPC y PE. Las variables evaluadas en el bioensayo fueron la digestibilidad aparente de la
materia seca (DAMSD), de la PC (DAPD) y de la energia (DAED) que se calcularon
mediante las ecuaciones siguientes (Maynard et al., 1981): % DAPDA = [1-(% CrD / %
PD) x (% PH / CrH)] x100; % DAMSD = 100 —-100 (% CrD / % CrH); % DAED = [1-(%
CrD /% ED) x (% EH / % CrH)] x 100. Donde CrD es cromo en dieta, PD PC en dieta,
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PH PC en heces, CrH cromo en heces, ED energia en dieta, EH energia en heces,

porcentajes expresados en base seca.

Los resultados de los andlisis fisicoquimicos se compararon mediante una prueba
de T-student, por otra parte para los resultados de digestibilidad se utilizd6 un ANOVA de
dos factores; ambos analisis con una P<0.05 y empleando el programa SPSS.

5.8.10 Efecto de pos-condicionamiento, DL-metionina-CMC y atrayente comercial sobre

la estabilidad de la dieta y rendimiento de L. vannamei (Experimento 10)

El disefio del experimento 10 consider6 4 tratamientos, correspondientes a cada
una de las dietas descritas anteriormente, deficiente chicharo verde 2 sin pos-condicionar,
deficiente chicharo verde 2 pos-condicionada, 0.40% DL-Met y 0.40% DL-Met + aqua-
savor. Los parametros fisicos de los alimentos se evaluaron con 3 replicados a los 15, 30
y 60 minutos de inmersion. En el bioensayo de crecimiento con duracion de 35 dias se
asignaron 3 acuarios (replicados) con 5 animales cada uno en jaulas individuales. Los
juveniles se alimentaron a saciedad, en un porcentaje de la biomasa, iniciando con 10%.
La racion diaria fue entregada en 3 alimentaciones de cuando menos 2 pelets a las 10:00
y 18:00 hrs.

Las variables evaluadas en los alimentos fueron anélisis proximal, perfil de AA
(Met, Cys, Lys, Thr, Arg, lle, Leu, Val, His, Phe, Gly, Ser, Pro, Ala, Asp y Glu), ABS,
PMS, PPC y PAA. Las variables evaluadas en el bioensayo fueron peso, GP, TCE, Suv,
biomasa, Cons, EA y TEP. Los resultados de los andlisis fisicoquimicos y de los
bioensayos de crecimiento se compararon mediante un ANOVA, seguido de una
comparacion de medias por el método Duncan. Ademas se compard la adicion de cada
proceso mediante pruebas de t-student. Los analisis anteriores se realizaron utilizando
una P<0.05 y empleando el programa SPSS. La sobrevivencia se compard por medio de
una prueba de XZ cuando se considera al individuo como la unidad experimental

(binomial).
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5.8.11 Contribucion relativa de nitrogeno dietario al carcas de L. vannamei

(Experimento 11)

El disefio del experimento 11 consider0 7 tratamientos, correspondientes a cada
una de las dietas descritas anteriormente, dietas de referencias de chicharo verde y
pescado, ademas de las dietas con proporciones de 95:5, 85:15, 70:30, 55:45 y 40:60 de
las referencias de chicharo y pescado respectivamente. Los pardmetros fisicos de los
alimentos se evaluaron con 3 replicados a los 60 minutos de inmersion. En el bioensayo
de crecimiento con duracion de 29 dias se asignaron 4 acuarios (replicados) con 15
animales en cada uno. Los juveniles se alimentaron en exceso en tres ocasiones, a las
08:00, 14:00 y 18:00 hrs, con un minimo de 2 pelets por camarén. Los muestreos de
camaron se realizaron a los 0, 2, 4, 8, 15, 22 and 29 dias, tomando al azar uno o dos de 5

animales muestreados, en funcion del peso seco del muasculo (sin tubo intestinal).

Las variables evaluadas en los alimentos fueron andlisis proximal, perfil de AA
(Met, Cys, Lys, Thr, Arg, lle, Leu, Val, His, Phe, Gly, Ser, Pro, Ala, Asp, Glu, Tyry
Tau), ABS, PMS, PPC y PE. Las variables evaluadas en el bioensayo fueron peso, GP,
TCE, Suv y biomasa. La contribucién de nitrégeno dietario del pea y del pescado fue
obtenida mediante un modelo de mezclado de dos fuentes con un isotopo (Phillips and
Gregg, 2001). ElI modelo presenta un coeficiente que permite distinguir el cambio
isotopico debido a crecimiento (k) obtenido con base en el crecimiento observado
mediante la ecuacién k = log (peso ¢ (g) / peso | (g)) / dias; tambien se representa el
cambio isotopico debido al recambio metabolico (m) obtenido de una regresion iterativa

no linear.

La estimacion de la contribucién de materia seca de cada uno de los ingredientes
al crecimiento corregida por los factores de discriminacion y con base en los valores de
nitrégeno estable de cada una de las dietas y del musculo de camardn se realizo mediante
las siguientes ecuaciones (Fry, 2006): fitar = f1-W2/(f1 - W2 + 2 - W1); fiota2 = 1-fiotair;
1= (8" Nconsumidor 8- Nivente2)/( 8 Nrventer- 8 Nruentez); 2 = 1-f1. Donde fioal, fro2 SON
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los porcentajes de contribucion total de las fuentes 1 y 2, mientras W1 y W2 representan

el contenido elemental de cada una de las fuentes.

Los resultados de la composicion proximal, la prueba de lixiviacion y el
experimento de crecimiento fueron comparados mediante un andlisis de varianza (Anova)
seguido de una comparacion multiple de medias por el método de Duncan. La
comparacion de la contribucion esperada vs. la contribucion observada de nitrogeno
dietario (chicharo o pescado) al nitrégeno incorporado en el musculo de camarén se
realiz6 mediante una prueba de Chi-cuadrada para bondad de ajuste. Los pardmetros
requeridos por el modelo de Hesslein fueron estimados a partir de una regresion no lineal

iterativa.
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto de hidroxi andlogo de Met-Ca en un alimento comercial deficiente

(Experimento 1)

El contenido de nutrientes encontrado en los alimentos fue semejante al calculado
en las formulaciones. El contenido de PC en la dieta de base fue de 33.2%, con 0.65% de
Met (1.93% de PC), mientras que la dieta suplementada con MHA present6 0.10% del
analogo y 0.73% de Met total (2.17% de PC). Por otro lado, la dieta comercial utilizada
como control externo presentd 29.8% de PC con 0.53%Met (1.78% de PC) lo cual fue

inferior al 2.4% recomendado por Akiyama (Tabla 12).

Tabla 12. Contenido nutricional analizado de los alimentos (% base himeda) del
experimento 1.

Deficiente Control
Nutrientes (%) Soyal 0.14% MHA  Positivo

X DS X DS X DS
Humedad 8.39 0.06 9.34 0.12 10.96 0.01
Proteina 33.2 085 335 325 298 1.23
Ceniza 6.74 0.01 5.87 0.00 590 0.02
Lipidos+ Fibra +
EEN 51.7 51.3 53.3
Energia (Kcal/lg) 4.97 0.14 5.02 015 463 0.14
Met 0.64 0.65 0.53
MHA -- 0.10 --
Met total 0.64 0.73 0.53
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Los analisis fisicos mostraron una ABS de agua marina de 92% para la dieta
deficiente en Met, pero que disminuyo a 81.6% con la dieta suplementada con MHA. La
lixiviacion de los alimentos fue semejante en PMS (18.9%), PPC (9.15%), PE (22.9%);
por el contrario la PMet (41%), PLys (41%) y PArg (30%) se redujeron en 4, 7y 8
unidades para la dieta suplementada con MHA. El analisis de MHA mostro, que el

analogo se lixivia en un 57% en un alimento de tipo comercial a base de soya (Tabla 13).

Tabla 13. Absorcion de agua marina y pérdida de nutrientes por lixiviacion de los
alimentos después de 60 minutos de inmersion en el experimento 1 (% en base himeda).

Deficiente Control
Soyal 0.14% MHA  Positivo
(%) X DS X DS X DS
ABS 92.8 0.08 81.6 005 728 0.06
PMS 20.5 3.26 173 289 179 208
PPC 8.8 0.65 9.5 225 161 201
PE 21.6 0.06 241 453 209 058
PMet 41.1 37.3
PMHA -- 57.3
PLys 41.0 33.8
PArg 30.0 22.1 --

ABS absorcion de agua; PMS pérdida de materia seca; PPC pérdida de proteina, PE
pérdida de energia, PMet pérdida de metionina, PMHA pérdida de MHA, PLys pérdida
de lisina, PArg pérdida de arginina.

Los resultados de la evaluacion zootécnica de las dietas se presentan en la Tabla
14. No se encontraron diferencias zootécnicas en el crecimiento (peso, GP, TCE),
supervivencia, biomasa y TCA. La UNP presento diferencias marginales (P=0.053) entre
la dieta deficiente y la dieta comercial. Los parametros que presentaron diferencias
significativas fueron el consumo (P=0.009) y la TEP (P=0.009). El consumo vy el
contenido de proteina fue mayor con las dietas de base y suplementada con MHA

respecto de la dieta comercial, disminuyendo asi su TEP.
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Tabla 14. Evaluacion de los parametros zootécnicos del bioensayo del experimento 1.

Deficiente Control

Soyal 0.14% MHA Externo 'S‘:‘OVA

X DS X DS X DS
Peso (9) 222 015 231 0.16 214 004 0.217
GP (%) 186 21.1 204 235 176 4.92 0.148
TCE 374 026 397 029 363  0.06 0.161
Suv (%) 97.73 455 9545 525 9091 12.86 0.532
Biomasa(g) 24.35 0.93 2482  2.10 21.36  2.96 0.099
Consumo
(g/ind) 236 009 b 241 016 b 213 001 a  0.009
TCA 165 0.5 156  0.12 156  0.03 0.487
TEP 174 016 a 192 014 a 215 004 b  0.004
UNP 022 006 a 028 004 ab 030 001 b 0053

El peso promedio inicial de los animales fue de 0.77+0.02g (n=4). Se utiliz6 a= 0.05 en los estadisticos. P
es la probabilidad de Anova a los 28 dias. Las letras indican conjuntos homogéneos definidos por la prueba
de comparacion multiple por Duncan (o= 0.05).

La composicion del cuerpo de camardn entre los tratamientos del bioensayo fue

semejante y tampoco presentd grandes cambios con respecto a la de los camarones

analizados al inicio del bioensayo (Tabla 15).

Tabla 15. Composicion del cuerpo del camardn (% en base himeda) al inicio y final del
bioensayo en el experimento 1.

Deficiente
Iniciales Soyal 0.14% MHA  Comercial
X DS X DS X DS X DS
Humedad (%) 76.3 0.2 783 129 804 149 787 0.15
Proteina (%) 159 111 151 0.89 138 1.38 147 0.28
Energia (Kcal/lg) 4.12 0.06 468 013 443 033 469 0.50
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6.2  Efecto de hidroxi andlogo de Met-Ca en un alimento experimental deficiente

(Experimento 2)

Las dietas del experimento dos mostraron una composicién semejante a la
esperada (Tabla 16). En los alimentos la humedad fue de 12-13%, la PC de 30%, los
lipidos de 10%, la ceniza de 5.3%, la fibra de 1.47-1.56% y el ELN de 40%. La energia
del alimento fue de 4.1 Kcal/g. En la dieta de base el contenido de Met fue de 0.44%
(1.47% de PC), mientras en la dieta suplementada con MHA fue de 0.45% para un 0.76%
de Met total (2.48% de PC) (esto, considerando que toda la MHA se encontraba no
lixiviada y el porcentaje de actividad de Met del HMTBA) cubriendo las

recomendaciones para la industria.

Tabla 16. Contenido nutricional analizado de los alimentos (% base hiumeda) del
experimento 2.

Deficiente  0.36%

Nutrientes (%) Soya? MHA

X X
Humedad 13.0 12.0
Proteina 30.0 30.7
Lipidos 10.3 10.3
Ceniza 5.26 5.28
Fibra 1.56 1.47
ELN 40.0 40.3
Energia (Kcal/g) 411 4.13
Met 0.44 0.45
MHA - 0.36
Met total 0.44 0.76

La ABS de los alimentos fue de 262%. La PMS fue de 6.9 y 6.8% para la dieta
deficiente y suplementada con MHA respectivamente. La pérdida de Met (23%) y Lys
(55%) fue muy semejante entre dietas, sin embargo la PArg fue de 15.7% para la dieta
deficiente y 23.2% para la dieta suplementada (Tabla 17).
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Tabla 17. Absorcion de agua marina (%) y perdida de nutrientes por lixiviacion (%) en
los alimentos del experimento 2.

Deficiente Soya 2 0.36% MHA

X DS X DS
ABS 262 5.60 262 4.00
PMS 6.94 0.30 6.81 0.60
PMet 22.7 244
PLys 54.1 55.2
PArg 15.7 23.2

ABS Absorcion de agua; PMS pérdida de materia seca, PMet pérdida de metionina, PLys pérdida de lisia,
PArg pérdida de arginina

No presentaron diferencias significativas los parametros de crecimiento (peso,
GP, TCE), supervivencia, biomasa, TCA, TEP y UNP. Solo el consumo fue
significativamente mayor (P=0.002) con la dieta suplementada con MHA, aunque
numéricamente fueron de 2.71 y 2.76 g/individuo (Tabla 18). Por otro lado el contenido
promedio de proteina en el cuerpo del camarén al inicio y al final del bioensayo entre los
tratamientos no presentd diferencias significativas como en el experimento anterior
(Tabla 19).

Tabla 18. Evaluacion de los pardmetros zootécnicos del bioensayo del experimento 2.

Soya 2 036%MHA oo

X DS X DS
Peso final (g) 157  0.03 1.53  0.09 0.423
GP (%) 303 7.00 292  22.00 0.413
TCE 3.98 0.05 3.90 0.17 0.406
Suv (%) 83.0 7.00 75.0 7.00 0.134
Biomasa (g) 157  1.30 138 1.70 0.130
Consumo (g/individuo)  2.71 0.02 a 276 001 b 0.002
TCA 2.30 0.04 243 0.19 0.238
PER 1.60 0.03 161 0.12 0.454
NPU 0.28 0.03 0.27 0.03 0.760

El peso inicial de los animales fue de 0.39+0.00g (n=3). P es la probabilidad de Anova a los 14 dias. Las
letras indican diferencias definidos por la prueba de comparacion multiple por Duncan (o= 0.05).
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Tabla 19. Composicion del cuerpo de camaron (% en peso Vivo).

Iniciales Deficiente Soya2  0.36% MHA

X X DS X DS
Humedad 78.9 77.9 0.43 783  0.40
Proteina  14.1 19.4 0.95 19.0 0.70

6.3 Efecto de encapsulacion de DL-Met en agar (Experimento 3)

Las dietas del experimento 3 mostraron diferencias significativas en ABS (<0.001)
y PMS (<0.001) (Tabla20). La dieta de base presenté mayor ABS (221%), que las dietas
suplementadas con DL-Met. La dieta con menor PMS fue aquella sin pre-acondicionar
suplementada con DL-Met encapsulada en agar con relacion 1:1 (6.2%), progresivamente
le siguieron la dieta de base (7.43%), la dieta pre-acondicionada con relacion 1:1 (9.7%)

y la dieta con en encapsulado 2:1 (10.9%).

Tabla 20. Absorcion de agua marina (ABS %) y pérdida de materia seca (PMS %) por
lixiviacion en los alimentos del experimento 3.

Encapsulado 1 sin  Encapsulado 1 ANOVA
Deficiente Soya 3  preacondicionar preacondicionado  Encapsulado 2 P=
X DS X DS X DS X DS

ABS 221 3.48 d 187 4.89 c 145 14.16 a 168 389 b <0.001
PMS 7.43 0.60 b 6.17 0.27 a 973 0.70 c 1092 0.83 d <0.001
Se utilizd o= 0.05 en los estadisticos.

A partir de los resultados de ABS y PMS, se analizo el contenido de Met en el
alimento a base de soya 3 suplementado con DL-Met encapsulada en agar 1:1 antes y

después de lixiviar, también se analizo la concentracion de Met en el agua marina. El
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contenido de Met en la dieta con DL-Met encapsulada antes de lixiviar fue de 0.83%,
después de lixiviar fue de 0.62% y el contenido de Met encontrado en el agua fue de
0.21%, es decir se encontrd la complementariedad en el material lixiviado (Tabla 21). Las
pérdidas de Met calculadas a partir de la concentracién de Met en el alimento ya lixiviado
(24.5%) y en el agua de lixiviacion (25.1) por este método correspondieron

adecuadamente.

Tabla 21. Contenido relativo de Met en la dieta suplementada con DL-Met encapsulada
en agar antes y después de lixiviar por 60 minutos asi como en el agua de lixiviacion (%
base seca del alimento antes de lixiviar), ademas de la PMet calculada a partir de ellas.

Encapsulado 1 sin pre acondicionar

Muestra %Met % Met lixiviada
Alimento 0.83 -

Alimento lixiviado 0.62 24.5

Agua de lixiviacion 0.21 25.1

6.4  Perfil de AA de carcas de L. vannamei como patrén de referencia (Experimento 4)

Los animales crecidos bajo las cuatro condiciones de cultivo tuvieron un perfil de
AA similar (Tabla 22). Se encontraron bajas desviaciones estandar al interior de cada
grupo y entre los grupos de cultivo. El perfil de AA del cuerpo entero de L vannamei
reportado como referencia fue calculado a partir del promedio de las 18 muestras
colectadas, El perfil de AA del cuerpo entero de camardn propuesto como patrén de
referencia se presenta en la Tabla 22 expresado en %, en relacion a un 91.5% de materia
seca, donde la PC fue de 72.0+1.58% vy la suma de AA fue de 64+1.52%.
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Tabla 22. Perfil de AA, AA totales y el contenido de proteina del cuerpo entero de
camaron, de los 4 grupos de camarones colectados en el experimento 4 (% 91.5 de

materia seca).

112

Patrén de AA
AAenel propuesto
Cuerpo entero Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 (N=18)

X DS X DS X DS X DS X DS

Met 1.43 005 150 0.05 158 0.07 155 008 151 0.08
Cys 0.74 002 064 002 073 003 072 004 071 004
Met+Cys 2.17 007 214 006 230 010 228 012 222 0.10
Lys 4.92 009 48 012 482 020 472 021 483 0.16
Thr 2.56 007 271 004 261 008 26 0.09 261 0.08
Arg 5.38 013 512 014 487 034 483 039 509 033
lle 2.73 005 273 0.08 277 006 275 009 274 0.06
Leu 4.69 011 482 010 482 015 478 016 477 013
Val 3.15 008 314 006 324 006 322 015 318 0.09
His 1.68 004 172 003 1.62 0.06 159 004 166 0.06
Phe 3.23 007 310 004 306 008 303 004 312 0.10
Gly 5.58 010 490 013 5.17 010 490 013 520 031
Ser 2.68 008 272 003 263 011 260 011 266 0.09
Pro 3.67 010 468 008 530 032 522 023 461 074
Ala 4.09 009 404 008 439 019 442 012 422 021
Asp 7.21 020 718 012 689 023 679 018 7.04 025
Glu 10.1 029 101 0418 101 028 999 036 10.07 0.26
AAT 63.9 157 639 120 64.6 193 637 234 640 152
PC 74.0 057 729 108 721 191 717 193 728 158

Aminodcidos totales (AAT); Proteina cruda (PC)

Los AAI con niveles mas grandes de desviacion estandar fueron Argy Lys, pero

la Arg tuvo el coeficiente de variacién mas alto (0.06). Por otro lado las desviaciones

estandar de los AAD fueron méas amplias que las observadas en los AAI; los coeficientes

de variacion mas elevados fueron para Gly (0.06), Cys, Ala (0.06) y Pro (0.16). La

proporcion de AA totales frente a la proteina cruda en el carcas fue de 91%, asi que hubo

un 9% restante de AA no analizados y compuestos nitrogenados (e. g. &cidos nucleicos,

aminas, amidas y quitina).
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6.5 Efecto de Met y Lys encapsuladas en agar en un alimento deficiente a base de

soya/trigo (Experimento 5)

6.5.1 Anélisis quimico de las dietas

El contenido proximal promedio de las dietas experimentales en PC, energia,
lipidos y cenizas (Figura 6 y Tabla 23) fue de 30.5%, 4.68 KCall/g, 10.3%, 4.7%,
ligeramente menor en PC (32%) y mayor en lipidos y ceniza (8.8 y 3.1%) con respecto al
valor esperado. Por otra parte la dieta comercial contra la cual se compararon, presentd
valores inferiores en PC y en lipidos (29.4% y 8%). Las dietas experimentales resultaron
significativamente diferentes en lipidos (P=0.002), ceniza (P<0.000) y humedad
(P<0.000) con respecto a la dieta comercial; el contenido de humedad vari6 de 10 - 17%

entre las dietas de experimentales.

Composicion proximal de la dieta

P<0.00

cdp e f a

P=0.00
b b2b b b,

Contenido en la dieta (%)
N
o
|

10 -
5 -
0 .
Humedad Proteina Energia Lipidos Ceniza ELN+Fibra
Composicion proximal
m Deficiente Met-Lys m Deficiente Lys 20.82% Met-2.10%Lys
m0.82% Met-2.55%Lys m0.82% Met-3.05%Lys Comercial

Figura 6. Composicion proximal de los alimentos correspondientes al experimento 5. P es
la probabilidad de Anova. Las barras indican la desviacion estandar y las letras conjuntos
homogéneos definidos por la prueba de comparacién multiple por Duncan (a= 0.05).
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El perfil tedrico y analizado de AA de las dietas en base humeda se presenta en la
Tabla 23, el analisis efectuado por Degussa arrojo valores ligeramente superiores, pero
con la misma tendencia a los valores esperados (Tabla 23 y Figuras 7 y 8). Las dietas
suplementadas con Met-agar y con dosis crecientes de Lys presentaron 0.91% de Met, asi
como 2.01, 2.45, 2.90 y 3.37% de Lys mientras el resto de los AA permanecieron sin
cambios importantes. Las diferencias con respecto a la dieta control fueron de 0.4% para
Met y 0.45, 0.9 y 1.38% para Lys, que correspondieron con los niveles suplementados.
La dieta comercial mostro valores mayores de Met y Lys, pero menores para Cys y Arg
con respecto a la dieta de base. Las diferencias en el contenido de AA se pierden por
lixiviacion a partir de los primeros 15 minutos de inmersion en el agua, quedando valores
de 0.43-0.46% de Met en las dietas experimentales y de 0.60% en la dieta comercial,
mientras los valores de Lys fueron de 1.44 a 1.61% para las dietas experimentales y de
1.42% para la comercial. La proporcion relativa de Lys/Met en la dietas experimentales y
la dieta comercial (2.2 a 3.9) fue muy similar a la relacion esperada, excepto por la dieta

control que fue ligeramente menor (3.9 vs. 4.2) (Tabla 23).
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Tabla 23. Composicion proximal, contenido tedrico de AA (% en base humeda) y contenido de los AA analizados (% en base seca)
antes y después de 15 minutos de inmersion en agua del experimento 5.

Deficiente Met-Lys  Deficiente Lys 0.82% Met- 0.82% Met- 0.82% Met-

Nutrientes (%) 0.42% Met-1.7%Lys  0.82% Met-1.7%Lys 2.10%Lys 2.55%Lys 3.05%Lys Comercial  ANOVA
X DS X DS X DS X DS X DS X DS p=

Humedad 11.8 018 ¢ 12.8 018 d 107 034b 148 034e 172 0J12f 998 024a <0.001
Proteina 30.6 0.28 30.5 1.98 31 06 304 0.55 298 0.1 29.4 0.55 0.366
Lipidos 105 028 b 10.1 055 b 103 0.22b 103 084b 102 0.18b 8.06 0.07a 0.002
Ceniza 4.82 007 a 475 023 a 494 006a 48 00la 461 022a 826 0.89b <0.001
Fibra + ELN 42.3 41.9 43.1 39.7 38.2 44.3
Energia (Kcal/g) 4.68 0.06 4.78 0.09 461 0.18 4.69 0.08 4.78 0.04 4.6 0.15 0.253
Contenido total tedrico de Met 0.42 0.82 0.82 0.82 0.82 0.72 -
Contenido total teérico de Cys 0.46 0.46 0.46 0.46 0.46 0.36 -
Contenido total tedrico de Lys 1.7 17 2.1 2.55 3.05 197 -
Contenido total teérico de Arg 2.09 2.09 2.09 2.09 2.09 2.09 -
Relacion Lys/Met 4.15 2.1 2.65 3.21 3.77 2.74 -
Contenido analizado de Met 05 0.91 0.91 0.91 0.91 0.75 -
Contenido analizado de Cys 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 -
Contenido analizado de Lys 1.96 2.01 2.45 2.9 3.37 2.08 -
Contenido analizado de Arg 2.36 2.39 2.36 2.38 2.36 1.94 -
Relacion Lys/Met 3.93 2.2 2.7 3.18 3.71 2.78 -
Contenido de Met después de
lixiviar 0.43 0.44 0.45 0.46 0.45 0.6 -
Contenido de Cys después de
lixiviar 0.53 0.52 0.54 0.54 0.54 0.4 -
Contenido de Lys después de
lixiviar 1.45 1.44 1.53 1.59 1.61 1.42 -
Contenido de Arg después de
lixiviar 2.16 2.14 2.22 2.23 2.22 171 -
Relacion Lys/Met 3.37 3.27 3.4 3.46 3.58 2.42 -

P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos homogéneos
definidos por la prueba de comparacion multiple de medias por Duncan (a= 0.05).
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Contenido de AA en la dietas antes de lixiviar

MET CYS M+C LYS THR ARG ILE LEU VAL HIS PHE GLY SER PRO ALA

mmmm Deficiente Met-Lys =3 Deficiente Lys . 0.82% Met-2.10%Lys
I 0.82% Met-2.55%Lys s 0.82% Met-3.05%Lys C— Comercial
== Carcas de camarén Akiyama et al (1991)

Contenido de AA en las dietas después de 15 minutos de inmersion

/\

A\
/

MET CYS M+C LYS THR ARG |ILE LEU VAL HIS PHE GLY SER PRO ALA

I Deficiente Met-Lys === Deficiente Lys . 0.82% Met-2.10%Lys
 0.82% Met-2.55%Lys s 0.82% Met-3.05%Lys C— Comercial
e=m Carcas de camaron Akiyama et al (1991)

Contenido de AA en las dietas antes y después de 15 minutos de inmersién (%

en base seca).
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Contenido de AA de la dietas antes y después de 15 minutos de
4.0 inmersion

35
3.0
2.5
2.0
15
1.0
0.5 A
0.0 -

% en base seca

Antes de lixiviar Después de 15 minutos de inmersién

mmmm Deficiente Met-Lys === Deficiente Lys . 0.82% Met-2.10%Lys
I 0.82% Met-2.55%Lys s 0.82% Met-3.05%Lys — Comercial

Figura 8. Contenido de Met, Cys, Met+Cys, Lys y Arg en la dietas antes y después de 15
minutos de inmersién en agua (% en base seca).

6.5.2 Anadlisis fisico de las dietas

6.5.2.1 Capacidad de absorcion de Agua

En los diferentes tiempos de inmersion en agua (15, 30 y 60 minutos) se observé
una correlacion positiva entre el incremento en el contenido de agar en la dietas y la
capacidad de absorcién de agua marina, con excepcion de la dieta 0.82% Met-2.10%Lys

que muestra valores fuera de la tendencia (Tabla 24 y Figura 9).
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Tabla 24. Correlacion entre el contenido de Agar y la ABS (% en base himeda) de agua
marina en la dietas del experimento 5.

ABS
Dieta Deficiente  Deficiente  0.82% Met-  0.82% Met-  0.82% Met-

Met-Lys  Lys 2.10%Lys 2.55%Lys 3.05%Lys R2 P
Contenido de
agar en ladieta  4.45 4.05 3.61 3.15 2.7
(%)
Tiempode 15 132 145 98 122 114 0.272  0.368
inmersion 30 152 157 107 129 127 0.355 0.289
(minutos)

60 159 178 113 136 132 0.357 0.288

R2 es el coeficiente de determinacion y P es la probabilidad de la regresion al considerar
todos los tratamientos en cada tiempo de inmersion. (a= 0.05).

= Absorcion
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[]
é 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5

Agar content on diets (g)

R2=0.2716 R2=0.3548 R2=0.3568
¢ 15 30 A 60 ——Lineal(15) ——Lineal(30) ——Lineal (60)

Figura 9. Correlacion entre el contenido de dietario de agar y la absorcion de agua del
pelet (% bh dieta). R? es el coeficiente de determinacion.

6.5.2.2 Estabilidad de las dietas en el agua

6.5.2.2.1 Pérdida de materia seca

La PMS entre las dietas experimentales se presenta en la Tabla 25 y en las Figuras
10 y 11, fue alrededor de 8, 10 y 15% a los 15, 30 y 60 minutos de inmersion en agua
marina, excepto para la dieta con Met y 2.10% de Lys que presentd valores de lixiviacion
5% por encima del resto de las dietas experimentales. La dieta comercial perdi6 9, 11y

13% respectivamente. La PMS entre las dietas presentd diferencias significativas
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(P<0.000) en cada periodo de inmersion. Por otra parte la cinética de PMS fue similar
para todas las dietas con una pérdida fuertemente marcada en los primeros 15 minutos,

alcanzando un plano o pérdidas minimas entre los 15 y 60 minutos (Figura 10).

Pérdida de materia seca

25

20

15 /__—‘/
. / /—
/

PMS (%)

O [1 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (minutos)
e=g= Deficiente Met-Lys === Deficiente Lys e 0.82% Met-2.10%Lys
e 0.82% Met-2.55%Lys =i 0.82% Met-3.05%Lys Comercial

Figura 10. Cinética de pérdida de materia seca, método tradicional.

Pérdida de materia seca

PMS (% alimento)

15 30 60 MN60
Tiempo (minutos)
M Deficiente Met-Lys @ Deficiente Lys W 0.82% Met-2.10%Lys
M 0.82% Met-2.55%Lys [ 0.82% Met-3.05%Lys O Comercial

Figura 11. Comparacion de pérdida de materia seca (%) entre dietas a los 15, 30 y 60
minutos, asi como a 60 minutos con el nuevo método. P es la probabilidad de Anova. Las
barras indican la desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la
prueba de comparaciéon multiple por Duncan (a= 0.05).

119



120

Se compararon (t-student) los valores de PMS obtenidos mediante los dos
métodos de lixiviacién, mostrando PMS significativamente mayores con el MT para la
dieta suplementada con 0.45% Lys (P=0.002) y la dieta comercial (P=0.047) y es
presentada en la Figura 12. En el MT se requiri6 de cinco replicados para conseguir la
cantidad de muestra necesaria en base seca para los analisis proximales mientras que el

MN solo requirié de tres.

Pérdida de materia seca
25

a
20
g 15 - 2 b
S
& 10 - 1
5 02 047|
O_

Deficiente  Deficiente Lys 0.82% Met-  0.82% Met-  0.82% Met- Comercial
Dietas Met-Lys 2.10%Lys 2.55%Lys 3.05%Lys

EPMS60 EPMSMN60

Figura 12. Comparacién de la pérdida de materia seca a 60 minutos, por método
tradicional o nuevo. P es la probabilidad de t-student. Las barras indican la desviacion
estandar y las letras diferencias entre los métodos de lixiviacion (a= 0.05).

6.5.2.2.2 Pérdida de proteina

La PPC vari6 ampliamente a los 15 (6-11%), 30 (7-12%) y 60 minutos de
inmersion (10-15%) sin presentar una buena correlacion con la PMS, encontrdndose
diferencias significativas (P<0.005) en cada uno de los periodos de lixiviaciéon. La PPC
fue mayor para las dietas suplementadas con 0.4% Met y con 0.4% Met + 0.45% de Lys.
La cinética de lixiviacion de PC fue parecida a la cinética de PMS con pérdidas fuerte en

los primeros 15 minutos de inmersion en agua (Figuras 13 y 14).
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Pérdida de proteina
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e=g=== Deficiente Met-Lys === Deficiente Lys e 0.82% Met-2.10%Lys
e 0.82% Met-2.55%Lys e 0.82% Met-3.05%Lys Comercial

Figura 13. Cinéticas de la pérdida de proteina (% bs), método tradicional.

Pérdida de proteina
20 T b

PPC (%)

15 30 60 NM60
Tiempo (min)
M Deficiente Met-Lys m Deficiente Lys M 0.82% Met-2.10%Lys
M 0.82% Met-2.55%Lys M 0.82% Met-3.05%Lys Comercial

Figura 14. Comparacion de pérdida de proteina (% bs) entre dietas a los 15, 30 y 60
minutos, asi como a 60 minutos con el nuevo método. P es la probabilidad de Anova. Las
barras indican la desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la
prueba de comparaciéon multiple por Duncan (a= 0.05).

La comparacion (t-student) entre los métodos de lixiviacion, mostr6 una PPC

significativamente mayor (P<0.027) con el MT a excepcion de la dieta 5 (adicionada con
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1.35% Lys) que tuvo desviaciones muy amplias (Figura 15). De manera general la

variabilidad en la PPC se redujo con el MN a diferencia de lo ocurrido con la PMS.

Pérdida de Proteina

25

20

a p a b
a b
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Deficiente Deficiente 0.82% Met- 0.82% Met- 0.82% Met- Comercial
Dietas Met-Lys Lys 2.10%Lys  2.55%lys  3.05%Lys

PPC (%)

m PP60 PP60MN

Figura 15. Comparacion de la pérdida de proteina (%bs) a 60 minutos, por método
tradicional o nuevo. P es la probabilidad de t-student. Las barras indican la desviacion
estandar y las letras diferencias entre los métodos de lixiviacion (a= 0.05).
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Tabla 25. PMS y PPC a los 15, 30 y 60 minutos de inmersion con el MT y 60 minutos con el MN en los alimentos del experimento 5.

Deficiente Met-

0.82% Met-

0.82% Met-

0.82% Met-

.. . ANOVA
Lys Deficiente Lys 2.10%Lys 2.55%Lys 3.05%Lys Comercial General
X DS X DS X DS X DS X DS X DS P
PMS 15minutos 9.0 0.72 8.6 0.38 14.4 1.07 83 061 b 69 073 a 90 027 b <0.001
30minutos 11.2 1.05 11.7 0.94 16.2 1.63 105 166 ab 9.0 143 106 1.19 ab <0.001
60minutos 15.7 0.21 16.0 0.64 c 20.6 0.48 159 050 c 13.7 0.39 127 062 a <0.001
60minutos
MN 140 1.29 bc 148 139 c¢ 18.2 0.51 125 160 abc 131 047 ab 9.7 134 a 0.003
T-student 60
minutos P= 0.148 0.258 0.002 0.057 0.316 0.047
PPC 15minutos 8.9 0.73 bc 94 091 c 11.1 1.27 79 086 bc 54 1.08 72 140 b <0.001
30minutos 10.3 0.65 b 12.1 0.75 12.1 152 80 082 a 6.7 040 a 105 143 b <0.001
60minutos 12.2 158 ab 149 212 b 149 1.92 11.1 195 a 96 344 a 10.7 2.44 a 0.005
60minutos
MN 84 098 abc 105 063 ¢ 97 055 bc 59 052 ab 60 391 ab 48 245 a 0.021
T-student 60
minutos P= 0.005 0.007 0.002 0.010 0.267 0.027

P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos homogéneos
definidos por la prueba de comparacion multiple de medias por Duncan (a= 0.05).
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6.5.2.2.3 Pérdida de aminoacidos

Las dietas experimentales ya lixiviadas perdieron sus diferencias y presentaron un
perfil muy semejante con 0.44, 0.56, 1.59 y 2.28% para Met, Cys, Lys y Arg a partir de
los 15 minutos (Tabla 26). La dieta comercial lixiviada arrojo 0.60, 0.41, 1.44 y 1.73%
para los respectivos AA. Cuando se toma en consideracion los contenidos de AA en las
dietas despues de lixiviar sus proporciones Lys/Met fueron de 3.8 para la dieta deficiente,
3.6, 3.6, 3.5 y 3.7 para las dietas suplementadas con Met y Lys y 2.4 para la dieta

comercial.

La PMet se detuvo en todas las dietas a partir de los 15 minutos de inmersién en
el agua (Tabla 26 y Figura 16). La dieta deficiente presentdé una PMet total de 22% “a
pesar de estar constituida de proteinas integras”. Las dietas suplementadas con DL-Met
perdieron cerca de 56% de la Met total y la comercial 27%. La PMet encapsulada fue casi
completa, en promedio de 97% desde los 15 minutos (Figura 17). No se aprecid una

diferencia de PMet al comparar los métodos de lixiviacion.

Pérdida de Metionina
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Figura 16 Cinética de la pérdida de Met (%).
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Figura 17. Cinética de la pérdida de DL-Met encapsulada (%).

La PLys total fue ligeramente mayor a los 15 minutos (33-50%) que a los 30

minutos (24-50%), aunque semejante a la obtenida a los 60 minutos (22-52%). En

promedio las dietas deficientes en Lys perdieron un 27% de Lys total, aquellas

adicionadas con Lys perdieron entre 41 y 55% en funcion de la cantidad adicionada y la

dieta comercial tuvo una PLys de 33% (Figura 18). La PLys fue casi completa: del 96% a

una hora de inmersién para todas las dietas que la contenian (Figura 19). No hubo una

diferencia notable de PLys al comparar los métodos de lixiviacion.

Pérdida de Lisina

PLys (%)

0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (minutos)

Figura 18. Cinética de la pérdida de Lys (%).
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Figura 19. Cinética de la pérdida de HCI-Lys encapsulada (%).

Las pérdidas de Arg (figura 20) y Cys (figura 21) permanecieron relativamente
constantes desde los 15 minutos alrededor de 17% (rango minimo-maximo del 10 al
20%) y 13% (9-19%) respectivamente en las dietas experimentales, con un

comportamiento semejante a la PMet.
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Figura 20. Cinética de la pérdida de Arg (%).
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Figura 21. Cinética de la pérdida de Cys (%).
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Tabla 26. Porcentaje de PMet total, PMet encapsulada, PLys total, PLys encapsulada,
PArgy PCys a los 15, 30 y 60 minutos con el MT y a los 60 minutos con el MN.

0.82% 0.82% 0.82%
Deficiente Deficiente Met- Met- Met-
Met-Lys  Lys 2.10%Lys 2.55%Lys 3.05%Lys Comercial
PMet 15min 22 56 57 54 54 27
30 min 22 57 57 54 53 28
60 min 22 58 58 56 53 25
60 min NM 26 59 60 58 59 28
PMet
encapsulada 15min - 96 96 96 95 -
30 min - 96 96 95 95 -
60 min - 97 98 97 97 -
60 min NM - 96 96 97 97 -
PLys 15min 33 34 47 50 55 38
30 min 24 26 41 44 50 31
60 min 22 27 41 46 52 31
60 min NM 28 32 47 53 60 38
PLys
encapsulada 15min - - 95 94 93 -
30 min - - 96 95 95 -
60 min - - - 97 98 -
60 min NM - - 95 96 96 -
PArg 15min 16 18 19 14 12 20
30 min 15 18 18 13 11 12
60 min 17 20 21 16 14 18
60 min NM 16 20 20 16 18 19
PCys 15min 11 14 15 10 9 14
30 min 11 15 15 10 9 6
60 min 16 19 19 14 12 15
60 min NM 12 15 15 11 14 12
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6.5.3 Resultados zootécnicos

Los resultados de parametros zootécnicos de los camarones alimentados con estas
dietas experimentales se presentan en la Tabla 27. A partir de los 35 dias de bioensayo se
presentaron diferencias significativas en la Suv; los camarones alimentados con la dieta
de base deficiente en Met y Lys presentaron una baja Suv (68%) a los 35 dias (P=0.010)
y llegando a ser de 62.5% a los 42 dias (P=0.050). La adicién de Met encapsulada a la
dieta de base mejoro significativamente (P=0.050) la Suv de 62.5 a 81.3%. En contraste,
la adicién creciente de Lys encapsulada a la dieta suplementada con Met redujo la Suv
llegando a ser el efecto significativo (P=0.050), pasando de 81.3 a 79.2, 75 y 58.4% de
Suv para los niveles de suplementacion de Lys de 2.10, 2.55 y 3.05% a los 42 dias. El
alimento comercial produjo una Suv intermedia con respecto al resto de la dietas
experimentales (77.1%). Cabe mencionar, que en general la mortalidad o la baja
sobrevivencia en los tratamientos: deficiente en Met y con exceso maximo de Lys se

asocio a la presencia de canibalismo (Figura 22 y Tabla 27).
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Sobrevivencia

Sobrevivencia (%)

45 T T T T T T T T
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==p=== Deficiente Met-Lys Deficiente Lys g ().82% Met-2.10%Lys
i ().82% Met-2.55%Lys e 0.82% Met-3.05%Lys Comercial

Figura 22. Sobrevivencia (12 animales iniciales) entre todos los tratamientos, de 0-42
dias. Deficiente en Met-Lys (0.42% de Met y 1.65% de Lys) y Deficiente en Lys (0.82%
de Met y 1.65% de Lys). P es la probabilidad de Anova a los 35 y 42 dias. Las letras en el
mismo tiempo indican conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparacion
multiple por Duncan (o= 0.05).

La adicion de Met y de Met con niveles crecientes de Lys a la dieta control
deficiente en Met y en Lys no generé diferencias significativas en ningln otro parametro
zootécnico, excepto en la UNMet que disminuyé significativamente (P=0.001) con la
adicién de Met (pasando de 0.60-0.33) y se increment6 gradualmente (de 0.33-0.46) con
la adicion creciente de Lys, hasta ser significativamente diferente con el nivel méaximo de
inclusién (Figura 23 y tabla 27). El alimento comercial presentd un valor de UNMet
semejante a los de las dietas experimentales suplementadas con Met y Lys pero inferior al
alimento deficiente en Met.
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Figura 23. Comparacion de UNMet promedio (n=4) de los camarones experimentales a
42 dias de experimentacion. Las barras indican la desviacion estandar y las letras
conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparaciéon madltiple por Duncan (a=
0.05).

Cuando se considera a la dieta suplementada con Met como la dieta control, se
observa que la adicion de Lys mejor6 significativamente a lo largo del experimento la
TCA en base hiumeda y seca (2.61 a 2.03 y 2.27 a 1.68) (Figura 24 y Tabla 27); asi como
la UNP pasando de 0.40 a 0.59 con el méaximo de inclusion de Lys (Figura 25). El
alimento comercial presenté una TCA de las mas bajas y una UNP semejante a la de la

dieta suplementada con el maximo nivel de Lys y superior al resto.

El alimento comercial presenté diferencias significativas con respecto a los
alimentos experimentales en consumo (P=0.004 en base humeda y P=0.048 en base seca)
y TCA en base himeda (P=0.024), siendo menos consumido (4.32g/individuo) y
produciendo una mejor tasa de conversion (en base humeda, 1.92) que los alimentos

experimentales (4.86-5.36 g/individuo y 2.03-2.61, respectivamente).

Al comparar las dietas con y sin suplementar Met-agar, mediante una prueba de
T-student la Suv (P=0.018) y la UNMet (P=0.004) confirman ser los Unicos parametros
que presentaron diferencias significativas. La suplementacién de Met mejoré la Suv en
30% y disminuyo en 55% la UNMet (Tabla 28).
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Figura 24. TCA promedio (alimento consumido bs/incremento en peso) (n=4), de las 6
dietas, de 0-42 dias. P es la probabilidad de Anova a los 42 dias. Las letras en la misma
linea indican conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparacién multiple por

Duncan (a= 0.05).

UNP P=0.011
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UNP (42 dias)

W Maricultura

Figura 25. UNP promedio calculada en base a los analisis proximales realizados por
maricultura para todos los tratamientos, a los 42 dias de experimentacion. Las barras
indican la desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la prueba
de comparacion multiple por Duncan (o= 0.05).
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Tabla 27. Resultados zootécnicos a los 42 dias de experimentacion entre las dietas experimentales y la dieta comercial del bioensayo
del experimento 5.

Deficiente 0.82% Met- 0.82% Met- ANOVA

Dia42 Met-Lys Deficiente Lys 2.10%Lys 0.82% Met-2.55%Lys 3.05%Lys Comercial General  T-student
X DS X DS X DS X DS X DS X DS P= p=

Peso 298 0.28 264 0.29 2.84 037 319 034 334 033 2.98 0.4 0.101 0.652
Gpeso 322 396 272 406 300 522 350 491 372 456 320 55 0.093 0.129
TCE 342 023 312 026 329 033 357 027 3.69 024 34 0.3 0.102 0.131
Suv (%) 625 835ab 813 7.99c 79.2 16 bc 75  13.6 abc 584 964 a 771 105 bc 0.050 0.018
Biomasa 245  6.74 242 332 234 257 29 6.36 276 439 262 741 0.666 0.941
Conbh 4.83 0.4b 496 027b 508 0.14b 536 036b 529 015b 4.32 05a 0.004 0.307
Conbs 426 036 ab 433 0.23ab 453 0.12b 4.56 03b 437 013b 389 045a 0.048 0.762
Conlix MT 3.59 0.3 3.63 0.2 3.6 0.1 3.84 0.25 3.78 0.11 34 039 0.223 0.822
ConlixMN 384 023 354 031 3.74 0.1 3.72 0.24 3.79 0.27 3.74 044 0.754 0.177
TCAbh 214 0.27 bc 261 0.28c 245  0.46 bc 218 0.23 abc 203 0.23ab 192 012a 0.025 0.055
TCAbs 1.89  0.24 abc 227 024c 218 0.41bc 1.86 0.2ab 168 019a 173 011a 0.016 0.065
TCAIXMT 159 0.2 ab 191 02b 173 032ab 156 017a 145 0.16a 151 0.09 a 0.053 0.070
TCAIxMN 171  0.32 187 0.35 182 043 153 031 145 011 168 0.34 0.446 0.534
TEP
maricultura 1.98 047 197 041 2.01 0.3 216 0.33 2.06 042 202 035 0.983 0.994
TEP
Degussa 1.89 0.46 201 0.42 2.02 0.3 198 031 187 0.38 193 034 0.991 0.729
UNP
Maricultura 0.44 0.06a 04 01la 0.42 0.06 a 0.5 0.06 ab 059 0.03b 047 0.05a 0.011 0.619
UNP
Degussa 04 007 0.36  0.06 0.42 0.08 0.44  0.07 05 003 0.43 0.09 0.145 0.5
UNMet 0.6 0lc 0.33 0.06a 0.36  0.06 ab 0.39 0.06 ab 0.46 0.03b 042 0.08ab 0.001 0.004
UNLys 0.48 0.08 0.46  0.08 041  0.07 0.38  0.06 0.38  0.03 0.46  0.09 0.26 0.688

El peso inicial de los animales fue de 0.7+0.03g. P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. T-student P es a la
probabilidad de T-student al considerar los tratamientos sin y con Met. Las letras en la misma linea indican conjuntos homogéneos
definidos por la prueba de comparacion mdaltiple de medias por Duncan (a= 0.05).
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Al considerar Unicamente los tratamientos (dosis-respuesta) con niveles crecientes
de Lys encapsulada en agar en el andlisis estadistico (Anova y Duncan) (Tabla 28) se
confirma el efecto negativo de la inclusion de Lys sobre la Suv (Figura 12), aunque las
diferencias se vuelven marginalmente significativas (P=0.080). Sin embargo, en términos
de correlacion el coeficiente de correlacion entre los niveles de Lys y Suv result6 elevado
y significativo (R=0.91 y P=0.090) (Figura 27). Por otro lado los parametros de
crecimiento (peso en la Figura 28, GP en la Figura 29 y TCE en la figura 30), TCA
(Figura3l), UNP (Figura 32) y UNMet (Figura 33) se mejoraron significativamente al
aumentar el nivel de inclusion de la Lys (Tabla 28). El contenido de Lys en las dietas se
correlaciond de forma positiva con la GP (R=0.914 y P=0.66) y la UNMet (R=0.914 y
P=0.66) Figuras 34 y 35, respectivamente. Pero todos estos parametros presentaron una
correlacion negativa con la sobrevivencia, excepto la TCA (Figuras 36 y 37). Finalmente

si se consideran los niveles de Lys lixiviados no se encontrd ninguna correlacion.
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Tabla 28. Resultados zootécnicos a los 42 dias de experimentacion producidos por las

dietas con diferentes niveles de Lys en el bioensayo del experimento 5.

ANOVA
0.82% Met- 0.82% Met- 0.82% Met- Lys
Dia42 Deficiente Lys 2.10%Lys 2.55%Lys 3.05%Lys P=
X DS X DS X DS X DS

Peso 2.64 0.29 284 037 ab 319 034 b 3.34 0.33 0.043
Gpeso 272 40.6 300 522 ab 350 491 b 372 45.6 0.040
TCE 3.12 0.26 329 033 ab 357 027 b 3.69 0.24 0.049
Suv 81.3 8.00 79.2 16.0 75 136 58.4 9.60 0.080
Biomasa 256 2.79 27.4 8.39 28.7 6.16 232 3.8 0.560
Conbh 3.11 0.10 3.17 0.06 331 0.23 3.19 0.08 0.252
Conbs 433 0.23 453 0.12 456 0.30 437 0.13 0.349
Conlix 3.63 0.20 3.60 0.10 3.84 0.25 3.78 0.11 0.233
ConlixN 354 0.31 3.74 0.10 372 0.24 3.79 0.27 0.510
TCADbh 261 0.28 2.45 0.46 2.18 0.23 2.03 0.23 0.089
TCAbs 227 0.24 218 041 b 186 020 ab 1.68 0.19 0.032
TCAIIXMT 191 0.20 1.73 0.32 156 0.17 145 0.16 0.062
TCAIiXMN 1.87 0.35 1.82 043 153 0.31 145 0.11 0.225
TEPM 1.97 041 2.01 0.30 2.16 0.33 2.06 0.42 0.901
TEPD 1.84 0.39 1.88 0.28 212 0.33 2.05 042 0.938
UNP

Maricultura  0.43  0.09 0.47 010 a 049 0.09 ab 051 0.07 0.011
UNP

Degussa 0.40 0.11 042 006 ab 050 0.06 ab 0.59 0.03 0.058
UNMet 0.33 0.06 036 0.06 a 039 0.06 ab 0.46 0.03 0.036
UNLys 0.46 0.08 0.41 0.07 0.38 0.06 0.38 0.03 0.349

El peso inicial de los animales fue de 0.7+0.03g. P es

considerar todos los tratamientos. Las letras en
homogéneos definidos por la prueba de comparacion mdaltiple de medias por Duncan (o=

0.05).
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Sobrevivencia
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Figura 26. Sobrevivencia (%) de camarones que consumieron (12 animales iniciales) las
dietas con dosis crecientes de Lys-HCI (0, 0.45, 0.90 y 1.35), de 0-42 dias de
experimentacion. P es la probabilidad de Anova a los 42 dias. Las barras indican la

desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la prueba de Duncan
(0= 0.05).
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Figura 27. Correlacion de la Suv promedio de los camarones alimentados con los
tratamientos con el contenido creciente de Lys analizada (2.0, 2.45, 2.90 y 3.37% de la

dieta) a los 42 dias. R es el coeficiente de correlacién y P es la probabilidad de la
pendiente.
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Peso P=0.043

0 14 21 28 35 42
Tiempo (dias)
m Deficiente Lys 7 0.82% Met-2.10%Lys ®0.82% Met-2.55%Lys ®0.82% Met-3.05%Lys

Figura 28. Incremento en el peso promedio del camaron (g, n=4) alimentados con dosis
crecientes de Lys-HCI (0, 0.45, 0.90 y 1.35% de la dieta), de 0-42 dias. P es la
probabilidad de Anova a los 42 dias Las barras indican la desviacién estandar y las letras
conjuntos homogéneos definidos por la prueba de Duncan (o= 0.05).

Ganancia en peso P=0.040

0 14 21 28 35 42

Tiempo (dias)

m Deficiente Lys 7 0.82% Met-2.10%Lys ®0.82% Met-2.55%Lys ®0.82% Met-3.05%Lys

Figura 29. GP promedio (% en vivo, n=4) de las dietas con dosis crecientes de Lys-HCI
(0, 0.45, 0.90 y 1.35% de la dieta), de 0-42 dias. P es la probabilidad de Anova a los 42
dias Las barras indican la desviacién estandar y las letras conjuntos homogéneos
definidos por la prueba de Duncan (a= 0.05).
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Figura 30. Correlacion de la GP promedio de los camarones alimentados con los
tratamientos con el contenido creciente de Lys analizada (2.0, 2.45, 2.90 y 3.37% de la
dieta) a los 42 dias. R es el coeficiente de correlacion y P es la probabilidad de la
pendiente.

TCE P=0.049

14 21 28 35 42
Tiempo (dias)
M Deficiente Lys 7 0.82% Met-2.10%Lys ®0.82% Met-2.55%Lys W 0.82% Met-3.05%Lys

Figura 31. TCE promedio (n=4) de los camarones que consumieron las dietas con dosis
creciente de Lys-HCI (0, 0.45, 0.90 y 1.35% de la dieta), de 14-42 dias. P es la
probabilidad de Anova a los 42 dias. Las barras indican la desviacion estandar y las letras
conjuntos homogéneos definidos por la prueba de Duncan (a= 0.05).
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TCA bs P=0.032

0 14 21 28 35 42
Tiempo (dias)
M Deficiente Lys 0.82% Met-2.10%Lys m0.82% Met-2.55%Lys M 0.82% Met-3.05%Lys

Figura 32. TCA promedio (alimento consumido bs/incremento en peso, n=4) producido
con las dietas con dosis creciente de Lys-HCI (0, 0.45, 0.90 y 1.35% de la dieta), de 0-42
dias. P es la probabilidad de Anova a los 42 dias Las barras indican la desviacion
estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la prueba de Duncan (o= 0.05).
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Figura 33. UNP promedio (calculada en base a los analisis proximales de maricultura,
n=4) de las dietas con dosis creciente de Lys-HCI (0, 0.45, 0.90 y 1.35% de la dieta), de
0-42 dias. P es la probabilidad de Anova a los 42 dias. Las barras indican la desviacién
estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la prueba de Duncan (a= 0.05).
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Figura 34. UNMet promedio (n=4) de las dietas con dosis creciente de Lys-HCI (0, 0.45,
0.90 y 1.35% de la dieta), de 0-42 dias. P es la probabilidad de Anova a los 42 dias. Las
barras indican la desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la
prueba de Duncan (o= 0.05).
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Figura 35. Correlacion de la UNMet promedio de los camarones alimentados con los
tratamientos con el contenido creciente de Lys analizada (2.0, 2.45, 2.90 y 3.37% de la
dieta) a los 42 dias. R es el coeficiente de correlacién y P es la probabilidad de la
pendiente.
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Figura 36. Correlacion de la Suv con la GP con el contenido de Lys (2.0, 2.45, 2.90 y
3.37% de la dieta) a los 42 dias. R es el coeficiente de correlacién y P es la probabilidad
de la pendiente.
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Figura 37. Correlaciones de la Suv vs. TCA, UNP y UNMet utilizando los tratamientos
con el contenido creciente de Lys (2.0, 2.45, 2.90 y 3.37% de la dieta) a los 42 dias. R es
el coeficiente de correlacion y P es la probabilidad de la pendiente.
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6.6  Efecto de sustitucion de chicharo verde por amarillo sobre la estabilidad de la dieta

(Experimento 6)

La fabricacion de las dietas a base de chicharo presento la dificultad de que con el
exceso de agua se forma una masa muy pegajosa que no circula bien por el sistema de
alimentacion del molino céarnico para ser extruida. Las dietas del experimento 6
formuladas para aportar alrededor de 0.4% de Met (1.25% de PC) mostraron un
contenido semejante de PC (31.5-32%) y de energia (4.5-4.7 Kcal/g). Los lipidos fueron
de 10% para las dietas de chicharo amarillo, pero de 8.8% para la de chicharo verde. Las
variaciones méas importantes se encontraron en la humedad (7.4-10%), cenizas (4.7-8.8%)
y fibra+ELN (39.8-44.5%). La composicion de las dietas se presenta en la Tabla 29.

Tabla 29. Composicion proximal (base hiumeda) de los alimentos deficiente en Met con
variacion en el contenido de lupino, chicharo amarillo y verde (experimento 6).

Deficiente Deficiente Deficiente
Chicharo Chicharo Chicharo
Nutrientes (%) Amarillo 1 Amarillo 2 verde 1
Humedad 9.00 7.40 10.0
Proteina 324 315 32.0
Lipidos 10.0 10.6 8.80
Ceniza 8.80 7.90 4.70
Fibra + ELN 39.8 42.6 44.5
Energia (Kcal/g)  4.50 4.40 4.70
Contenido tedrico en base a los AA encontrados en los ingredientes
Met 0.40 0.40 0.40
Lys 2.12 2.24 2.00
Arg 2.43 2.75 2.30

Los cambios en la formulacion utilizada para Degussa, incluyendo la eliminacion
de Lupino mejoraron significativamente la estabilidad en el agua, disminuyendo la PMS
(P=0.020) de 15 a 13%, sin causar cambios significativos en la ABS (P=0.090) (tabla 30).
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Sin embargo, al comparar los resultados de PMS (3.6%) reportados en el informe de

Degussa con los encontrados en esta evaluacion, se observo una PMS 4 veces mayor.

Los cambios en la formulacién de chicharo amarillo a chicharo verde no afectaron
significativamente en la ABS (P=0.460), ni la estabilidad de los alimentos en el agua,
presentado PMS (P=0.403) de 13% (Tabla 30).

Tabla 30. Comparaciones de la ABS y PMS entre las dietas deficientes de chicharo
amarillo 1y 2 y entre la dieta deficiente de chicharo amarillo 2 y la de chicharo verde 1.

Deficiente Deficiente Deficiente Deficiente

Chicharo Chicharo T- Chicharo Chicharo

Amarillo 1 Amarillo 2 stEdent Amarillo 2 verde 1 ISDtEde”t
x DS X DS - % DS X DS -

ABS 129 240 144 8.00 0.090 130 15.1 138 5.86 0.460
PMS 153 1.93 13.2 1.42 0.020 13.1 1.09 13.8 0.69 0.403
P es la probabilidad de la prueba de T-student al comparar los tratamientos (o= 0.05).

6.7 Efecto de DL-Met libre en un alimento deficiente a base de chicharo verde/soya

evaluado en acuarios (Experimento 7)

6.7.1 Anélisis quimico de las dietas

El contenido proximal promedio de las dietas experimentales fue de 34 % de PC,
7.5% de lipidos, 6.5% de ceniza 'y 10% de humedad, resultando ligeramente mayor en PC
(32%), lipidos (8.8%) y menor en cenizas (4.7%) con respecto a los valores esperados
(Figura 38 y Tabla 31). Por otra parte la dieta comercial contra la cual se compararon,
presento valores semejantes en PC y en lipidos (33.2% y 7.3%). Las dietas resultaron
significativamente diferentes en humedad (P<0.001) lipidos (P=0.005), ceniza (P<0.001)
y humedad; el contenido de humedad vari6 de 8.9 a 10.6 %, los lipidos de 7.12 a 7.86 y el
de cenizas de 6.45 a 6.93.
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El perfil tedrico y analizado de AA de las dietas en base hiumeda se presenta en la
Tabla 31, el analisis efectuado por Degussa arrojo valores semejantes a los esperados en
Met y Lys, pero un poco superiores en el caso de Arg. Las dietas con dosis crecientes
DL-Met libre presentaron 0.42, 0.47, 0.52, 0.60 y 0.80% de Met mientras el resto de los
AA permanecieron sin cambios importantes. Las diferencias con respecto a la dieta
control correspondieron con los niveles suplementados. La dieta comercial mostro
valores mayores de Met (0.79%) y Lys (2.13%), pero inferiores en Arg (1.89%) con
respecto a la dieta de base. Las diferencias en el contenido de AA de los alimentos se
pierden por lixiviacion a partir de los primeros 15 minutos de inmersion en el agua,
quedando valores de 0.37 a 0.44% de Met en las dietas experimentales y de 0.71% en la

dieta comercial, mientras que el resto de los AA se lixiviaron muy poco (Figuras 39 y
40).

Composicion Proximal de las Dietas
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Humedad Proteina Fibra Lipidos Cenizas ELN

M Deficiente Chicharoverde 2 @0.05% DL-Met ®O0.1%DL-Met MO0.2%DL-Met @O0.4%DL-Met [ Comercial

Figura 38. Composicion proximal de los alimentos correspondientes al experimento 7. P
es la probabilidad de Anova. Las barras indican la desviacion estandar y las letras

conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparacion multiple por Duncan (o=
0.05).
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Tabla 31. Composicion proximal, contenido tedrico de AA (% en base himeda) y contenido de los AA analizados (% en base seca) antes y después de 15

minutos de inmersion en agua del experimento 7.

Deficiente Chicharo ANOVA

Nutrientes (%) verde 2 0.05% DL-Met 0.1%DL-Met 0.2%DL-Met 0.4%DL-Met Comercial P=
X DS X DS X DS X DS X DS X DS

Humedad 9.58 0.05 891 002 a 103 001 ¢ 106 022 d 103 013 ¢ 98 003 d <0.001
Proteina 345 0.08 343 019 337 0.39 339 09 348 0.74 332 031 0.152
Lipidos 712 01 755 0.02 bc 765 012 cd 786 003 d 783 006 cd 733 024 ab 0.005
Ceniza 6.55 0.03 667 003 c 655 003 b 655 001 b 645 002 a 693 003 d <0.001
Fibra 1.79 0.27 1.68 0.28 1.77 0.08 187 0.01 176  0.16 138 0.11 0.236
ELN 40.4 40.9 40.1 39.2 38.9 41.4
Contenido total teérico de Met 0.41 0.46 0.51 0.61 0.81 0.7
Contenido total teérico de Cys 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.35
Contenido total tedrico de Lys 2.02 2.02 2.02 2.02 2.02 2.08
Contenido total tedrico de Arg 2.32 2.32 2.32 2.32 232 1.91
Relacion Lys/Met 4.93 4.39 3.96 3.31 2.49 2.97
Contenido analizado de Met 0.42 0.47 0.52 0.6 0.8 0.79
Contenido analizado de Cys 0.46 0.47 0.47 0.47 0.46 0.37
Contenido analizado de Lys 2.05 2.05 2.02 2.02 2.05 2.13
Contenido analizado de Arg 25 251 247 247 251 1.89
Relacion Lys/Met 4.88 4.36 3.88 3.37 2.56 2.7
Contenido de Met después de
lixiviar 0.37 0.36 0.36 0.38 0.44 0.71
Contenido de Cys después de
lixiviar 0.48 0.47 0.47 0.47 0.48 0.37
Contenido de Lys después de
lixiviar 1.75 1.65 1.55 1.55 1.67 1.72
Contenido de Arg después de
lixiviar 2.39 232 2.27 2.29 2.36 1.8
Relacién Lys/Met 4.73 4.58 431 4.08 3.8 2.42

P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos homogéneos

definidos por la prueba de comparacion multiple de medias por Duncan (a= 0.05).
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Contenido de AA en las dietas antes de lixiviar

MET CYS M+C LYS THR ARG |ILE LEU VAL HIS PHE GLY SER PRO ALA

mmmmm Deficiente Chicharo verde 2 = 0.05% DL-Met mm— 0.1%DL-Met
m— (.2%DL-Met = 0.4%DL-Met Comercial
e Carcas de camarén Akiyama et al (1991)

Contenido de AA en las dietas después de 15 minutos de
inmersidn

MET CYS M+C LYS THR ARG ILE LEU VAL HIS PHE GLY SER PRO ALA

mmmmm Deficiente Chicharo verde 2 s 0.05% DL-Met mm— 0.1%DL-Met
mm 0.2%DL-Met mm— 0.4%DL-Met Comercial
Carcas de camarén Akiyama et al (1991)

Figura 39. Contenido de AA en las dietas (A) antes y (B) después de 15 minutos de
inmersion (% en base seca).
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Contenido de AA de la dietas antes y después de 15 minutos de inmersion
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s 0.2%DL-Met m 0.4%DL-Met Comercial
=== Carcas de camaron = Akiyama et al (1991)

Figura 40. Contenido de Met, Cys, Met+Cys, Lys y Arg en la dietas antes y después de
15 minutos de inmersion en agua (% en base seca).

6.7.2 Anadlisis fisico de las dietas

6.7.2.1 Capacidad de absorcion de Agua

Los analisis fisicos de las dietas mostraron diferencias significativas en la ABS a
los 15, 30 y 60 minutos de inmersién (P<0.001) en la Tabla 32, donde la dieta comercial
presento los valores significativamente mas bajos de ABS (34, 44 y 64%, en cada tiempo
de inmersion) que las dietas experimentales (70-91%, 103-112% y 106-131%,
respectivamente). Por otra parte se observo que la ABS se incrementa con respecto al

tiempo que la dieta pasa inmersa en el agua Figura 41.
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Absorcion de agua marina
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Figura 41. Cinética de ABS de agua de los alimentos del experimento 7.

6.7.2.2 Estabilidad de las dietas en el agua

6.7.2.2.1 Pérdida de materia seca

La PMS de los alimentos experimentales fueron muy semejantes a los 15, 30 y 60
minutos de inmersion en agua (6.2-7.3%, 9.2-9.8% y 13-14%), los cuales fueron
significativamente superiores (P<0.001) a los valores encontrados para la dieta comercial
de 2.1, 3.1y 3.98%, durante los respectivos tiempos de inmersion (Figura 42).
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Pérdida de materia seca

PMS (% dieta)

30 60

15
Tiempo (minutos)

B Deficiente Chicharo verde 2 B0.05% DL-Met B0.1%DL-Met ®0.2%DL-Met B0.4%DL-Met OComercial

Figura 42. Comparacion de pérdida de materia seca (%) entre los alimentos del
experimento 7 a los 15, 30 y 60 minutos. P es la probabilidad de Anova. Las barras
indican la desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la prueba

de comparacion multiple por Duncan (o= 0.05).

La cinética de PMS de los alimentos presenta la pérdida mas importante dentro
de los primeros 15 minutos como se aprecia en la Figura 43, sin embargo se muestra una
pérdida casi igual de importante entre los 15 y 60 minutos. Aunque los valores de PMS
en las dietas experimentales son mayores que el encontrado en la dieta comercial, existe

una proporcionalidad que se conserva entre los dos tipos de dietas a los 15, 30 y 60

minutos de inmersion.

Pérdida de materia seca

16

12

PMS (% dieta)

0 T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (minutos)

====0.05% DL-Met

==¢== Deficiente Chicharo verde 2
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Figura 43. Cinética de pérdida de materia seca en los alimentos del experimento 7.
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6.7.2.2.2 Pérdida de proteina

Las dietas no presentaron diferencias significativas en la PPC a los 15 minutos
inmersion (P=0.278) pero si a los 30 (P=0.036) y 60 minutos (P=0.016). A los 30 minutos
la PPC fue menor con la dieta deficiente (13%) que con el resto (16-19%) y mientras a
los 60 minutos la PPC fue menor con la dieta comercial (10%) que con las dietas
experimentales (16-17%) (Figura44). La PPC no se asocio con la PMS. La PPC mas
importante en los alimentos se dio en los primeros 15 minutos, sin embargo a diferencia
de la PMS, entre los 15 y 60 minutos apenas se observo un ligero incremento en la PPC
con las dietas adicionadas con DL-Met, la PPC en la dieta control deficiente se conservo
y por el contrario hubo una disminucién abrupta en la PPC para la dieta comercial a entre

los 30 y 60 minutos (Figura 45).

Pérdida de Proteina

25

20

15

PPC (%)

15 30 60

Tiempo (minutos)

m Deficiente Chicharo verde 2 m0.05% DL-Met m0.1%DL-Met ®0.2%DL-Met ®0.4%DL-Met = Comercial

Figura 44. Comparacion de pérdida de proteina (% bs) entre dietas a los 15, 30 y 60
minutos de inmersion en el agua. P es la probabilidad de Anova. Las barras indican la
desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la prueba de
comparacion maultiple por Duncan (o= 0.05).
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Pérdida de Proteina
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Figura 45. Cinéticas de la pérdida de proteina (% bs).
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Tabla 32. ABS, PMS y PPC a los 15, 30 y 60 minutos de inmersion en los alimentos del experimento 7.

152

Deficiente ANOVA
Chicharo verde 2 0.05% DL-Met 0.1%DL-Met 0.2%DL-Met 0.4%DL-Met Comercial General

X DS X DS X DS X DS X DS X DS P
ABS 15minutos 91.1 146 c 747 618 b 817 535 bc 803 434 bc 700 059 b 340 135 a <0.001
30minutos 112 3.63 ¢ 975 207 c 113 293 cd 114 890 b 103 624 b 441 058 a <0.001
60minutos 131 143 ¢ 112 177 bc 119 135 bc 112 150 b 106 181 b 644 200 a <0.001
PMS 15minutos 7.05 0.32 c 7.25 0.28 6.21 015 b 6.21 028 b 7.07 010 c 210 022 a <0.001
30minutos 9.81 023 bc 100 0.16 c 921 025 b 947 018 bc 994 068 c 3.07 004 a <0.001
60minutos 134 040 bc 142 046 cd 140 046 cd 13.7 032 bed 131 012 b 398 021 a <0.001
PPC 15minutos 14.1 0.08 141 1.44 12.7 0.33 11.7 1.38 12.6 0.88 13.1 1.20 0.278
30minutos  13.4 0.17 a 178 186 b 18.7 093 b 176 107 b 177 054 b 166 157 b 0.036
60minutos 129 355 ab 162 066 b 16.9 0.00 b 16.7 113 b 167 071 b 9.57 045 a 0.016

P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos homogéneos

definidos por la prueba de comparaciéon multiple de medias por Duncan (a= 0.05).
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6.7.2.2.3 Pérdida de aminoacidos

Las dietas experimentales después de ser lixiviadas perdieron sus diferencias en el
contenido de Met desde los 15 minutos de inmersidn, presentando un contenido de 0.37%
de Met total, mientras los valores de Cys, Lys y Arg fueron de 0.48, 1.60 y 2.30%. La
dieta comercial arrojo contenidos de 0.71, 0.37, 1.72 y 1.8% para Met, Cys, Lys y Arg
respectivamente. Cuando se consideran los contenidos después de lixiviar sus
proporciones Lys/Met fueron de 4.95 para la dieta deficiente, 4.79, 4.81, 4.5y 4.26 para
las dietas suplementadas con DL-Met y 2.57 para la comercial.

Las PAA solo fueron cuantificadas a los 60 minutos, debido a que no se obtuvo la
humedad de las muestras analizadas a los 15 y 30 minutos. La PAA fue mayor en la dieta
deficiente (19% de Met, 18% de Lys y 17% de Arg) que en la dieta comercial (10% de
Met, 15% de Lys y 10% de Arg), “aun cuando estas estan constituidas de proteinas
integras” (Tabla 33 y Figura 46). Las dietas adicionadas con DL-Met (0.5, 0.1, 02. y
0.4%) tuvieron pérdidas de 26, 34, 40 y 52% de la Met total. La PMet libre fue casi
completa (90%) en las dietas suplementadas con 0.1, 0.2 y 0.4% de DL-Met; en el caso
de la dieta suplementada con 0.05% de DL-Met el contenido del AA libre después de ser
lixiviada fue inferior al rango de lectura, que se puede considerar una PMet libre del
100%. La PCys vario ampliamente desde 7.8% en la dieta suplementada con 0.4% de DL
Met hasta 15.3% con la dieta suplementada con 0.1% de DL-Met, mientras las PLys y
PArg fueron del orden de 19 y 18% respectivamente.

Tabla 33. Porcentaje de PMet total, PMet libre, PLys total, PArg y PCys a los 60 minutos
de inmersidn en el agua, en los alimentos del experimento 7.

Deficiente
Chicharo 0.05% 0.1%DL- 0.2%DL- 0.4%DL-
verde 2 DL-Met Met Met Met Comercial
Met 19.0 26.4 34.4 40.2 52.2 10.6
Met Libre -- 100 87.6 89.9 91.8 --
Lys 18.2 19.3 18.8 20.0 20.5 14.8
Arg 17.3 18.6 18.8 18.8 17.2 7.30
Cys 9.78 14.2 15.3 15.0 7.80 8.30
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Pérdida de AA después de lixiviar 1 hr
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Figura 46. Porcentaje de PMet total, PCys, PMet+Cys, PLys, PArg y PMet libre a los 60
minutos de inmersion en el agua, en los alimentos del experimento 7.

M

6.7.3 Resultados zootécnicos

La baja Suv (60%) observada en algunos de los acuarios de los distintos
tratamientos asociada con canibalismo, obligd a detener el bioensayo a los 14 dias
(Figura 47 y Tabla 34). La variabilidad en la respuesta de los replicados no permitio
definir diferencias significativas en la Suv (P=0.859) de los camarones alimentados con
los diferentes tratamientos, incluido el control externo comercial. Los pardmetros de
crecimiento (Peso, GP y TCE) biomasa y TCA tampoco mostraron diferencias
significativas entre los distintos tratamientos (Tabla 34).

Sobrevivencia _
120 P=0.859

90 -

60 -

Sobrevivencia (%)

30 -

0 4
Tiempo (dias) 0 7 14

m Deficiente Chicharo verde 2 ™ 0.05%DL-Met ®0.1%DL-Met ®0.2%DL-Met M 0.4%DL-Met Comercial

Figura 47. Sobrevivencia (10 animales iniciales) de todos los tratamientos, de 0-14 dias.
Deficiente en Met-Lys (0.42% de Met y 2.05% de Lys). P es la probabilidad de Anova a
los 14 dias. Las barras indican la desviacion estandar.
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Por otra parte, se encontraron diferencias significativas en el consumo (expresado
en base himeda, base seca y corregido por lixiviacion, P<0.001) y TEP (P<0.032). En la
Figura 48 se observa que el consumo con la dieta comercial expresado en base hiumeda
(0.78¢g/individuo), base seca (0.70g/individuo) y corregido por lixiviacion
(0.69¢/individuo) fue menor que con las dietas experimentales (0.86-0.87, 0.78-0.80 y
0.73-0.74 g/individuo, respectivamente). Por el contrario la TEP fue mayor con la dieta

comercial (2.0) que con las dietas experimentales (Figura 49).

La suplementacién de la dieta deficiente con niveles crecientes de DL-Met (0.05,
0.1, 0.2 y 0.4%) durante el bioensayo de crecimiento no produjo diferencias significativas
en los pardmetros zootécnicos salvo por un mayor consumo en base seca de la dieta con
0.4% de DL-Met, el cual se ve opacado en la TCA (Tabla 35).

Consumo (bs) p<0.001
<0.

0 -

Alimento/individuo/dia (g)

7 14

Tiempo (dias)
M Deficiente Chicharo verde 2 = 0.05% DL-Met H0.1%DL-Met B 0.2%DL-Met m 0.4%DL-Met Comercial

Figura 48. Consumo promedio por individuo (% en base seca). P es la probabilidad de
Anova a los 14 dias. Las barras indican la desviacion estandar y las letras conjuntos
homogéneos definidos por la prueba de comparacion multiple por Duncan (o= 0.05).
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Tasa de Eficiencia Proteica (maricultura)
P=0.032

7 14

Tiempo (dias)

m Deficiente Chicharoverde2 m0.05%DL-Met mO0.1%DL-Met mO0.2%DL-Met m 0.4%DL-Met Comercial

Figura 49. TEP promedio calculada en base a los analisis proximales realizados por
maricultura para todos los tratamientos, a los 14 dias de experimentacion. P es la
probabilidad de Anova a los 14 dias. Las barras indican la desviacion estandar y las letras
conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparacion madltiple por Duncan (a=
0.05).
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Tabla 34. Resultados zootécnicos a los 14 dias de experimentacion entre las dietas experimentales y la dieta comercial del bioensayo
del experimento 7.

ANOVA

Deficiente General
Dial4 Chicharo verde 2 0.05% DL-Met 0.1%DL-Met 0.2%DL-Met 0.4%DL-Met Comercial P

X DS X DS X DS X DS X DS X DS
Peso 0.99 0.05 1.02 0.15 0.96 0.07 0.95 0.11 1.02 0.11 1.12 0.10 0.258
Gpeso 65.0 7.70 59.8 11.4 585 175 70.2 18.3 70.0 25.2 87.3 17.6 0.266
TCE 3,57 0.33 3.33 0.51 3.26 0.80 3.77 0.76 3.73 1.05 4.46 0.67 0.243
Suv 775 9.57 75.0 17.32 80.0 11.55 825 17.08 82,5 15.0 725 5.0 0.859
Biomasa 6.14 0.60 5,82 1.24 6.15 0.63 6.60 1.16 6.65 1.04 6.24 0.70 0.810
Conbh 0.87 001 b 088 000 b 0.87 001 b 086 002 b 0.87 0.01 b 0.78 0.01 a <0.001
Conbs 079 001 b 079 000 b 078 001 b 078 001 b 0.80 0.01 b 0.70 0.01 a <0.001
Conlix 074 001 b 073 000 b 073 001 b 073 001 b 074 001 b 0.69 0.01 a <0.001
TCAbh 227 0.25 252 049 2.70 0.94 2.17 0.56 2.29 0.79 153 0.29 0.179
TCAbs 2.05 0.23 2.26 0.44 241 0.84 195 0.50 2.08 0.72 1.38 0.26 0.190
TCAlix 191 0.21 2.09 041 2.26 0.79 1.83 0.47 194 0.67 1.35 0.26 0.253
TEP

maricultura 129 015 a 121 023 a 118 035 a 140 037 a 140 050 a 202 038 b 0.032
El peso inicial de los animales fue de 0.60+0.00g. P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la
misma linea indican conjuntos homogeéneos definidos por la prueba de comparacion multiple de medias por Duncan (a= 0.05).
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Tabla 35. Resultados de los pardmetros zootécnicos a los 14 dias entre las dietas con diferentes niveles de Met en el bioensayo del
experimento 7.

ANOVA

Deficiente DL-Met
Dial4 Chicharo verde 2 0.05% DL-Met 0.1%DL-Met 0.2%DL-Met 0.4%DL-Met P=

X DS X DS X DS X DS X DS
Peso 0.99 0.05 1.02 0.15 0.96 0.07 0.95 0.11 1.02 0.11 0.810
Gpeso 65.0 7.7 59.8 11.4 585 175 70.2 18.3 70.0 25.2 0.795
TCE 3,57 0.33 3.33 051 3.26 0.80 3.77 0.76 3.73 1.05 0.809
Suv 775 9.574 75.0 17.32 80.0 11.55 825 17.08 825 15 0.932
Biomasa 6.14 0.60 582 124 6.15 0.63 6.60 1.16 6.65 1.04 0.728
Conbh 0.87 0.01 0.88 0.00 0.87 0.01 0.86 0.02 0.87 0.01 0.472
Conbs 079 001 bc 079 0.00 abc 078 001 ab 078 001 ab 080 0.01 c 0.041
Conlix 0.74 0.01 0.73 0.00 0.73 0.01 0.73 0.01 0.74 0.01 0.349
TCAbh 2.27 0.25 252 0.49 2.70 0.94 2.17 0.56 229 0.79 0.784
TCAbs 2.05 0.23 226 0.44 241 0.84 1.95 0.50 2.08 0.72 0.812
TCAlix 191 0.21 2.09 041 2.26 0.79 1.83 0.47 194 0.67 0.807
TEPM 1.29 0.15 1.21 0.23 1.18 0.35 1.40 0.37 140 0.50 0.839

El peso inicial de los animales fue de 0.60+0.00g. P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la
misma linea indican conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparacion mdultiple de medias por Duncan (a= 0.05).
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6.8  Efecto de DL-Met libre en un alimento deficiente a base de chicharo verde/soya

evaluado en jaulas (Experimento 8)

6.8.1 Anélisis quimico de las dietas

Las dieta deficiente chicharo verde 2, aquellas suplementadas con 0.2 y 0.4% de
DL-Met y la dieta comercial reportadas en el experimento 7 también fueron utilizadas en
este experimento. Adicionalmente se prepar0 una dieta suplementada con 0.8% de DL-
Met, cuyo contenido proximal corresponde con el promedio de las dietas experimentales
previamente analizadas de 34% de PC, 7.5% de lipidos, 6.5% de ceniza y 10% de
humedad, resultando ligeramente mayor en PC (32%) y lipidos (8.8%) pero menor en
cenizas (4.7%) con respecto a los valores esperados. Por otra parte la dieta comercial
contra la cual se compararon, presentd valores semejantes en PC y en lipidos (33.2% y
7.3%). Las dietas resultaron significativamente diferentes en humedad (P=0.002), lipidos
(P=0.004) y ceniza (P<0.001; el contenido de humedad varié de 9.58 a 10.6 %, los
lipidos de 7.12 a 7.86 y el de cenizas de 6.45 a 6.93 (Figura 50 y Tabla 36).

Composicion Proximal de las Dietas

X 45
B
9
© I
= 30
o P=0.00
o
i
§ 15 abpaa P=0.00 P<0.00
c 4 b :b
Q = a*bb aa ap c
o
0 .
Humedad Proteina Fibra Lipidos Cenizas ELN
M Deficiente Chicharo verde 2 0.2%DL-Met m 0.4%DL-Met H0.8%DL-Met m Comercial

Figura 50. Composicion proximal de los alimentos correspondientes al experimento 8. P
es la probabilidad de Anova. Las barras indican la desviacién estandar y las letras

conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparacion maultiple por Duncan (o=
0.05).
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El perfil tedrico y analizado de AA de las dietas en base hiumeda se presenta en la
Tabla 36, el analisis efectuado por Degussa arrojo valores semejantes a los esperados en
Met y Lys, pero un poco superiores en el caso de Arg (Figura 51). Las dietas con dosis
crecientes DL-Met libre presentaron 0.42, 0.60, 0.80 y 1.16% de Met mientras el resto de
los AA permanecieron sin cambios importantes (Figura 52). Las diferencias con respecto
a la dieta deficiente correspondieron con los niveles suplementados. La dieta comercial
mostro valores mayores de Met (0.79%) y Lys (2.13%), pero inferiores en Arg (1.89%)
con respecto a la dieta de base. Las diferencias en el contenido de AA se pierden por
lixiviacion a partir de los primeros 15 minutos de inmersion en el agua, quedando valores
de 0.37 a 0.44% de Met en las dietas experimentales y de 0.71% en la dieta comercial,
mientras que el resto de los AA se lixiviaron muy poco; excepto por un mayor
decremento del contenido de Lys y Arg en la dieta suplementada con 0.8% de DL-Met
(Figuras 51 y 52). La proporcion relativa de Lys/Met en las dietas experimentales y la

dieta comercial (1.8 a 4.9) fue muy similar relacion esperada (Tabla 36)
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A)
Contenido de AA en las dietas antes de lixiviar
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. 0.8%DL-Met m Comercial Carcas de camaron
== Akiyama et al (1991)
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5 Contenido de AA en las dietas después de 15 minutos de inmersion
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== Akiyama et al (1991)

Figura 51. Contenido de AA en las dietas (A) antes y (B) después de 15 minutos de
inmersion (% en base seca).
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Contenido de AA de la dietas antes y después de 15 minutos de
inmersion

w
o

N
8]

2.0

% en base hiumeda
=
(0]

1.0
0.5
0.0
Antes de lixiviar Después de 15 minutos de inmersion
mmmm Deficiente Chicharo verde 2 s 0.2%DL-Met mmmm 0.4%DL-Met
mmmm 0.8%DL-Met mmmm Comercial +-= Carcas de camarén

=== Akiyama et al (1991)
Figura 52. Contenido de Met, Cys, Met+Cys, Lys y Arg en la dietas antes y después de

15 minutos de inmersion en agua (% en base seca).
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Tabla 36. Composicion proximal, contenido teérico de AA (% en base humeda) y contenido de los AA analizados (% en base seca)

antes y después de 15 minutos de inmersion en agua del experimento 8.

Deficiente Chicharo

Nutrientes (%) verde 2 0.2%DL-Met 0.4%DL-Met 0.8%DL-Met Comercial ANO_VA
X DS X DS X DS X DS x DS P=

Humedad 9.58 005 a 106 022 a 103 013 b 972 018 b 98 0.03 a 0.002
Proteina 34.5 0.08 33.9 0.9 348 074 347 012 332 031 0.131
Lipidos 7.12 01 a 78 003 b 78 006 b 717 001 a 733 024 a 0.004
Ceniza 6.55 003 b 655 001 b 645 002 a 66 002 b 693 003 c <0.001
Fibra 1.79 0.27 187 0.01 176 0.16 165 0.02 138 0.11 0.112
ELN 40.4 39.2 38.9 40.2 41.4

Contenido total tedrico de Met 0.41 0.61 0.81 121 0.7

Contenido total teérico de Cys 0.47 0.47 0.47 0.47 0.33

Contenido total tedrico de Lys 2.02 2.02 2.02 2.02 2.08

Contenido total tedrico de Arg 2.32 2.32 2.32 2.32 1.91

Relacion Lys/Met 4.93 3.31 2.49 1.67 2.97

Contenido analizado de Met 0.42 0.6 0.81 1.16 0.79

Contenido analizado de Cys 0.46 0.47 0.46 0.45 0.37

Contenido analizado de Lys 2.05 2.02 2.05 2.05 1.97

Contenido analizado de Arg 2.5 2.47 251 2.47 1.89

Relacion Lys/Met 4.88 3.37 2.56 1.77 2.49

Contenido de Met después de

lixiviar 0.37 0.38 0.44 0.44 0.71

Contenido de Cys después de

lixiviar 0.48 0.47 0.48 0.46 0.37

Contenido de Lys después de

lixiviar 1.75 1.55 1.67 14 1.72

Contenido de Arg después de

lixiviar 2.39 2.29 2.36 2.2 1.8

Relacion Lys/Met 4.73 4.08 3.8 3.18 2.42

P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos homogéneos

definidos por la prueba de comparacion multiple de medias por Duncan (a= 0.05).
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6.8.2 Anadlisis fisico de las dietas

6.8.2.1 Capacidad de absorcion de Agua

Los andlisis fisicos de las dietas mostraron diferencias significativas en la ABS a
los 15, 30 y 60 minutos de inmersién (P<0.001) en la Tabla 32, donde la dieta comercial
presento los valores significativamente mas bajos de ABS (34, 44 y 64%, en cada tiempo
de inmersion) que las dietas experimentales (70-91%, 103-112% y 106-131%,
respectivamente). Por otra parte se observo que la ABS se incrementa con respecto al
tiempo que la dieta pasa inmersa en el agua (Figura 53).

Absorcién de agua marina

140
_ 120 /
o /V—
- /
§ 100 —3
o 80
% V
X 60 K
g /
< 40 - -
S
20
0 T T
15 30 60
Tiempo (minutos)
=¢=—Deficiente Chicharo verde 2 0.2%DL-Met ==e=0.4%DL-Met =¢=0.8%DL-Met === Comercial

Figura 53. Cinética de ABS de agua de los alimentos del experimento 8.
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6.8.2.2 Estabilidad de las dietas en el agua

6.8.2.2.1 Pérdida de materia seca
La PMS de los alimentos experimentales fueron muy semejantes a los 15, 30 y 60

minutos de inmersion en agua (6.2-7.3%, 9.2-9.8% y 13-14%), los cuales fueron
significativamente superiores (P<0.001) a los valores encontrados para la dieta comercial

de 2.1, 3.1y 3.98%, durante los respectivos tiempos de inmersion (Figura 54).

Pérdida de materia seca
P<0.001

PMS (% dieta)

30 60

Tiempo (minutos) 15

M Deficiente Chicharo verde 2 0.2%DL-Met M 0.4%DL-Met M 0.8%DL-Met m Comercial

Figura 54. Comparacion de pérdida de materia seca (%) entre los alimentos del
experimento 8 a los 15, 30 y 60 minutos. P es la probabilidad de Anova. Las barras
indican la desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la prueba

de comparacion multiple por Duncan (o= 0.05).

La cinética de PMS de los alimentos presenta la pérdida mas importante dentro
de los primeros 15 minutos como se aprecia en la figura 43, sin embargo se muestra una
pérdida casi igual de importante entre los 15 y 60 minutos. Aunque la magnitud de la
PMS en la dietas experimentales es mayor que en la dieta comercial, la relacion entre los

valores de los dos tipos de dietas a los 15 y 60 minutos se conserva.
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Pérdida de materia seca
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Figura 55. Cinética de pérdida de materia seca en los alimentos del experimento 8.

6.8.2.2.2 Pérdida de proteina
Las dietas no presentaron diferencias significativas en PPC a los 15 minutos de

inmersion (P=0.278) pero si a los 30 (P=0.036) y 60 minutos (P=0.016). A los 30 minutos
la PPC fue menor en la dieta deficiente (13%) que el resto (16-19%) de las dietas
experimentales y mientras a los 60 minutos la PPC fue menor con la dieta comercial
(10%) que con las dietas experimentales (16-17%) (Figura56). La PPC no se asoci6 con
la PMS. La PPC maés importante en los alimentos se presentaron en los primeros 15
minutos, sin embargo a diferencia de la PMS, entre los 15 y 60 minutos apenas se
observo un ligero incremento en la PPC con las dietas adicionadas con DL-Met, la PPC
en la dieta control deficiente se conservé y por el contrario hubo una disminucion abrupta

en la PPC para la dieta comercial a entre los 30 y 60 minutos (Figura 57).
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Pérdida de Proteina

25

P=0.004 P=0.002 P=0.034

PPC (%)

Tiempo (minutos)

M Deficiente Chicharo verde 2 0.2%DL-Met M 0.4%DL-Met W 0.8%DL-Met = Comercial

Figura 56. Comparacion de pérdida de proteina (% bs) entre dietas a los 15, 30 y 60
minutos de inmersion en el agua. P es la probabilidad de Anova. Las barras indican la
desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la prueba de
comparacion multiple por Duncan (o= 0.05).
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Figura 57. Cinéticas de la pérdida de proteina (% bs) del experimento 8.

Los andlisis fisicos de las dietas mostraron diferencias significativas a los tres
tiempos de inmersion, 15, 30 y 60 minutos para ABS (P<0.001), PMS (P<0.001) y PPC
(P=0.004, P=0.002 y P=0.034), se presentan en la Tabla 37. La dieta con menor ABS en
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cada tiempo (34, 44 y 64%) fue la comercial y aquella con mas ABS fue la deficiente
(91,112 y 131%), el resto presentaron valores intermedios (66-80%, 86-114% y 100-
112%). Se observo que la ABS de la dieta adicionada con 0.8% de Met se incrementa con
el tiempo de inmersion al igual que lo encontrado en el experimento anterior con las
dietas restantes. La PMS en cada tiempo de inmersion fue menor con la dieta comercial
(2.1, 3.1 y 4%) que con las dietas experimentales (6.2-7.2%, 9.5-10% y 13.1-13.7%),
ademas la PMS también se increment6 con respecto al tiempo de inmersion. La PPC a los
15 minutos de inmersion fue menor con la dieta adicionada con 0.8% de Met (5.8%)
respecto del resto de las dietas incluyendo la comercial (12-14). La PPC a los 30 minutos
de inmersion fue menor con la dieta adicionada con 0.8% de Met (11%),
incrementandose con la dieta deficiente (13%) y teniendo la mayores PPC con las dietas
restantes (17-18%). La PPC a los 60 minutos modificd su tendencia con respecto a los
tiempos anteriores; teniendo la menor PPC con la dieta comercial (9.6%) y las mayores
con las dietas adicionadas con Met, la dieta deficiente no fue diferente de ninguno de las

anteriores.

La PAA fue mayor en la dieta deficiente (19% de Met, 18% de Lys y 17% de
Arg) que en la dieta comercial (10% de Met, 15% de Lys y 10% de Arg). Las dietas
adicionadas con DL-Met (0.5, 0.1, 02. y 0.4%) tuvieron pérdidas de 40, 52 y 96% de la
Met total. La PMet libre fue calculada en funcion los AA libres antes y después de
lixiviar, atribuyendo la Met libre al AA cristalino y no al contenido en los ingredientes.
En las dietas adicionadas con 0.1, 0.2 y 0.4% de Metionina la PMet libre fue de 90-97%.
En las dietas deficiente y comercial la concentracidén de Met libre después de lixiviar fue
menor a 0.01%, fuera del rango de certidumbre del Laboratorio Degussa, y no permitio
su determinacién. La dieta Adicionada con 0.8% de Met presentd lixiviaciones
ligeramente mayores en Lys (32%) y Arg (24%) al resto de la dietas experimentales (18-
20% de Lys y 17-19% de Arg). La Cys presentd valores muy dispersos en las dietas

experimentales (8-16%).
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Tabla 37. ABS, PMS y PPC a los 15, 30 y 60 minutos de inmersion en los alimentos del experimento 8.

Deficiente ANOVA
Chicharo verde 2 0.2%DL-Met 0.4%DL-Met 0.8%DL-Met Comercial General
X DS X DS X DS X DS X DS P
ABS 15minutos 91.1 146 d 80.3 4.34 cd 70.0 059 bc 664 25 b 340 135 a <0.001
30minutos 112 3.63 d 114 8.90 c 103 624 c¢ 865 47 b 441 058 a <0.001
60minutos 131 143 ¢ 112 15.0 b 106 181 b 1009 5.0 b 644 200 a <0.001
PMS 15minutos 7.05 0.32 c 6.21 0.28 b 707 010 ¢ 7.2 0.2 c 210 022 a <0.001
30minutos 9.81 0.23 b 9.47 0.18 b 994 068 b 99 0.0 b 307 004 a <0.001
60minutos  13.4 0.40 bc 13.7 0.32 c 131 012 b 134 0.2 bc 398 021 a <0.001
PPC 15minutos 14.1 0.08 b 11.7 1.38 b 126 088 b 58 1201 a 131 120 b 0.004
30minutos 134 0.17 b 176 1.07 c 177 054 ¢ 1082 1572 a 166 157 c 0.002
60minutos 129 355 ab 16.7 11298 b 167 071 b 154 0446 b 957 045 a 0.034

P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos homogéneos
definidos por la prueba de comparaciéon multiple de medias por Duncan (a= 0.05).
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6.8.2.2.3 Pérdida de aminoacidos

Las dietas experimentales después de ser lixiviadas perdieron sus diferencias en el
contenido de Met desde los 15 minutos de inmersion (Figura 58), presentando un
contenido de 0.37% de Met total, mientras los valores de Cys, Lys y Arg fueron de 0.48,
1.60 y 2.30%. La dieta comercial arrojo contenidos de 0.71, 0.37, 1.72 y 1.8% para Met,
Cys, Lys y Arg respectivamente. Cuando se consideran los contenidos después de lixiviar
sus proporciones Lys/Met fueron de 4.95 para la dieta deficiente, 4.79, 4.81, 4.5y 4.26
para las dietas suplementadas con DL-Met y 2.57 para la comercial.

Las PAA solo fueron cuantificadas a los 60 minutos, debido a que no se obtuvo la
humedad en las muestras de alimento después de 15 y 30 minutos de inmersion,
analizadas para AA. La PAA fue mayor en la dieta deficiente (19% de Met, 18% de Lys
y 17% de Arg) que en la dieta comercial (10% de Met, 15% de Lys y 10% de Arg), aun
cuando estés estan constituidas de proteinas integras (Tabla 38 y Figura 58). Las dietas
adicionadas con DL-Met (0.5, 0.1, 02. y 0.4%) tuvieron pérdidas de 26, 34, 40 y 52% de
la Met total. La PMet libre fue casi completa (90%) en las dietas suplementadas con 0.1,
0.2 y 0.4% de DL-Met; en el caso de la dieta suplementada con 0.05% de DL-Met el
contenido del AA libre después de ser lixiviada fue inferior al rango de lectura, que se
puede considerar una PMet libre del 100%. La PCys varié ampliamente desde 7.8% para
la dieta suplementada con 0.4% de DL Met hasta 15.3% para la dieta suplementada con
0.1% de DL-Met, mientras las PLys y PArg fueron del orden de 19% y 18%,

respectivamente.
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Pérdida de AA después de 60 minutos de inmersion
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Figura 58. Porcentaje de PMet total, PCys, PMet+Cys, PLys, PArg y PMet libre a los 60
minutos de inmersion en el agua, en los alimentos del experimento 8.

Tabla 38. Porcentaje de pérdida de Met, Met libre, Lys, Argy Cys a los 60 minutos de
inmersion en agua en los alimentos del experimento 8.

Deficiente
Chicharo 0.2%DL- 0.4%DL- 0.8%DL-
verde 2 Met Met Met Comercial
Met 19.0 40.2 52.2 69.4 10.6
Met Libre -- 89.9 91.8 97.4 --
Lys 18.2 20.0 20.5 32.2 14.8
Arg 17.3 18.8 17.2 235 7.30
Cys 9.78 15.0 7.80 15.7 8.30
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6.8.3 Resultados zootécnicos

El empleo de jaulas individuales evitd el canibalismo reportado en los
experimentos previo de esta tesis, sin embargo, la Suv de los camarones fue muy variable
y el crecimiento muy bajo a lo largo de los 28 dias de bioensayo. Los parametros
zootécnicos se evaluaron estadisticamente considerando al camarén y al acuario como
unidad experimental, aunque la sobrevivencia y la biomasa Unicamente pueden ser
comparadas utilizando al acuario como unidad experimental. La Suv de los camarones
alimentados con los diferentes tratamientos no presentd diferencias significativas
(P=0.329), variando de 46 a 87%; la Suv fue baja inclusive con la dieta comercial (60%,
Figura 59). De igual manera la biomasa no present6 diferencias (P=0.483) entre los
tratamientos (Tabla 40).

Sobrevivencia P=0.329
120

100 T T T T T T T

80 -

60 -
40 -

Sobrevivencia (%)

20 A

7 14

21 28

Tiempo (dias)

M Deficiente Chicharo verde 2 0.2%DL-Met m0.4%DL-Met m0.8%DL-Met ® Comercial
Figura 59. Sobrevivencia (5 animales iniciales) entre todos los tratamientos (n=4), de 0-
28 dias. Deficiente en Met-Lys (0.42% de Met y 2.05% de Lys). P es la probabilidad de

Anova a los 28 dias. Las barras indican la desviacién estandar.

En la Tabla 39 se muestran los resultados de la evaluacion de la zootécnica
utilizando al individuo como unidad experimental, se observa una gran variabilidad en
los resultados dentro de cada tratamiento, por lo que no se encontraron diferencias
significativas en los parametros de crecimiento (peso, GP y TCE) y consumo. Solo se

encontraron diferencias significativas en la EA (en base humeda y seca, P=0.003;
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corregida por lixiviacion P=0.023) y la TEP (P=0.001) producidas por la dieta comercial.
La dieta comercial mostro valores méas altos de EA en base humeda (0.43), base seca
(0.48) y corregida por lixiviacion (0.50), asi como de TEP (1.30) con respecto a las dietas

experimentales (Figuras 60 y 61).

Eficiencia Alimenticia P=0.003
1.2 a a aa b a a aa b a aag a b
0.8 T
)
2
= | T T T
w

4
Tiempo (dias)

M Deficiente Chicharo verde 2 0.2%DL-Met m0.4%DL-Met W 0.8%DL-Met ® Comercial

Figura 60. EA promedio (incremento en peso/alimento consumido bs, n=15) producida
con dosis crecientes de DL-Met (0, 0.20, 0.40 y 0.8% de la dieta), de 0-28 dias. P es la
probabilidad de Anova a los 28 dias. Las barras indican la desviacion estandar y las letras
conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparacion madltiple por Duncan (a=

0.05).

Tasa de eficiencia proteica P=0.001

0.5 7 14 21 28
e Tiempo (dias)

M Deficiente Chicharo verde 2 0.2%DL-Met H0.4%DL-Met B 0.8%DL-Met = Comercial

Figura 61. TEP promedio calculada en base a los analisis proximales realizados por
maricultura para todos los tratamientos, a los 28 dias de experimentacion. P es la
probabilidad de Anova a los 28 dias. Las barras indican la desviacion estandar y las letras
conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparaciéon madltiple por Duncan (a=

0.05).
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Tabla 39. Resultados zootécnicos a los 28 dias de experimentacion, utilizando al
individuo como la unidad experimental, para el conjunto de las dietas experimentales y la
dieta comercial del experimento 8.

Deficiente ANOVA
Dia28  Chicharoverde 2 0.2%DL-Met  0.4%DL-Met  0.8%DL-Met  Comercial  Coerd!

x DS x DS x DS x DS x DS -
Peso 143 029 131 024 140 042 133 025 162 025 0.219
GP 477 309 351 178 397 286 378 189 642 193 0.065
TCE 132 081 104 051 112 079 112 049 175 043 0.108
Combh 159 029 159 028 163 046 159 035 149 022 0.927
Combs 144 026 142 025 146 041 144 032 135 0.20 0.940
Conix 124 023 112 041 126 035 124 027 129 0.9 0.759
EAbh 027 016 a 020 010 a 022 016 a 022 008 a 043 016 b  0.003
EAbs 030 018 a 023 011 a 025 017 a 024 009 a 048 018 b  0.003
EAix 034 020a 027 013a 029 02 a 028 010a 05 018 b 0023
TEP 077 046 a 06 029 a 064 045a 063 022 a 13 048 b 0001

El peso inicial de los animales fue 0.97+0.15g. P es la probabilidad de Anova al
considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos
homogéneos definidos por la prueba de comparacion multiple de medias por Duncan (o=
0.05).

Cuando en la evaluacion zootécnica se utilizd al tanque como unidad
experimental, la variabilidad se redujo, pero tampoco se detectaron diferencias
significativas en los parametros de incremento en peso (GP, TCE) y consumo. La dieta
comercial fue la Unica que generd diferencias significativas en los parametros de peso
(P=0.024), EA (en base humeda y seca, P=0.011; corregida por lixiviacion P=0.046) y la
TEP (P=0.007). Generando los valores mas altos de EA en base humeda (0.43), base seca
(0.48), corregida por lixiviacion (0.49), de TEP (1.30), y de peso final con respecto a los

obtenidos para las dietas experimentales (Figura 62 y Tabla 40).
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Figura 62. Incremento en el peso promedio del camardn (g, n=4) alimentados con dosis
crecientes de DL-Met (0, 0.20, 0.40 y 0.8% de la dieta), de 0-28 dias. P es la probabilidad
de Anova a los 28 dias Las barras indican la desviacion estandar y las letras conjuntos

homogéneos definidos por la prueba de Duncan (o= 0.05).

Tabla 40. Resultados zootécnicos a los 28 dias de experimentacion, utilizando al tanque
como la unidad experimental, para el conjunto de las dietas experimentales y la dieta

comercial del experimento 8.

Deficiente ANOVA

Dia28 Chicharo verde 2 0.2%DL-Met 0.4%DL-Met 0.8%DL-Met Comercial General
X DS X DS X DS X DS X DS P=

Peso 141 019a 131 008a 139 008a 134 0.04a 162 001b 0.024
Gpeso 459 251 351 111 387 6.3 38.6 3.9 63.8 4.2 0.117
TCE 1.26 0.67 1.04 031 1.08 0.21 114 011 175 01 0.168
Suwv (%) 466 116 733 116 86.7 23.1 66.7 23.1 60 346 0.329
Biomasa 3.34 124 48 0.83 6.08 1.82 442 142 485 238 0.483
Conbh 156 0.2 1.6 0.07 162 0.16 162 0.12 149 0.02 0.737
Conbs 141 0.18 143 0.06 145 0.14 146 0.11 1.34 0.02 0.755
Conlix 123 0.16 112 017 125 012 126 0.09 129 0.02 0.559
EAbh 026 0.13a 02 006a 022 0.05a 022 00l1a 043 001b 0.011
EAbs 028 0.14a 023 0.07a 024 006a 024 002a 048 0.01b 0.011
EAlix 033 0.16a 027 0.08a 028 007a 028 002a 049 0.01b 0.046
TEP 0.74 037a 06 018a 062 0.15a 064 0.04a 129 003b 0.007

El peso inicial de los animales fue 0.97+0.15¢g
considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos
homogéneos definidos por la prueba de comparacion multiple de medias por Duncan (o=

0.05).
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6.9 Efecto de pos-acondicionar un alimento sobre su estabilidad y digestibilidad

(Experimento 9)

El contenido proximal promedio de las dietas experimentales fue ligeramente mas
elevado en PC (35%), y menor en lipidos (7.2%), con respecto a los valores esperados,
mientras que los contenidos de humedad (8.5%), ceniza (6.5%) y fibra (1.7%)
correspondieron correctamente (Tabla 41). La humedad en el pelet se incrementé de 10 a
14% con el proceso de pos-acondicionamiento. El contenido de energia fue de 4.6Kcal/g

y el de cromo de 0.7% que corresponden a los valores estimados (Tabla 41).

Tabla 41. Contenido nutricional analizado de los alimentos (base himeda) del
experimento 9.

Deficiente Chicharo
Deficiente Chicharo  verde 1 pos-

Nutrientes (%) verdel acondicionada
X DS X DS
Humedad 8.85 0.49 840 0.14
Humedad del pellet 10.6 14.2
(bh) 35.1 0.26 354 04
Lipidos 712 0.10 7.21 0.01
Ceniza 6.55 0.03 6.50 0.00
Fibra 1.79 0.27 1.66 0.06
ELN 40.5 40.8
Energia 455 0.01 460 0.17
Cromo 0.73 0.06 0.70 0.02

6.9.1 Anadlisis fisico de las dietas

6.9.1.1 Capacidad de absorcion de Agua

Los andlisis fisicos revelaron una ABS significativamente mayor (t-student) a los

15 (P=0.005), 30 (P<0.001) y 60 minutos (P<0.003) de inmersion para la dieta sin el pos-
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acondicionamiento. La ABS para la dieta pos-acondicionada fue de 43, 58 y 77% a los
15, 30 y 60 minutos y practicamente se duplico sin el pos-acondicionamiento (Figura 63).
La comparacion de la ABS mediante un Anova de dos factores, para el tipo de proceso y
el tiempos de inmersion, mostro diferencias significativas (P<0.001) para cada uno de los

factores, asi como en la interaccion de estos dos (Tabla 42).

Absorcion de agua

140
==
= 100
E ~—
1.3 80
<
X 60 -
40
20 P=0.005 P=0.000 P=0.003
0
0 15 30 45 60
=¢="Sin acondicionar Tiempo (min)

Acondicionada

Figura 63. Comparacion de la cinética de ABS de agua (%) de los alimentos sin y con
pos-acondicionamiento a los 15, 30 y 60 minutos. P es la probabilidad de T-student. Las
barras indican la desviacién estandar y las letras indican conjuntos homogéneos definidos
por la prueba de comparacion multiple por Duncan (o= 0.05).

6.9.1.2 Estabilidad de las dietas en el agua

6.9.1.2.1 Pérdida de materia seca
La PMS de la dieta pos-acondicionada fue significativamente menor (t-student) a

los 15 (P=0.002), 30 y 60 minutos (P<0.001) de inmersion. La PMS coincide con el
incremento en la ABS de agua marina. Los valores de PMS en la dieta pos-acondicionada
fueron de 4, 7.6 y 7.9% a los 15, 30 y 60 minutos, respectivamente y se duplican sin el
pos-acondicionamiento (Figura 64 y Tabla 42). La comparacion de la PMS mediante un
Anova de dos factores, para el tipo de proceso y el tiempo de inmersion, presentd
diferencias significativas (P<0.001) en ambos factores pero no para la interaccion.
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Figura 64. Comparacion de la cinética de pérdida de materia seca (%) de los alimentos
sin y con pos-acondicionamiento a los 15, 30 y 60 minutos. P es la probabilidad de T-
student. Las barras indican la desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos
definidos por la prueba de comparaciéon multiple por Duncan (0= 0.05).

Tabla 42. Evaluacion de la ABS y PMS por lixiviacion en los alimentos del

experimento 9.

Deficiente
Tiempo de [C)ﬁficiente Chicharo T- Anova Anova Anova .
. . icharo verde 1 pos-  student proceso  tiempo interaccion
INMErsIon  verde 1 acondicionada p= p= p= p=
X DS X DS
15 minutos 91.0 15.0 43.0 1.00 0.005
ABS 30 minutos 112 400 580 1.00 0.000  <0.001 <0.001 <0.001
60 minutos 131 14.00 77.0 2.00 0.003
15 minutos 7.05 0.32 442 051 0.002
PMS 30 minutos 9.80 0.23  7.60 0.30 0.000  <0.001 <0.001  0.765

60 minutos  13.4 040 790 030 0.000

P es la probabilidad de los anélisis estadisticos (a= 0.05).

178



179

6.9.2 Resultados de digestibilidad

Los resultados del bioensayo de la digestibilidad de la dieta deficiente a base de
chicharo verde 1 fueron evaluados mediante un ANOVA de dos factores, siendo el
primero el efecto del proceso de pos-acondicionamiento y el segundo el efecto del origen
de los camarones. Las DAMS y DAED no presentaron diferencias significativas debidas
al pos-acondicionamiento de la dieta, pero si hubo diferencias en la DAP (P=0.010)
(figura 65). Por el otro lado la DAMS, DAP y DAED de la dieta no se vio afectada
significativamente por el origen de los camarones (Nayarit o Sinaloa) (Figura 66).
Tampoco se presentaron diferencias significativas en la interaccion de los factores
proceso y origen para la DAMS, DAP y DAED de la dieta de chicharo verde 2 (Tabla
43). La DAMS fue de 78.5%, la DAED fue de 85% para la dieta deficiente de chicharo

verde 1 y la DAP paso de 92 a 90% con el pos-acondicionamiento.

Comparacion de la digestibilidad (factor proceso)

105
P=0.010 P=0.344

==

%0 P=0.908

==

75 -
60 -
45 -
30 -

Digestibilidd % (g/g)

15 A

DAMS DAP DAE
B Sin acondicionar Acondicionada

Figura 65. Efecto del proceso de pos-acondicionamiento sobre la digestibilidad de
materia seca, proteina y energia. P es la probabilidad de Anova del factor proceso. Las
barras indican la desviacion estandar (a= 0.05).
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Comparacion de la digestibilidad (factor origen)

105
P=0.850 P=0.519
I

90

P=0.991
75 -

45

30 -

Digestibilidd % (g/g)
(o]
o

15 A

DAMS DAP DAE
W Nayarit Sinaloa

Figura 66. Efecto del origen de los animales sobre la digestibilidad de materia seca, PC y
energia. P es la probabilidad de Anova del factor origen. Las barras indican la desviacion
estandar (a= 0.05).

Tabla 43. Evaluacion de la digestibilidad de la dieta a base de chicharo 1 con y sin pos-
acondicionamiento, utilizando animales con distinto origen en el experimento 9.

Deficiente
Deficiente ~ Chicharo
Chicharo verde 1 pos- T- T- Anova  Anova Anova
verde 1 acondicionada student Nayarit Sinaloa student proceso origen interaccion
X DS X DS P= X DS X DS P= pP= pP= P=

DAMS 785 103 784 083 0908 785 089 784 0.97 0805 0.980 0.940 0.490
DAP 921 075 902 095 0010 910 164 908 101 0991 0.010 0.520 0.200
DAED 844 42 86.1 052 0344 858 0.76 847 427 0519 0.360 0.520 0.340

El peso inicial de los animales fue 0.90g9+0.04g. P es la probabilidad de los analisis

estadisticos (o= 0.05).
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6.10 Efecto de pos-condicionamiento, DL-metionina-CMC y atrayente comercial sobre

la estabilidad de la dieta y rendimiento de L. vannamei (Experimento 10)

6.10.1 Anélisis quimico de las dietas

El contenido proximal fue semejante al estimado en las formulaciones, aungue se
presentaron diferencias significativas en el contenido de humedad (P=0.001) y PC
(P<0.001), pero no en lipidos, cenizas o energia Figura 67. La dieta Unicamente pos-
acondicionada presenté un contenido de PC 31%, dos puntos inferiores al resto, en tanto
la humedad fue de 9%, inferior solo en un punto. El contenido en el resto de los
nutrientes fue muy semejante para todos los tratamientos, el promedio en cada uno de
ellos fue de 8% de lipidos, 5% de ceniza, 44% de fibra + ELN y 4.7Kcal/g de energia
(Figura 67 y Tabla 44).

Composicidn Proximal de las Dietas

50
10 babb

Contenido (%base hiumeda)

Humedad Proteina Energia Lipidos Cenizas ELN+Fibra

H Control Pos-acondicionada H Met-CMC W Atractante

Figura 67. Composicion proximal de los alimentos correspondientes al experimento 10. P
es la probabilidad de Anova. Las barras indican la desviacion estandar y las letras
conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparacién mudltiple por Duncan (o=
0.05).
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El perfil tedrico y analizado de AA de las dietas en base hiumeda se presenta en la
Tabla 44, el andlisis efectuado por Degussa arrojo valores ligeramente menores en Met y
Lys, pero un poco superiores en el caso de Arg con respecto a los valores esperados. Las
dietas deficientes chicharo verde 1 presentaron valores promedio de 0.37% de Met,
mientras aquellas suplementadas con DL-Met encapsulada en CMC presentaron 0.67%
de Met total; el resto de los AA permanecio sin cambios importantes, con valores una
décima mas altos para las dietas suplementadas. Las diferencias en el contenido de Met
con respecto a la dieta control deficiente correspondieron con los niveles suplementados
(Figura 68B). La dieta comercial mostré valores mayores de Met (0.78%) y Lys (2.13%),
pero inferiores en Arg (1.98%) con respecto a la dieta de base. La dieta deficiente
chicharo verde 1 sin pos-acondicionamiento presentd un menor contenido de Met (0.34),
Lys (1.57%) y Arg (2.09) que las dietas pos-acondicionadas a los 60 minutos de
inmersion en agua marina (Figura 68 B). Por otro lado, el contenido las dietas pos-
acondicionadas fue muy homogéneo, con 0.40% de Met, 1.72% de Lys y 2.32% de Arg.
El contenido de la dieta comercial lixiviada fue de 0.77% de Met, 1.98% de Lys y 1.91%
de Arg.
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Tabla 44. Composicion proximal, contenido teérico de AA (% en base humeda) y contenido de los AA analizados (% en base seca)
antes y después de 60 minutos de inmersién en agua del experimento 10.

Deficiente Chicharo verde 2

Pos — acondicionamiento

Nutrientes (%) Met encapsulada en CMC Comercial AN O_VA
Atrayente -
X DS X DS X DS X DS

Humedad 101 020 ¢ 929 023 a 973 0.18b 102 0.10c 9.8 0.05 0.001
Proteina 332 055 b 310 023 a 333 021b 329 050b 332 0.3 <0.001
Lipidos 8.14 0.16 8.01 0.2 8.01 0.19 8.05 0.19 733 02 0.823
Ceniza 5.25 0.30 5.09 0.14 558 0.31 520 0.10 6.93 0.07 0.136
Fibra + ELN 43.3 46.6 43.4 43.6 42.7
Energia (Kcal/g) 484 03 ab 465 02 a 473 006b 476 03ab 138 0.1 0.844
Contenido total tedrico de Met 0.41 0.41 0.71 0.71 0.72
Contenido total tedrico de Cys 0.47 0.47 0.47 0.47 0.36
Contenido total teérico de Lys 2.00 2.00 2.00 2.00 1.97
Contenido total tedrico de Arg 2.10 2.10 2.10 2.10 2.09
Relacion Lys/Met 4.88 4.88 2.82 2.82 2.74
Contenido analizado de Met 0.37 0.37 0.67 0.67 0.78
Contenido analizado de Cys 0.42 0.42 0.44 0.45 0.47
Contenido analizado de Lys 1.81 1.83 1.95 1.96 2.13
Contenido analizado de Arg 2.30 231 2.42 2.40 1.98
Relacion Lys/Met 4.89 4.95 291 2.93 2.73
Contenido de Met después de lixiviar 0.34 0.38 0.40 0.40 0.77
Contenido de Cys después de lixiviar 0.42 0.47 0.46 0.47 0.39
Contenido de Lys después de lixiviar 1.57 1.71 1.73 1.72 1.98
Contenido de Arg después de lixiviar 2.09 2.32 2.34 231 191
Relacion Lys/Met 4.62 4.50 4.33 4.30 4.30

P es la probabilidad de Anova al considerar los tratamientos experimentales. Las letras en la misma linea indican conjuntos
homogéneos definidos por la prueba de comparacién multiple de medias por Duncan (o= 0.05).
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Contenido de AA en las dietas antes de lixiviar
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Figura 68. Contenido de AA en las dietas (A) antes y (B) después de 60 minutos de
inmersion (% en base seca).
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Contenido de AA de la dietas antes y después de 60 minutos de
inmersion

% en base humeda

Antes de lixiviar Después de 60 minutos de inmersion

mmmm Deficiente Chicharo verde 1 mmmm Pos - acondicionamiento mmmm Met encapsuladad en CMC
I Atractante I Comercial +- Carcas de camardn

=== Akiyama et al (1991)
Figura 69. Contenido de Met, Cys, Met+Cys, Lys y Arg en la dietas antes y después de

60 minutos de inmersion en agua (% en base seca).

6.10.2 Analisis fisico de las dietas

6.10.2.1 Capacidad de absorcion de Agua

Las dietas experimentales no mostraron diferencias significativas (P<0.410) en la

ABS de agua a los 60 minutos de inmersion, con un valor promedio de 87% como se

aprecia en la Figura 70.
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12 Absorcion de agua marina P=0.410

100 T
80 -
60 -
40 -
20 -

Absorcion (%alimento)

Tiempo de inmersion (60 min)
M Deficiente Chicharo verde 1 Pos-acondicionada m Met-CMC M Atractante

Figura 70. Comparacion de pérdida de materia seca (%) entre los alimentos a los 60
minutos. P es la probabilidad de Anova. Las barras indican la desviacion estandar y las
letras conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparacion mdultiple por
Duncan (a= 0.05).

6.10.2.1 Estabilidad de las dietas en el agua

6.10.2.1.1 Pérdida de materia seca

La PMS indic6 una reduccidn significativa (P<0.001) del 30% con el proceso de
pos-acondicionamiento a los 60 minutos de inmersién, pasando de 13.2 a 9.17%. Los
procesos de suplementacion de Met encapsulada en CMC o la adicion de atrayente no

influyeron sobre la PMS de las dietas (Figura 71y en la Tabla 45).

6.10.2.1.2 Pérdida de proteina

El comportamiento en las PMS de las dietas experimentales no indicé alguna
correlacion con el comportamiento de las PPC. La PPC en la dieta sin pos-acondicionar
fue de 41.2% y se redujo significativamente (P<0.001) en un 36% con el pos-
acondicionamiento. Por otra parte, las incorporaciones de DL-Met encapsulada en CMC
y un atrayente incrementaron significativamente las PPC en 21 y 32% respecto a la dieta
pos-acondicionada (Figura 71). Las PPC calculadas a partir de los valores analizados por
Degussa son ampliamente inferiores, sin embargo siguen el mismo comportamiento
(Tabla 45).
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6.10.2.1.3 Pérdida de energia

Las PE en las dietas experimentales no se encuentran correlacionados con las
PMS a los 60 minutos de inmersidn, sin embargo estan bien correlacionadas con las PPC
(R=0.98 y P=0.020). Las diferencias en PE entre las dietas experimentales fueron
marginalmente significativas (P=0.059), presentando un decremento del 46% con el pos-
acondicionamiento y un repunte del 20% con la suplementacion de DL-Met encapsulada
(Figura 71 y Tabla 45).

Pérdidas de nutrientes a los 60 minutos de inmersion
50

40

d a b ¢
30
a
T

20 i a . a
10 _ P<0 I

P<0 P=0
0 i T T

PMS PPC PE

M Deficiente Chicharo verde 1 Pos-acondicionada m Met-CMC M Atractante

% dela cantidad incial en el alimento

Figura 71. Comparacion de pérdida de materia seca (%) entre los alimentos del
experimento 10 a los 15, 30 y 60 minutos. P es la probabilidad de Anova. Las barras
indican la desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la prueba
de comparacion multiple por Duncan (o= 0.05).
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Tabla 45. Evaluacion de la ABS, PMS, PPC y PE por lixiviacion en los alimentos del
experimento 10.

Deficiente Chicharo verde 1

Pos - acondicionamiento ANOVA
Met encapsulada en CMC General
Atrayente =
x DS x DS x DS x DS
ABS 88.4 1.00 89.7 2.93 80.1 4.95 88.1 13.8 0.410
PMS 132 033 b 917 025 a 880 024 a 874 024 a <0.001

PPC

Maricutura 41.2 1.44 d 264 116 a 319 083 b 349 090 ¢  <0.001
PPC

Degussa 12.9 0.32 5.33 6.26
PE 19.4 238 b 105 354 a 143 0.74 ab 144 487 ab 0.059

P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma
linea indican conjuntos homogeéneos definidos por la prueba de comparacion maultiple de
medias por Duncan (a= 0.05).

6.10.2.1.4 Pérdida de aminoacidos

Las PAA a los 60 minutos de inmersion en agua marina estuvieron estrechamente
correlacionadas (R>0.99 y P<0.013) con la PPC utilizando los valores de Degussa y bien
correlacionadas con los valores de Maricultura (R> 0.96 y P<0.039). EI pos-
acondicionamiento redujo las PMet, PLys, PArg y PCys en 65, 37, 56, y 100%, aunque
no fue eficiente en aumentar la retencién de la DL-Met encapsulada en agar, que se
lixivio por completo a los 60 minutos de inmersion (Figura 73, Tabla 46). Por otro lado la
adicion de DL-Met encapsulada y el atrayente incrementaron las pérdidas de Lys en 30%,
de PArg en 30% y de Cys en 6% con respecto a la dieta Unicamente pos-acondicionada.
El AA mas lixiviado en los alimentos con los diferentes procesos fue la Lys. La PMet
libre no se redujo con la encapsulacion de en CMC.
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Tabla 46. Porcentaje de PMet total, PMet encapsulada, PLys total, PArg y PCys a los 60
minutos de inmersién en agua.

Deficiente Chicharo verde 1
Pos - acondicionamiento
Met encapsulada en CMC

Atrayente
X X X X
PPC 13.0 0.30 5.30 6.30
Met 20.6 7.4 46.4 46.3
Met encapsulada -- -- 99.9 99.9
Lys 25.0 15.8 20.3 21.0
Arg 215 9.5 13.2 13.4
Cys 13.5 -0.88 6.10 6.00

Pérdida de AA después de 60 min de lixiviacion

100

80

60

40

PAA (g/100g alimentol)

MET CYS M+C LYS ARG MET-CMC

B Deficiente Chicharoverde 1 Pos-acondicionada ™ Met-CMC ™ Atractante

Figura 72. Porcentaje de PMet total, PCys, PMet+PCys, PLys, PArg y PMet encapsulada

a los 60 minutos de inmersion en agua.

6.10.3 Resultados zootécnicos

El uso de jaulas individuales evitd el canibalismo, aln asi, la Suv se vio
disminuida con el tiempo de experimentacion. La implementacion de los distintos

procesos sobre la dieta deficiente chicharo verde 1 no mejoro significativamente ninguno
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de los pardmetros zootécnicos evaluados (Suv, crecimiento (peso, GP y TCE), biomasa,

consumo, EA o TEP) a lo largo de 35 dias considerando al tanque o al camarén como

unidad experimental (Tabla 47 y 48). La Suv y la biomasa Unicamente pueden ser

calculadas a partir del acuario.

Tabla 47. Evaluacion de los parametros zootécnicos acumulados a los 35 dias, utilizando

al tanque como la unidad experimental, para las dietas experimentales del
experimento 10.

Deficiente Chicharo verde 1

Pos — acondicionamiento

Met encapsulada en CMC

ANOVA

Atrayente
X DS X DS X DS X DS
Peso 0.84 0.06 0.84 0.02 0.86 0.01 0.77 0.04 0.121
Gpeso 235 8.20 22.0 1.70 31.0 1.70 20.2 550 0.121
TCE 0.59 0.19 0.54 0.05 0.74 0.02 049 014 0.139
Suv 73.3 115 93.3 11.5 86.7 11.5 86.7 23.1 0.424
Biomasa 3.09 0.66 3.92 0.47 3.73 0.46 3.38 1.04 0.505
Conbh 0.88 0.05 0.81 0.15 0.89 0.15 0.79 0.17 0.778
Conbs 0.88 0.05 0.81 0.15 0.88 0.15 0.79 0.17 0.777
Conlix 0.68 0.04 0.67 0.13 0.73 0.12 0.65 0.14 0.838
EAbh 0.17 0.06 0.20 0.03 0.25 0.03 0.18 0.04 0.164
EAbs 0.19 0.06 022 0.04 0.28 0.03 0.20 0.04 0.170
Elix 0.22 0.08 0.24 0.04 0.31 0.03 0.22 0.04 0.216
TEP 0.52 0.19 0.63 0.11 0.76 0.08 054 0.11 0.180

El peso inicial de los animales fue 0.67+0.002g. P es la probabilidad de Anova al
considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos
homogéneos definidos por la prueba de comparacion mdaltiple de medias por Duncan (o=

0.05).
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Tabla 48. Evaluacion de los parametros zootécnicos acumulados a los 35 dias, utilizando
al camaron como la unidad experimental, para las dietas experimentales del
experimento 10.

Deficiente Chicharo verde 1

Pos — acondicionamiento ANOVA
Met encapsulada en CMC =
Atrayente
X DS X DS X DS X DS

Peso 084 0.17 084 0.14 0.86 0.15 0.78 0.16 0.509
Gpeso 240 122 220 184 311 197 206 224 0.500
TCE 060 0.30 054 0.43 0.74 0.43 049 051 0.470
Conbh  0.88 0.12 0.80 0.25 089 0.36 081 0.39 0.848
Conbs 079 0.11 0.73 0.22 0.80 0.32 0.73 0.35 0.857
Conlix 0.69 0.09 066 0.20 0.73 0.30 0.67 0.32 0.883
EAbh 0.18 0.09 020 0.16 025 0.16 0.18 0.18 0.601
EAbs 020 0.11 022 0.17 028 0.17 020 0.20 0.609
Elix 023 0.12 024 0.19 030 0.19 022 0.22 0.644
TEP 054 0.29 0.63 0.51 0.75 047 054 054 0.638

El peso inicial de los animales fue 0.67+£0.002g. P es la probabilidad de Anova al
considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos
homogéneos definidos por la prueba de comparacion mdaltiple de medias por Duncan (o=
0.05).

A pesar de que la Suv no presenté diferencias significativas (P=0.424), la dieta sin
pos-acondicionar reflej6 una menor Suv desde los 7 dias (Figura 73). Como los
resultados zootécnicos obtenidos a los 35 dias de bioensayo no eran los esperados, se
decidio a continuar el bioensayo de crecimiento por 7 dias mas; donde la dieta espreada
con el atrayente y con menor incremento en peso (GP y TCE) hasta ese momento fue
sustituida por una dieta comercial, como control externo del crecimiento en la sala de
bioensayos. Los parametros zootécnicos se calcularon y evaluaron del dia 36 al 42 (Tabla
49), donde se observo una recuperacion en la GP de -3 a 7% y TCE -0.56 a 0.95 del
camaron. Incluso se encontraron diferencias significativas en GP (P=0.042) y TCE
(P=0.040) entre la dieta comercial y la dieta sin pos-acondicionamiento, pero no hubo
diferencias de las dietas pos-acondicionadas con ninguna de las anteriores (Figura 74). El
resto de los parametros no presentaron diferencias significativas incluyendo la Suv
(P=0.697).
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Figura 73. Sobrevivencia (5 animales iniciales) de los camarones alimentados con los
distintos tratamientos, de 0-42 dias. P es la probabilidad de Anova a los 35 y 42 dias. Las
barras indican la desviacion estandar.

Tabla 49. Evaluacion de los parametros zootécnicos calculados de los 36-42 dias del

bioensayo, utilizando al tanque como la unidad experimental, para las dietas

experimentales del experimento 10.

Deficiente Chicharo verde 1

Pos —acondicionamiento

Met encapsulada

en CMC Comercial

X DS X DS X DS X DS
Peso 0.83 0.06 0.86 0.02 0.89 0.04 0.84 0.06 0.366
GP -1.12  1.88 165 134 ab 360 434 ab 7.10 292 0.042
TCE -0.19 0.28 023 019 ab 049 060 ab 095 0.38 0.040
Suv 73.3 11.5 86.7 115 86.7 115 80.0 20.0 0.697
Biomasa 3.05 0.65 3.74 055 3.86 0.39 3.39 1.08 0.534
Conbh 0.13 0.01 0.11 0.01 0.12 0.02 0.13 0.03 0.525
Conbs 0.12 0.01 0.10 0.01 0.11  0.02 0.12 0.03 0.564
Conlix 0.10 0.01 0.09 0.01 0.10 0.02 0.11 0.03 0.614
EAbh -0.20 0.21 0.06 0.13 0.19 0.40 0.43 0.13 0.065
EAbs 0.50 0.15 0.68 0.04 071 021 0.57 0.20 0.404
Elix 0.26 0.13 0.28 0.06 0.11 0.15 0.08 0.25 0.372
TEP -0.61 0.62 -0.34 1.35 056 1.19 0.57 1.66 0.577

El peso inicial de los animales fue 0.67+0.002g. P es la probabilidad de Anova al
considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos
homogéneos definidos por la prueba de comparacion mdaltiple de medias por Duncan (o=

0.05).
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Figura 74. GP acumulada promedio (%, N tnque =3) alimentados con la dieta deficiente
chicharo verde 1 procesada de distinta manera, de 0-42 dias. Pss es la probabilidad de
Anova de la ganancia en peso acumulada los 35 dias y P4, es la probabilidad de Anova de
la GP semanal de 35 a 42 dias. Las barras indican la desviacién estandar y las letras
conjuntos homogéneos definidos por la prueba de Duncan (o= 0.05).

6.11 Contribucion relativa de nitrégeno dietario al carcas de L. vannamei

(Experimento 11)

6.11.1 Anélisis quimico de las dietas

El contenido proximal no present6 diferencias significativas para el contenido de
PC, aunque si fueron significativas para humedad (P=0.010), lipidos (P=0.024), cenizas
(P<0.001), fibra (P=<0.001) y energia (P=<0.001). El contenido proximal de las dietas
experimentales fue de 10 a 11% de humedad, de 20 a 24% de PC, de 7.7 a 8.6% de
lipidos, de 6.4-8.4% de ceniza, de 1.0 a 6.6% la fibra, de 43 a 53% ELN vy la energia de
4.4-4.8 Kcal/g siendo semejantes a los esperado (Figuras 75, 76 y Tabla 50).

193



194

Composicion Proximal de las Dietas
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Figura 75. Composicién proximal de los alimentos correspondientes al experimento 11. P
es la probabilidad de Anova. Las barras indican la desviacion estandar y las letras
conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparacién mudltiple por Duncan (o=
0.05).
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Composicion proximal de las dietas
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Figura 76. Composicion proximal de los alimentos correspondientes al experimento 11 y
su correlacién con el porcentaje de inclusion de la formula deficiente chicharo verde 3.
Debajo de cada nutriente se presenta la ecuacion de la regresion lineal (y), el coeficiente
de determinacion (R?) y la probabilidad de la regresion (P).
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Tabla 50. Contenido proximal analizado de los alimentos (base humeda) y de AA (base seca) del experimento 11.

196

Deficiente Chicharo 95% PCh: 85% PCh: 70% PCh: 55% PCh: 40% PCh: 100% proteina de
verde 3 5% PP 15% PP 30% PP 45% PP 60% PP pescado Anova P=
X DS X DS X DS X DS X DS X DS X DS

Humedad 111 0.13 ¢ 11.1 001 c 10.7 023 bc 104 018 ab 996 0.18 a 102 046 ab 989 034 a 0.01
Proteina 20.2 083 a 202 192 a 212 093 ab 215 167 ab 222 175 ab 227 034 ab 244 059 b 0.117
Lipidos 792 02 abc 785 0.17 abc 771 028 abc 859 033 d 841 024 cd 826 0.11 acd 765 0.08 a 0.024
cenizas 6.44 0.03 a 6.44 0.04 a 6.67 0.02 b 6.94 0.01 728 0.01 d 76 001 e 841 0.02 f <0.001
Fibra 1.01 0.08 a 1.11 0.02 a 183 013 b 265 013 c 346 011 d 43 018 e 66 013 f <0.001
Energia 476 0.08 d 459 0.02 bc 451 001 ab 465 0.06 bcd 444 0.05 a 441 0.06 473 0.07 cd 0.002
ELN 53.3 53.3 51.9 499 48.7 46.9 43.1
Contenido tedrico de:
Met 0.17 0.19 0.24 0.31 0.39 0.46 0.65
Cys 0.31 0.3 0.29 0.28 0.27 0.26 0.22
Lys 1.52 1.54 1.57 1.62 1.68 1.73 1.87
Thr 0.68 0.69 0.72 0.77 0.81 0.86 0.98
Arg 1.87 1.84 1.79 1.71 1.64 1.56 1.35
lle 0.92 0.92 0.93 0.95 0.97 0.99 1.03
Leu 15 1.52 1.54 1.58 1.62 1.66 1.77
Val 1.02 1.03 1.05 1.09 1.12 1.15 1.24
His 0.49 0.5 0.51 0.52 0.53 0.55 0.58
Phe 1 1 0.99 0.99 0.98 0.97 0.95
Trp 0.17 0.17 0.18 0.18 0.19 0.2 0.22
Pro 0.81 0.81 0.82 0.83 0.84 0.85 0.89
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Continuacion tabla 50
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85% PCh:

70% PCh:

55% PCh:

40% PCh:

Deficiente Chicharo 95% PCh: 100% proteina de
verde 3 5% PP 15% PP 30% PP 45% PP 60% PP pescado Anova P=
X DS X DS X DS X DS X DS X DS X DS

Contenido analizado de:

Met 0.18 0.2 0.25 0.31 0.38 0.44 0.62
Cys 0.28 0.28 0.27 0.27 0.26 0.25 0.23
Lys 1.49 151 1.55 1.6 1.66 1.71 1.86
Thr 0.72 0.73 0.76 0.8 0.84 0.88 0.99
Arg 1.83 1.8 1.75 1.68 1.6 1.52 1.32
lle 0.89 0.9 0.92 0.94 0.97 0.99 1.06
Leu 1.52 1.53 1.56 1.61 1.65 1.69 1.81
Val 1.01 1.02 1.05 1.09 1.12 1.16 1.26
His 0.49 0.49 0.5 0.51 0.52 0.53 0.56
Phe 1.01 1.01 1.01 1 1 0.99 0.98
Trp 0.23 0.23 0.24 0.25 0.27 0.28 0.31
Pro 0.79 0.8 0.81 0.83 0.85 0.87 0.92

El contenido de AA fue analizado para las dietas extremo y estimado para las mezclas. P es la probabilidad de Anova al considerar
todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos homogéneos definidos por la prueba de comparacién mdaltiple

de medias por Duncan (o= 0.05).
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El perfil de AA de las dietas con 100% proteina de chicharo y 100% proteina de
pescado fue muy préximo al estimado en las formulaciones (Figura77). La dieta a base de
100% proteina chicharo present6 una deficiencia de 60% en Met con respecto al perfil del
carcas de camaron, la cual se redujo a 55, 46, 32, 17% y hasta cubrir este nivel al sustituir
con los niveles de 5, 15, 30 45 y 60% de la formula con 100% proteina de pescado. Asi
mismo se presentd una deficiencia de 8% en Thr que se redujo a 4% con la sustitucion de
5% de la formula 100% proteina de pescado. Por otra parte la dieta a base de 100% de
proteina de pescado presentd una deficiencia de 15% en Arg. El resto de los AAI cubrio

el contenido para 22% de proteina de camaron.

Contenido de AA en las dietas antes de lixiviar

% en base seca

MET CYS M+C LYS THR ARG ILE LEU VAL HIS PHE TRP GLY SER PRO ALA ASP GLU

mmmm Deficiente Chicharo verde 3 95% PCh: 5% PP s 85% PCh: 15% PP
m 70% PCh: 30% PP I 55% PCh: 45% PP 40% PCh: 60% PP
100% proteina de pescado Perfil camaron (22%PC) === Akiyama et al, 1991 (22%PC)

Figura 77. Contenido estimado de los AA dietarios obtenido a partir del contenido
analizado en las dietas de base con 100% de proteina de chicharo y 100% de proteina de

pescado del experimentoll.
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6.11.2 Andlisis fisico de las dietas

6.11.2.1 Capacidad de absorcion de Agua

Los andlisis fisicos de las dietas mostraron diferencias significativas en la ABS a
los 60 minutos de inmersion (P=0.003). EI contenido de harina de chicharo no se
correlacion6 con la ABS, incluso las dietas con 100% de proteina de chicharo o proteina
de pescado presentaron niveles semejantes. La dieta con 95% proteina de chicharo
presentd la menor ABS (86%), en tanto aquella de 85% proteina de chicharo presento el
nivel més elevado (126%), el resto de las dietas reflejaron una ABS promedio de 106%
(Figura 78 y Tabla 51).

150 Absorcion de agua marina P=0.003
b a c b b b bc
120 T
T 90 -
2
< 60 -
30 -
0 .
® 100% PCh 1 95% PCh: 5% PP m 85% PCh: 15% PP m70% PCh: 30% PP
1 55% PCh: 45% PP 40% PCh: 60% PP 100% PP

Figura 78. Comparacion de absorcion de agua (%) entre los alimentos del experimento 11
a los 60 minutos. PCh es proteina de chicharo y PP es proteina de pescado. P es la
probabilidad de Anova. Las barras indican la desviacion estandar y las letras conjuntos
homogéneos definidos por la prueba de comparacion mdaltiple por Duncan (a= 0.05).

6.11.2.2 Estabilidad de las dietas en el agua

6.11.2.2.1 Pérdida de materia seca
En la Figura 79 se aprecia que la PMS de los alimentos experimentales presentd

diferencias significativas (P<0.001) a los 15 minutos de inmersion en agua (de 5.8 a
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11.8%). La PMS en los alimentos aumentd en una correlacion positiva (R=0.952 y
P=0.001) con el incremento en el contenido de harina de chicharo de los alimentos

experimentales (Figura 79 y Tabla 51).

6.11.2.2.2 Pérdida de proteina

Los alimentos experimentales presentaron diferencias significativas (P<0.001) en
la PPC. La PPC de entre 15y 25% no se relacion6 con el contenido de harina de chicharo
en las dietas (Figura 79 y Tabla 51).

6.11.2.2.3 Pérdida de energia

La PE en los alimentos experimentales presentd diferencias significativas
(P<0.001) a los 15 minutos de inmersién en agua. La PE en los alimentos siguid la misma
tendencia que la PMS, excepto para la dieta 100% PP. Por otra parte, la PE estuvo
positivamente correlacionada (R=0.969 y P=0.001) con el incremento en el contenido de

harina de chicharo en los alimentos, como ocurri6 con la PP. (Figura 79 y Tabla 51).
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Pérdidas de nutrientes a los 60 minutos de inmersion P<0.001
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40% PCh: 60% PP = 100% PP

Figura 79. Comparacion de pérdida de materia seca (%) entre los alimentos del experimento 11 a los 60 minutos. PCh es proteina de
chicharo y PP es proteina de pescado. P es la probabilidad de Anova. Las barras indican la desviacion estandar y las letras conjuntos

homogéneos definidos por la prueba de comparacion multiple por Duncan (o= 0.05).
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Tabla 51. ABS, PMS, PPC y PE a los 60 minutos en los alimentos del experimento 11.

Deficiente
Chicharo verde 95% PCh: 85% PCh: 15%  70% PCh: 30%  55% PCh: 45%  40% PCh: 60%  100% proteina ANOVA
3 100% PP PP PP PP PP de pescado General
X DS X DS X DS X DS X DS X DS X DS P

126 27 ¢ 102 08 b 110 14 b 101 09 b 113 129 bc 0.003

PMS 112 055 de 11.8 0.01 106 040 d 899 010 c 746 045 b 6587 012 b 583 035 a <0.001

PPC 214 038 c 227 024 253 114 f 195 098 b 151 046 a 204 012 bc 231 005 e <0.001

PE 138 003 ¢ 132 109 c¢ 108 1.07 bc 88 032 ab 53 244 a -24 229 a 143 092 c  <0.001

P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos homogéneos
definidos por la prueba de comparaciéon multiple de medias por Duncan (o= 0.05).

ABS 105 40 b 859 18

o ®©
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6.11.3 Resultados zootécnicos

La sobrevivencia de los camarones alimentados con los distintos tratamientos,
incluso con el alimento 100% PCh (deficiente en varios AAI) fue buena (89-100%) y no
present0 diferencias significativas (P=0.722) a los 29 dias de bioensayo (Figura 80 y
Tabla52).

Sobrevivencia
P=0.722

100 I I J I I J

80 +—

60 +— —]

Suv (%)

40 +— —

20 +— —]

0 T T T T T T
100% PCh  95% PCh: 85% PCh: 70% PCh: 55% PCh: 40% PCh: 100% PP
5% PP 15% PP 30% PP 45% PP 60% PP

Figura 80. Sobrevivencia promedio (7 animales finales) de todos los tratamientos (n=3) a
los 29 dias. PCh es proteina de chicharo y PP es proteina de pescado. P es la probabilidad
de Anova. Las barras indican la desviacion estandar.

La dieta con 100% proteina de chicharo presentdé un pobre crecimiento (GP de
64% y TCE de 1.71), sin embargo el reemplazo por proteina de pescado mejoro
significativamente (P<0.001) el rendimiento del camardn, hasta obtener niveles de 236%
de GP y 4.17 de TCE con el 100% de proteina de pescado (Figura 81). La GP y TCE
mostraron una correlacion negativa (R<0.94 y P<0.001) con el nivel de proteina de

chicharo.
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Ganacia en peso
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Figura 81. GP promedio (% en vivo, n=3). PCh es proteina de chicharo y PP es proteina
de pescado. P es la probabilidad de Anova a los 29 dias. Las barras indican la desviacion
estandar y las letras conjuntos homogéneos definidos por la prueba de Duncan (o= 0.05).
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Tabla 52. Evaluacion de los pardmetros zootécnicos a los 29 dias en el bioensayo de contribuciones del experimento 11.

Deficiente

Chicharo

verde del 95% PCh: 85% PCh: 70% PCh: 55% PCh: 40% PCh: 100% proteina  ANOVA

Canada 3 100% PP 15% PP 30% PP 45% PP 60% PP de pescado P=

X DS X DS X DS X DS X DS X DS X DS
Peso 023 003 a 025 002 a 025 0.02 a 031 007 b 036 003 bc 041 006 c 047 0.04 d <0.001
GP 648 178 a 782 119 a 775 125 a 121 532 b 156 229 bc 193 421 c¢ 236 268 d <0.001
TCE 171 036 a 199 023 a 197 025 a 274 009 b 323 031 bc 368 051 cd 417 028 d <0.001
Suv 96.3 6.41 926 6.41 92.6 128 96.3 6.41 926 6.41 100 0.00 889 111 0.722

Biomasa 201 0.10 a 209 012 a 207 027 a 271 018 b 298 01 b 370 05 ¢ 377 02 c¢ <0001
El peso inicial de los animales fue 0.140+0.030g. P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la
misma linea indican conjuntos homogeéneos definidos por la prueba de comparacion multiple de medias por Duncan (a= 0.05).
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La tasa de crecimiento, tasa estimada de recambio metabolico y tiempo medio de
residencia en el musculo de camarones alimentados con las dietas experimentales es
presentada en la Tabla 53 y Figura 82. Debido a los diferentes origenes ecoldgicos de la
harina chicharo y de la harina de pescado muestran valores significativamente diferentes
(P<0.001) de 8N (1.5 0.4 y 16.6 +0.1 %o, respectivamente), lo que permitié la
formulacion de dietas isotopicamente contrastantes y esto a su vez promovié un amplio
rango de cambios isotdpicos en el tejido muscular. Estos cambios isotopicos facilitaron la
estimacion de la contribucion dietaria y la determinacion de la tasa metabdlica de
recambio del nitrégeno. A pesar del bajo contenido de proteina, las 7 dietas tuvieron una
rapida influencia sobre los valores isotopicos del musculo de camaroén y para el dia 22 los
animales de todos los alimentos evaluados ya habian alcanzado el equilibrio isotdpico.
Los valores 8°N en el musculo de camarén cultivado con dietas de proteina mixta
estuvieron estrechamente relacionadas con los valores isotopicos del nitrégeno dietario
aportado por las diferentes proporciones de harinas de chicharo y pescado. Los factores
de discriminacion isotopica A™N entre los animales y sus respectivas dietas fueron
contrastantes. El factor de discriminacion isotopica A™N entre el tejido muscular del
camaron y la dieta con 100% de proteina de pescado fue pequeiia (0.5 %o), mientras que
el valor observado entre el tejido muscular del camaro6n y la dieta deficiente de chicharo
verde 3 fue significativamente mas grande (7.4 %o). Los factores de discriminacioén A®N
en todos los tratamientos estuvieron altamente correlacionados (r’= 0.94) con el

contenido de chicharo en las dietas.

La estimacion del parametro m por regresion linear no iterativa (Hesslein et al., 1993)
indic6 que las tasas metabdlicas de recambio de nitrogeno en el tejido muscular del
camar6n presentaron alta variabilidad (0.014-0.078 d™) y los valores no estuvieron
correlacionados con el contenido de chicharo en la dieta Figura 83. Las tasas de recambio
del nitrogeno més elevadas corresponden a los camarones alimentados con 85PCh:15PP
y 95PCh/5PP (0.078 y 0.062 dia™, respectivamente), mientras que el valor mas bajo
(0.014 d™) se determind en el misculo del camarén alimentado con 70PCh/30PP. Los
tiempos residencia media de nitrogeno en el tejido de camardn se estimaron de 7.4 dias
(con la dieta de 85PCh/15PP) a 17.6 dias (con la dieta de 70PCh/30PP).
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Tabla 53. Tasas de crecimiento (k), tasas estimadas de recambio metabolico (m) y tiempos medios de residencia (tso) en musculo de
camaron L. vannamei cultivados con las dietas del experimento 11. La discriminacion isotopica corresponde a las diferencias entre las
dietas y el tejido muscular después de alcanzar el equilibrio (A™N).

Chiclﬁeel:gc\lleerﬁiee del 95% PCh: 85% PCh: 70% PCh: 55% PCh: 40% PCh: 100% proteinade  ANOVA
Canadé 3 5% PP 15% PP 30% PP 45% PP 60% PP pescado p=
X DS X DS X DS X DS X DS X DS % DS
k() 0017 0004 ¢ 0020 0002 ¢ 0020 0003 c 0027 000l b 0032 0003 ab 0037 0005 a 0042 0003 a 0001
m@?) 0053 0011 a 0062 0008 a 0078 0024 a 0014 0013 b 0021 0006 ab 0027 0028 a 0048 0012 a 0002
teo (d) 101 22 ab 85 1 b 74 21 b 176 6 a 128 08 ab 113 45 ap 77 13 b 00U
ASN (%) T4 6.3 6.1 3.6 3.2 3 0.5

P es la probabilidad de Anova al considerar todos los tratamientos. Las letras en la misma linea indican conjuntos homogéneos
definidos por la prueba de comparacion multiple de medias por Duncan (a= 0.05).
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P=0.017

mk(d-1)
P=0.001

m (d -1)
P=0.002

Figura 82. Comparacion del crecimiento (k), recambio metabdlico (m) y tiempo de residencia media del nitrégeno (tso), obtenidos a
partir del modelo Hesslein. P es la probabilidad de Anova. Las barras indican la desviacion estandar y las letras conjuntos homogéneos
definidos por la prueba de comparacion multiple por Duncan (o= 0.05).
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—s=— 100PCh §"°N= 8.64+2.40*exp(0.017+0.053*t)
—— 95PCh/5PP  5'°N= 8.74+2.30*exp(0.020+0.062*t)
—A— 85PCh/15PP 5'°N= 9.54+1.50*exp(0.020+0.078*t)
—0— 70PCh/30PP  §'°N= 9.89+1.15*exp(0.027+0.014%)

—e— 55PCh/45PP nd
—o— 40PCh/60PP §'°N= 11.95-0.91*exp(0.037+0.027*t)

—w— 100PP 5"°N= 14.52-3.48*exp(0.042+0.048*t)
15.0 T

14.0 4 100% Harina de Pescado I/I

13.0

12.0

11.0 4

§"°N

10.0

9.0 +

8.0

1.0 A

Figura 83. Cinéticas de los cambios en los valores del isétopo estable de nitrégeno (%o)
en el masculo de L. vannamei al ser alimentados con las dietas del experimento 11,
partiendo de una dieta de acondicionamiento. Los valores predichos mediante el modelo
de Hesslein et al. (1993) se presentan en lineas punteadas. Las flechas representan los
factores de discriminacion isotdpica entre el musculo de camarén y las respectivas dietas

con 100% de proteina de pescado o de chicharo.

Los cambios isotopicos 8°N durante el periodo experimental y su utilizacién en
el modelo de mezclado isotopico indicaron que el nitrégeno de las harinas de chicharo y

de pescado en las dietas donde se mezclaron tuvieron contribuciones al nitrogeno del

209



210

musculo del camarén muy semejantes a las esperadas, que corresponden a las
proporciones en las que las dos dietas de base fueron mezcladas; con excepcion de los
camarones alimentados con la dieta 70PCh:30PP, donde la contribucion del nitrégeno de
chicharo hacia el musculo del camardn (78%) fue significativamente mas elevada (P=
0.006) que la proporcion de nitrégeno en la dieta (Figura 84). La proporcion de
nitrégeno chicharo: pescado (54:46) otorgada en la dieta 55PCh/45PP fue muy semejante

a la contribucion estimada mediante el modelo de mezclado de 59:41.

Contribucion del N dietario del chicharo y del pescado al N del camarén

100 T

90 P_ngnﬁ
80 - l i
c a
O 70 A
S 60 - I
£ 50 - 1 - i
5w - e
S 20 - ! i
10 - i
0 _

PCh PP PCh PP PCh PP PCh PP PCh PP

Dieta ~ J°PCh:oPP 85PCh:15PP  70PCh:30PP  55PCh:45PP  40PCh:60PP

BB Valores esperados Valores observados
Figura 84. Las proporciones esperadas y observadas de nitrogeno en la que contribuyeron
la harinas de chicharo y de pescado al nitrégeno en el masculo de L. vannamei. Las
contribuciones se estimaron usando un modelo de un isotopo y dos fuentes (n=18). Las
letras indican diferencias significativas y P la probabilidad de * de bondad de ajuste.

Al calcular la contribucion de materia seca de cada ingrediente con base en las
contribuciones de nitrégeno antes presentadas se obtuvieron valores muy cercanos a los
esperados, con excepcion de la dieta 70PCh:30PP. Las diferencias en magnitud entre las
contribuciones de nitrégeno y materia seca se deben principalmente a que en la dieta a
base de chicharo, esté ingrediente se incluye en 85% y ademas de ser una fuente proteina
tiene un compartimento importante de carbohidratos; en tanto el pescado se incluye en

32% y su compartimento mas importante corresponde a la proteina (72% bh).
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Contribucion de la materia seca del chicharo y del pescado a la materia
seca del camarén
P=0.03

100
90 o
80
70
60
50
40
30
20
10

% Contribucién

PCh PP PCh PP PCh PP PCh PP PCh PP

Dieta 95PCh:5PP 85PCh:15PP 70PCh:30PP 55PCh:45PP  40PCh:60PP

Bl Valores esperados Valores observados
Figura 85. Las proporciones esperadas y observadas de materia seca en la que
contribuyeron la harinas de chicharo y de pescado a la materia seca en el masculo de L.
vannamei. Las contribuciones se estimaron a partir de las contribuciones de nitrogeno
corregidas por las concentraciones de nitrogeno en los ingredientes (Fry, 2006) (n=18).
Las letras indican diferencias significativas y P la probabilidad de ¥ de bondad de ajuste.
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7. DISCUSION

7.1  Efecto de hidroxi andlogo de Met-Ca en un alimento comercial deficiente

(Experimento 1)

7.1.1 Andlisis quimico de las dietas

Los niveles de 33-29.8% de proteina encontrados en la dietas del experimento 1
estdn dentro de los niveles recomendados para L. vannamei de alrededor de 30%
(Akiyama et al., 1991), y son mayores a los recomendados por Cruz et al. (2000) y
Velasco et al. (2000) de proteina digestible (25%) debido a que la proteina de los
ingredientes no es 100% digestible, pero son inferiores a los valores (35-40%) utilizados
por la industria de alimentos para L. vannamei en México (Cruz-Suarez et al., 2002). La
dieta con inclusion teorica de 0.14% de MHA, solo presentd un contenido analizado de
0.10% de MHA, con lo cual el contenido de Met total se incrementd de 0.65 a 0.73% de
Met total (1.93 a 2.17% de proteina), considerando la aportacion teérica de HMTBA
(84%). Por otro lado la dieta comercial, utilizada como control externo presentd menor
contenido de proteina (29.8%) y de Met (0.53% ) que las dietas experimentales (con 33%
de proteina y 0.63% de Met) y los valores sugeridos para la industria (30% de proteina y
0.72 de Met) (Akiyama et al., 1991).

7.1.2 Andlisis fisico de las dietas

La ABS de agua marina de la dieta deficiente en Met de soya 1 (93%) fue mayor
que en la dieta suplementada con 0.14% de MHA (82%), probablemente debido a
diferencias en el procesamiento del lote. Valores de ABS mas altos pueden estar
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asociados a una menor estabilidad del pelet, en funcion de que el agua es transportada de
la superficie hacia el nucleo del pelet a través de las fibras filamentosas de los
ingredientes (Akiyama et al., 1991). Una ABS de agua mayor en la dieta deficiente en
Met soya 1, podria estar relacionada con mayores pérdidas de materia seca, Met, Lys y
Arg en comparacion con los valores obtenidos para la dieta suplementada con 0.14% de
MHA, en contraste la PPC y la PE no presentaron la misma relacion. Los valores de PMS
(17-21%), PPC (9-10%) y PE (22-24%) corregidos por sal para las dietas del
experimento 1, fabricadas en Costamar, fueron mayores que los reportados para
alimentos comerciales mexicanos (2-5%, 0-12% y 10% respectivamente) sin la
correccion por sal (Cruz-Suérez et al., 2002). Dominy y Lim (1991) han reportado PMS
para alimentos comerciales asiaticos (5-7%) y alimentos experimentales fabricados
industrialmente (7-12%) inferiores a los obtenidos en el presente experimento, al igual
que la PMS (4-8%) reportada por Fox et al. (1995) en dietas extruidas para la

determinacion del requerimiento de Lys.

Ricque-Marie et al. (2006) encontraron en alimentos comerciales pérdidas de
25% para Met y Lys y de 20% para Arg en 60 minutos de inmersion, las cuales
presentaron una tendencia semejante a las pérdidas de Met (37-41%), Lys (34-41%) y
Arg (22-30%) con las dietas experimentales del presente experimento. Por otra parte
Huai et al. (2009b) reportd la lixiviacion de AA (método de Dominy y Lim, 1991) en una
dieta extruida a base de harina de pescado y gluten, deficiente en Thr, encontrando
pérdidas de Met, Lys y Arg (8.8, 6.7, 1.04% respectivamente) que resultan bajos en
relacion a los valores presentados anteriormente para las dietas del presente experimento.
Lo antes reportado implica una pérdida de AA solubles exclusivamente de las proteinas
intactas (i. e. pasta de soya, harina de trigo, harina de pescado, etc.). En oposicion a los
reportes técnicos de Novus International, los que consideran una baja solubilidad de
MHA, se encontr6 una elevada PMHA (57%) en la dieta con 0.14% MHA, la que
concuerda con la pérdida de HMTBA (44%) reportada por Fogle et al. (1999) en
alimentos para camardn a base de pasta de soya (44%), harina de trigo (30%) y harina de
pescado (15%) suplementado con Alimet, una presentacion en liquido del anélogo de
Met.
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Las dietas, deficiente en Met soya 1 y suplementada con 0.14% de MHA con
contenidos de Met total de 0.65 y 0.73% respectivamente (1.93 y 2.17% de proteina)
més elevados que el contenido de la dieta comercial de 0.53% (1.78% de proteina),
produjeron crecimientos similares (GP 176-204%). Las TEP fueron inferiores por el
mayor contenido de proteina de las dietas y su mayor consumo. De acuerdo a lo anterior
una deficiencia de 20% de Met en la dieta deficiente en Met soya 1, de 9% en la dieta
suplementada con 0.14% de MHA o de 26% en la dieta comercial con respecto a las
recomendaciones para la industria de los camarones (Akiyama et al., 1991) son capaces
de producir el mismo rendimiento. En resumen, los alimentos con niveles de proteina de
29.8 a 33% vy niveles de Met de 0.53 a 0.73% y de AAS de 1 a 1.17% no generan
cambios significativos en el crecimiento y la sobrevivencia de los camarones que los
consumieron, por lo que es posible que el requerimiento de Met total sea menor de
0.53%, con este tipo de dietas donde hay un alto aporte de Cys (0.51%) y de colina

(aportada por ingredientes como HP, lecitina de soya, Aceite de pescado etc).

7.1.3 Resultados Zootécnicos

La falta de diferencia en los crecimientos producidos por las dietas
experimentales, suplementada o no con MHA (0.10%) en el presente experimento
contrastan con las mejoras en el crecimiento de P. monodon reportadas por Swick et al.
(1995) con dietas incluyendo proporciones de 20:13 y 20:10 de pasta soya y harina de
pescado cuando fueron suplementadas con 0.5% de MHA. Por otra parte los resultados
del presente experimento concuerdan con los resultados reportados por Vazquez-Afion et
al. (2004), donde usando una dieta 18% deficiente en Met (Akiyama et al., 1991) a base
de trigo duro (43%), pasta de soya (26%) harina de pescado (15%) y solubles de
menhaden (5%), ademas de AA cristalinos (0.08% de Arg, 0.07% Lys y 0.06% de Thr) y
suplementado con 0.1, 0.2 y 0.3% de MHA tampoco obtienen diferencias significativas
en el peso de L. vannamei a los 28 dias; ademas de que la GP (147%) en animales de 1.29
es inferior a la obtenida con la dieta deficiente en Met soya 1 (186%), aunque la

considera tipica en estudios de agua clara. En acuerdo con los resultados en el presente
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experimento, Forster y Dominy (2006) con una dieta a base de proteina vegetales (48.6%
de trigo entero, 29.3% de pasta de soya y gluten de trigo 4%) adicionada con AAC (0.5%
de Arg, 0.5% de Lys-HCI, 0.2% de Thr y 1% Glu) obtiene una dieta 38% deficiente en
Met con una GP de 243% que tampoco es significativamente diferente de la dieta

suplementada con 0.6% de MHA, o de un control positivo comercial.

En una serie de bioensayos de crecimiento en tanques con produccion natural Fox
et al. (2006) evaluaron la eficiencia de DL-Met, HMTBA- unido a Mn, Ca, Cuy Zny
Polymet como fuentes de Met sobre dos dietas deficientes en Metionina. La primer dieta
a base de pasta de soya (53.2%) y subproductos de ave (6%) present6 un deficiencia de
45% de Met (Akiyama et al., 1991) y la segunda a base de pasta de soya (44.60%),
subproductos de pollo (6%) y gelatina (5%) tuvo una deficiencia de 48% de Met. La
primer dieta fue suplementada con 0.12% de cada una de las fuentes de HMBTA para
quedar en una deficiencia de solo 32% de Met y la segunda dieta planteada fue
suplementada con HMTBA-Cu para reducir gradualmente la deficiencia de Met (a
niveles de 44, 40, 35 y 30%); los autores no encontraron diferencias significativas en el
crecimiento (GP de 1500 y 740%) de los camarones tratados con las dietas deficientes y
con las dietas suplementadas con alguna fuente de HMTBA, acorde con lo encontrado en

el presente experimento.

Los consumos observados en las dietas deficientes en Met soya 1 con y sin
suplementar con MHA presentaron diferencias con respecto a la dieta comercial, aunque
las tres presentan pescado como atrayente y fueron producidas industrialmente, ya que
como indica Biswas et al. (2007) las dietas a base de proteinas vegetales pueden estar
escasas en atrayentes. En estudios anteriores (Swick et al., 1995; Forster and Dominy,
2006) han encontrado que la suplementacién de MHA incremento la TCA a niveles de la
dieta comercial, en contraste en el presente experimento se observaron valores de TCA
semejantes entre las dietas experimentales y la dieta comercial. En estudios previos con la
suplementacion de MHA en alimentos para camardn no se ha monitoreado la TEP, ni la
UNP. La TEP sefiala que con la cantidad de proteina ingerida con la dieta comercial, el
crecimiento fue mayor y se asocia con la diferencia encontrada en el consumo. La UNP

fue significativamente mas baja (0.22) con la dieta deficiente en Met soya 1 y se

215



216

incrementa en la dieta comercial por contener menos proteina (0.3) con la
suplementacién del 0.1% de MHA indicando una incremento en la eficiencia de retencion

de proteina.

Los diferentes trabajos publicados (Forster and Dominy, 2006; Fox et al., 2006),
donde se evalu6 la MHA como aditivo para cubrir los requerimientos de Met, han tenido
dificultades para mostrar efectos positivos de la suplementacién sobre el crecimiento,
posiblemente como consecuencia de una sobreestimacion de los requerimientos de Met
utilizados para férmular. En otros estudios (Forster and Dominy, 2006; Fox et al., 2006)
la MHA también ha demostrado tener un efecto atrayente, aumentando el consumo del

alimento y en ocasiones la TCA.

7.2  Efecto de hidroxi anadlogo de Met-Ca en un alimento experimental deficiente

(Experimento 2)

7.2.1 Andlisis quimico de las dietas

Los niveles de 30% de proteina elegidos y encontrados en las dietas deficiente en
Met soya 2 y suplementada con 0.36% de MHA en el presente experimento fueron 3
puntos menores a los niveles de las dietas experimentales del experimento 1. Sin embargo
se encuentran dentro de los niveles recomendados de proteina para la industria de los
alimentos para L. vannamei de alrededor de 30% (Akiyama et al., 1991); con valores de
proteina digestible mayores a los reportados por Cruz et al. (2000) y Velasco et al. (2000)
de proteina digestible (25%). Pero inferiores a los valores (35-40%) utilizados por la
industria de alimentos para L. vannamei en México (Cruz-Suéarez et al., 2002). La dieta
con inclusion tedrica de 0.36% de MHA no fue analizada en MHA, debido a que en el
experimento anterior se considerd que la inclusion tedrica es muy semejante al contenido
analizado en la dieta, adicionalmente en esta ocasion la fabricacion de las dietas se

realizd a escala laboratorio y no industrial como en el experimento previo. Considerando
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la inclusion tedrica de MHA en la dieta y el aporte teérico de HMTBA (84%) el
contenido de Met total se incrementd de 0.44 a 0.74% de Met total (1.47 a 2.48% de

proteina).

7.2.2 Analisis fisico de las dietas

La ABS de las dietas experimentales elaboradas en el laboratorio en el presente
experimento fueron elevadas (262%) en comparacion con la ABS (85%) de las dietas
experimentales de fabricacion industrial en el experimento anterior. La extrusion de las
dietas en un molino cérnico, no genera la misma textura del pelet con respecto a un
proceso de peletizado industrial y produce una textura mas blanda en los pelets, lo que
resulta en mayor consumo por el camarén (Cruz-Suarez et al., 2002). El incremento en la
ABS de agua de las dietas deficiente en Met soya 2 y adicionada con 0.36%MHA no se
correlacion6 con mayores pérdidas por lixiviacion de materia seca, Met, Lys y Arg en
comparacion con los valores obtenidos para las dietas experimentales previas, debido a

que los valores de PMS fueron calculados sin correccion por sales.

Los valores de PMS (6.9%) en las dietas del presente experimento fueron
mayores que las reportadas para alimentos peletizados comerciales mexicanos (2-5%)
(Cruz-Suérez et al., 2002) y menores a las reportadas en dietas experimentales a base de
chicharo y pescado de 11% (Cruz-Suarez et al., 2001), usando la misma metodologia de
lixiviacion. Dominy y Lim (1991) han reportado PMS para alimentos comerciales
asidticos (5-7%) y alimentos experimentales fabricados industrialmente (7-12%)
semejantes a los valores obtenidos en el presente experimento, a su vez acorde con lo
encontrado por Fox et al. (1995) con dietas extruidas para la determinacion del

requerimiento de Lys.

Las dietas del presente experimento presentaron PMet (22-24%), PLys (55%) y
PArg (16-23%) inferiores a las obtenidas en el experimento previo (37-41% de PMet, 34-
41% de PLys y 22-30% de PArg) donde la lixiviacion fue corregida por el contenido

residual de sales. Por otra parte las PMet y PArg en las dietas experimentales del presente
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experimento fueron semejantes a las reportadas por Ricque-Marie et al. (2006), aunque la
PLys fue dos veces mayor (25 vs. 55%). En contraste con las dietas deficientes del
presente experimento, Lim (1993) reportd valores mas bajos de PMS, PMet y PArg (8, 8
y 11% respectivamente), los que corresponden con las pérdidas de Met, Lys y Arg (8.8,
6.7, 1.04% respectivamente) descritas por Huai et al. (2009b) en una dieta extruida a base
de harina de pescado y gluten, deficiente en Thr (método de Dominy y Lim, 1991). Los
resultados de lixiviacion de AA antes reportados implican una pérdida de AA solubles
exclusivamente de las proteinas intactas (i. e. pasta de soya, harina de trigo, harina de

pescado, etc.).

7.2.3 Resultados Zootécnicos

La dieta deficientes en Met soya 2 con un contenido de Met total de 0.44%
(1.47% de proteina) al ser suplementada con 0.36% de MHA llegé a un contenido de
0.74% (2.48% de proteina) cubriendo el nivel de 0.72% de Met (2.4% de proteina)
recomendado para la industria (Akiyama et al., 1991). Sin embargo, esto no mejoro el
crecimiento pero si incrementd el consumo de la dieta significativamente. Las dietas del
experimento anterior produjeron un crecimiento semejante (TCE de 3.8) al del presente
experimento (TCE de 3.94); lo que apunta a que una deficiencia de 20% o de 9% de Met
con las dietas experimentales en el experimento 1 o de 39% con la dieta deficiente en Met
soya 2 soporta un crecimiento semejante al de una dieta completa con 104% de valor
recomendado para la industria como la suplementada con 0.36% de MHA. Los resultados
de TEP (1.6) y UNP (0.27) de las dietas deficiente en Met soya 1 y suplementada con
0.36% MHA no presentaron diferencias como en el experimento 1 porque las dietas
fueron isoproteicas; por otra parte el consumo, a diferencia del experimento 1 presentd un
incremento con la suplementacion de 0.36%MHA, efecto ya reportado por Fox et al.
(2006) lo que también ocurre en el experimento 1.

Los crecimientos (GP de 294%) semejantes entre las dietas experimentales con

49% de pasta de trigo, 30% de trigo y 10% de aislado de soya, suplementada o no con
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MHA (0.36%) en el presente experimento contrastan con los incrementos en el
crecimiento de P. monodon encontrados por Swick et al. (1995) en dietas con
proporciones de 20:13 y 20:10 de pasta soya y harina de pescado cuando fueron
suplementadas con 0.5% de MHA. Por otra parte los resultados del presente experimento
concuerdan con los reportados por Vazquez-Afon y Giesen (2004), donde usando una
dieta 18% deficiente en Met (Akiyama et al., 1991) a base de trigo duro (43%), pasta de
soya (26%) harina de pescado (15%) y solubles de menhaden (5%), ademés de AAC
(0.08% de Arg, 0.07% Lys y 0.06% de Thr) y suplementar con 0.1, 0.2 y 0.3% de MHA
no obtiene diferencias en el peso de L. vannamei a los 28 dias; ademas de que la GP
(147%) en animales de 1.2g es inferior a la obtenida con las dietas deficientes en Met
soya en el presente experimento (294%), aunque la considera tipica en estudios de agua
clara. También concuerdan los resultados en el presente experimento, con los resultados
de Forster y Dominy (2006) con una dieta a base de proteinas vegetales (48.6% de trigo
entero, 29.3% de pasta de soya y gluten de trigo 4%) adicionada con AAC (0.5% de Arg,
0.5% de Lys-HCI, 0.2% de Thr y 1% Glu) obtiene una dieta 38% deficiente en Met
(semejante al 39% de la dieta deficiente en Met soya2) con una GP de 243% que no es
diferente significativamente (ANOVA) de la dieta suplementada con 0.6% de MHA, o de
un control positivo comercial. Aunque estos Ultimos autores aplicando un analisis de

contrastes ortogonales forzan a encontrar diferencias significativas.

En una serie de bioensayos de crecimiento en tanques con produccion natural Fox
et al. (2006) evaluaron la eficiencia de DL-Met, HMTBA- unido a Mn, Ca, Cuy Zn y
Polymet como fuentes de Met sobre dos dietas deficiente en Met (45 y 48%
respectivamente) incluso mayores a la deficiencia en Met (39%) alcanzada en el presente
experimento con la dieta de soya 2. La primer dieta fue formulada a base de pasta de soya
(53.2%) y subproductos de ave (6%) y la segunda a base de pasta de soya (44.60%),
subproductos de pollo (6%) y gelatina (5%). La primer dieta fue suplementada con 0.12%
de cada una de las fuentes de HMBTA para quedar en una deficiencia de solo 32% de
Met y la segunda dieta planteada fue suplementada con HMTBA-Cu para reducir
gradualmente la deficiencia de Met (a niveles de 44, 40, 35 y 30%); sin embargo no se
encontraron diferencias significativas en el crecimiento (GP de 1500 y 740%) de los

camarones tratados con las dietas deficientes y con las dietas suplementadas con alguna
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fuente de HMTBA, de acorde con lo encontrado en el presente experimento. Lo antes
expuesto podria sugerir que en dietas a base de proteinas trigo y soya con un contenido de
Met de 0.44% (1.47% de la proteina) puede soportar un crecimiento adecuado en L.
vannamei, semejante a los datos reportados por Fox et al. (2006).

La ausencia de una respuesta positiva con la suplementacion de diferentes niveles
de MHA o HMTBA en los experimentos 1 y 2 del presente trabajo, asi como en otros
estudios (Fox et al., 1994; Swick et al., 1995; Forster and Dominy, 2006) con dietas
deficientes en Met (de hasta 48% del valor recomendado por Akiyama et al., 1991); la
falta de un estudio cuantitativo donde se describa la cantidad relativa del hidroxi-andlogo
que es metabolizado en L-Met para camardén, como lo reportado para pollos (Dibner and
Ivey, 1991; Dibner, 2003); ademas de la PMHA de 57% encontrada en el experimentol,
hacen suponer que la Met no es el primer AA limitante de la dieta o que el hidroxi-
analogo (HMTBA) MHA no es una fuente de Met estable o que incluso no esté realmente
disponible para cubrir el requerimiento de Met en camarén, mediante un estudio de dosis

respuesta.

7.3  Efecto de encapsulacion de DL-Met en agar (Experimento 3)

Las dietas del presente experimento mostraron PMS (11%) que corresponden con
los valores reportados en otros trabajos, donde la fabricacion y la metodologia de
lixiviacion son semejantes (Cruz-Suarez et al., 2001). Por otra parte los valores de PMS
de las dietas encapsulado 1 sin pos-acondicionar y deficiente en Met soya 3 se asemejan a

los valores encontrados en las dietas del experimento 2 del presente trabajo (7%).

Las PMet calculadas a partir del alimento lixiviado y el contenido en el agua de
lixiviacion fueron consistentes, lo que hace suponer que toda la Met libre aportada por la
Met encapsulada se solubilizé en el agua. Los valores de PMet en la dieta ecapsuladol
fueron superiores a los valores de PMet (10%) presentados por Alam et al. (2005) en una
dieta a base de aislado de soya (45%) y calamar (15%) suplementada con 1.21% de L-

Met libre o encapsulada, pero el método y la forma usada para calcular el % de PMet
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puede ser el origen de la diferencia. Los valores de PMet de la dieta encapsulado 1 sin
pos-acondicionar concuerdan con las PMet obtenidas en el experimento 2 (23-24%) v el
valor (25%) reportado por Ricque-Marie et al. (2006), donde la PMet proviene de las
fuentes de proteinas intactas usadas en la formulacion de la dieta. El encapsulamiento de
DL-Met en agar-agar fue favorable para mejorar la estabilidad y para la determinacion
del requerimiento de Met, pero los procesos de postcondicionamiento y la encapsulacién

con el doble de agar no fueron favorables.

7.4  Perfil de AA de carcas de L. vannamei como patrdén de referencia (Experimento 4)

El perfil de AA en el carcas de camardn fue consistente en las cuatro condiciones
de cultivo del experimento 4, a pesar de que el origen y peso de las pos-larvas de
camaron fueron diferentes, probablemente debido a que todos los camarones fueron

colectados en la etapa de juveniles.

El patron de AA de referencia de L. vannamei obtenido en el presente estudio esta
bien correlacionado con la mayoria de los perfiles reportados en la literatura (Akiyama et
al., 1991; Lim, 1993; Forster et al., 2002; Tacon et al., 2002; Hess et al., 2006), excepto
por los subproductos de camaron (Huai et al., 2009a), y en especial el perfil de musculo

de camaron reportado por Sriket et al. (2007).

Los valores recomendados por Akiyama et al. (1991) que se encuentran sobre
estimados en relacion al patron de AA de referencia de L. vannamei fueron Met,
Met+Cys and Thr; sin embargo Cys, Lys, Arg, lle, Leu, Val, His and Phe estan
subestimados (7-20%); siendo Lys (20%) y Arg (17%) los AA mas subestimados, los
cuales usualmente han sido descritos como dos de los principales AA limitantes, debido a

su escases en los ingredientes dietarios (Guillaume, 1997; Wilson, 2003).

Los perfiles de L. vannamei reportados para animales de 1.56 and 18g (Tacon et
al., 2002) y de peso desconocido (Forster et al., 2002) muestran una elevada correlacion
(R?= 0.959, R?=0.95 y R*=0.949 respectivamente) con el patrén de AA de referencia de
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L. vannamei determinados en el presente estudio. El perfil descrito por Tacon et al.
(2002) fue el mas cercano, donde las diferencias fueron de 10% o menos para Met, Cys,
lle, Leu, Val, His, Gly, Ala, Asp and Glu, mientras Thr, Ser y Pro estuvieron
sobrestimados en 11-20%. Los AA Arg y Phe estuvieron sobrestimados para camarones
de 1.58g en 20 y 40%, en tanto las sobrestimaciones fueron de 40 and 20% para los
mismos AA con camarones de 18.4g. Unicamente la Lys result6 subestimada en 20% con
ambas tallas de camaron. Por otra parte el perfil de AA reportado por Forster et al. (2002)
fue subestimado entre 7 y 34%, donde los valores mas cercanos fueron para Met (93%),
Met+Cys (88%) y Arg (87%), en contraste con Phe (66%).

El patron de AA de referencia de L. vannamei y el perfil de AA de musculo de
cola de la misma especie reportado por Lim et al. (1993) estuvo altamente correlacionado
(R?=0.954 y P=0.000), en contraste el perfil para misculo de cola reportado Sriket et al.
(2007) no se correlaciond. Sin embargo, el perfil de AA de Sriket et al. (2007) mostro
valores semejantes de Thr, Val, His, Ser, Ala con diferencias menores al 15%, aunque el
resto de los AA mostrd diferencias entre 40 y 120%. Los analisis de AA son dificiles de
estandarizar y aun mas dificiles de homologar entre laboratorios. Las causas se han
asociado a: el pre tratamiento de las muestras, la técnica analitica, el agente hidrolizante

(Pefaflorida, 1989), ademas de la rapida evolucion tecnoldgica de los equipos analiticos.

El patron de AA de referencia de L. vannamei presentd la mejor de las
correlaciones (R?= 0.961) con el limite superior de los valores para harinas de camarén
reportado por Hess et al. (2006). Los valores del limite superior de AA en las harinas
para camaron son semejantes al del patron de AA en L. vannamei para Lys, Arg y Asp, el
resto de los AA estuvo sobreestimado; los valores mas proximos con diferencia de 15% o
menor fueron Thr, lle, Leu, Val, His, Gly, Ser, Pro and Ala, mientras los mas distantes
fueron Met y Phe en 20% y Cys en 40%.

Los perfiles de AA de la cabeza de camardn (Hess et al., 2006) y el limite inferior
de los valores de harinas de pescado (Huai et al.,, 2009a) mostraron menores
correlaciones (R°= 0.861 and R?*= 0.843) con el patron de AA de referencia de L
vannamei que el limite superior de harinas de camaron, el cuerpo o la cola de L.

vannamei de camarén ( R?>0.949); sin embargo hubo una alta correlacién entre los
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valores del perfil de AA de la cabeza de camardn y el limite inferior de las harinas de
camarén (R?= 0.903). Lo anterior permite plantear la idea de que las harinas colectadas
por Hess et al. (2006) son una mezcla de harinas de subproductos de camarén y de
harinas de camaron entero, con base en el perfil y los porcentajes de recuperacion (AA
totales / proteina cruda) de los AA; donde bajos valores de recuperacion estan asociados a
un alto contenido de quitina en los subproductos de camaron, el componente mas
abundante en la cabeza de camardn (Cao et al., 2009). En concordancia a lo antes
planteado, Akiyama et al. (1991) identifico amplias variaciones en las harinas de
camaron. Las diferencias entre el limite inferior de las harinas de camarén y la harina de
cabeza de camardn se asocian en parte a las diferentes especies usadas para fabricar las

harinas de camarén, incluyendo L. vannamei.

El perfil de AA (% de la proteina) propuesto como patron de referencia para L.
vannamei se apoya en los perfiles encontrados en la literatura para cuerpo entero y
musculo de L. vannamei, harinas y cabeza de camardn, asi como en las recomendaciones
para la industria excepto por el reportado por Sriket et al. (2007). Los datos para cuerpo
entero (Forster et al., 2002) y cabeza de camar6n (Huai et al., 2009a) fueron en general
menores mientras los del limite superior de las harinas de camarén estuvieron sobre
estimados. El valor de la Met en el patron de AA de L. vannamei fue de 2%, aunque las
recomendaciones para la industria y la cola de camardn mostraron valores
sobreestimados (16%). La Cys presenté un amplio rango de valores (0.75-1.03%), pero la
suma de Met+Cys siempre fue cercana 3%. La mayoria de los valores de Lys han sido
subestimados al nivel de las recomendaciones para la industria (5%) en comparacion al
patrén de AA de referencia L. vannamei (6.64%) que fue consistente con el limite
superior de las harinas de camar6n, pero sobreestimado en la cola de camaron. La
mayoria de los perfiles tuvieron valores de Thr de 4%, pero el nivel recomendado para la
industria fue consistente con el del patron de de AA de referencia (3.6%). La Arg
present6 un amplio rango de valores (5-10%), igual que la Leu (5-7%). El nivel de Arg en
el patron de AA de referencias fue moderado (7%), estrechamente relacionado con el
nivel del limite superior de harinas de camardn vy la relacion Arg/Lys fue cercana a 1
como se recomienda para la industria. El valor propuesto para Leu fue de 6.55%. Los

valores de lle fueron de 3.5-4.14%, donde el valor mas bajo corresponde al propuesto.
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Los contenidos de Val fueron del rango de 3.7-4.75%, pero para la cabeza de camaron
estuvo altamente sobreestimado (6.4%). Los contenidos de His fueron de 2.1-2.28%. Los
valores de Phe estuvieron dispersos en un rango de 2.8- 6.4%, donde el valor propuesto
fue de 4%, cercano a las recomendaciones para la industria y al musculo de camaroén. Los
AAD indicaron una amplia variedad de valores, probablemente debido a que estos estan
envueltos en el equilibrio metabdlico. Los valores para Gly, Ser, Pro y Glu fueron de 7-
8%, 3.66-4.25%, 6.34-7.28% y 13.83-15.03% respectivamente. Los rangos en Ala (5.7%)
y Asp (9.4-9.9%) fueron estrechos, como los encontrados en los AAI (Tabla 54).

Los valores del requerimiento de Lys estimados para L. vannamei (Fox et al.,
1995) con base en la adicion de Lys cristalina (4.49%CP) o de Lys ligada a gluten de
trigo (5.19%) estarian subestimados en un 22 y 32% con respecto al patron de AA
referencia de L. vannamei; mientras que el requerimiento de Thr (Huai et al., 2009b)
estaria subestimado en un 5%. De acuerdo a lo anterior y utilizando el concepto de
proteina ideal, el patron de AA de referencia de L. vannamei se ajustaria mejor al

requerimiento de Thr que al requerimiento de Lys determinados para esta especie.

El patron de AA propuesto esta altamente correlacionado con los valores
recomendados por Akiyama et al. (1991) (R?*= 0.955), con el limite superior de los
valores de harinas de camarén reportados por Hess et al. (2006) (R?= 0.961), con los
valores del cuerpo entero de la bibliografia reportada por Forster et al. (2002) (R%= 0.959)
y Tacon et al. (2002) (R?=0.951; R?=0.949) y con los valores de musculo de cola de
camarén reportados por Lim (1993) (R°=0.954). Sin embargo el limite inferior de los
valores de la harinas de camardn reportados por Hess et al. (2006) (R?*= 0.861) y los de la
cabeza de camarén reportados por Huai et al. (2009a) (R’= 0.843) no se correlacionaron
muy bien con el patron de AA propuesto. Todas las correlaciones son altamente
significativas (P<0.001). El perfil del mdsculo de cola de camaron reportado por Sriket et
al. (2007) fue diferente (P=0.309) al resto y no se correlacioné (R?=0.069). Por otra parte
los valores de la cabeza de camaron (Huai et al., 2009a) estuvieron mejor correlacionados
(R?= 0.903) con los valores del limite inferior de la harinas de camarén (Hess et al.,

2006) que con los valores del limite superior (R*= 0.847).
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Tabla 54. Perfil de AA propuesto como patrdn de referencia para el cuerpo entero de L. vannamei (% PC), recomendaciones para la
industria, limites superior e inferior de AA (intervalo de confianza = 95%) en harinas de camardn, ademas de valores de AA
reportados para el cuerpo entero, musculo de la cola y cabeza de camaroén. Los valores fueron correlacionados respecto al perfil de AA

propuesto como patrén (coeficiente de determinacion, R2).

Patrén de Recomendaciones Valores de harina de camarén Cabeza de Musculo de cola de
aminoacidos  para la industria (Hess et al , 2006)** camarén Cuerpo entero de camaron camarén
(Akiyama et al (Huaiet al, 1.58g (Tacon 18.4g(Tacon (Forster et (Sriket et
X DS 1991) Limite inferior ~ Limite superior 2009) et al, 2002)* etal, 2002)* al, 2002) (Lim, 1993) al, 1993)*
Met 2.07 0.12 2.4 111 2.47 1.93 2.1 2.12 1.92 2.96 4.46
Cys 0.98 0.06 1.2 0.56 1.38 1.03 0.93 1.03 0.75 -- 1.88
Met+Cys  3.04 0.14 3.6 1.8 3.74 2.96 3.03 3.16 -- -- 6.34
Lys 6.64 0.11 5.3 3.57 6.61 4.8 5.24 5.33 4.84 7.32 2.16
Thr 3.59 0.11 3.6 2.96 3.92 3.35 4.25 4.03 2.52 3.93 3.88
Arg 6.98 0.33 5.8 3.73 6.75 4.95 8.27 9.58 6.1 8.54 12
lle 3.77 0.08 35 2.85 4.25 3.26 4.08 4.13 2.65 4.14 8.28
Leu 6.55 0.17 5.4 451 7.21 5.43 7.22 7.13 4.69 7.39 10.83
Val 4.37 0.13 4 3.93 4.75 6.4 4.54 4.57 3.1 4.32 3.7
His 2.28 0.06 2.1 1.38 2.6 1.63 2.27 2.18 1.62 221 2.29
Phe 4.29 0.08 4 2.21 6.37 4.04 5.94 5.06 2.81 4.14 6.75
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Patrén de Recomendaciones Valores de harina de camarén Cabeza de Musculo de cola de
aminoacidos  para la industria (Hess et al , 2006)** camarén Cuerpo entero de camaron camarén
(Akiyama et al (Huaiet al, 1.58g (Tacon 18.4g(Tacon (Forster et (Sriket et
X DS  1991) Limite inferior  Limite superior 2009) et al, 2002)* etal,2002)* al, 2002) (Lim, 1993) al, 1993)*
Gly 7.14 0.36 -- 3.69 7.97 4.35 6.99 7.94 -- -- 2.99
Ser 3.66 0.08 -- 2.78 4.22 3.47 4.25 4.13 -- -- 3.53
Pro 6.34 1.09 -- 2.45 6.65 3.29 7.28 6.8 -- -- 13.26
Ala 5.79 0.32 -- 4.08 6.3 3.89 5.65 5.6 -- -- 55
Asp 9.67 0.2 -- 7.08 9.4 8 9.9 9.85 -- -- 5.85
Glu 13.83 0.25 -- 7.83 16.39 11.56 15.03 14.69 -- -- 5.16
Trp -- -- 0.8 0.68 1.26 -- 0.93 0.92 0.69 0.68 --
Tyr -- -- -- -- -- 3.38 4.25 413 2.58 -- --
Tau -- -- -- -- -- -- 0.87 0.76 0.56 -- --
TAA 91 1.7 41.4 55.5 98.4 74.8 100 100 -- 45.6 925
R2 -- -- 0.955 0.861 0.961 0.843 0.959 0.951 0.949 0.954 0.069

* Expresados en porcentaje de la suma de AA.

** Los valores de harina de camardn se calcularon a partir de N=15, excepto para Trp donde N=8 y con un intervalo de confianza de 95%.
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7.5 Efecto de Met y Lys encapsuladas en agar en un alimento deficiente a base de

soya/trigo (Experimento 5)

7.5.1 Anélisis quimico de las dietas

Las dietas experimentales fueron isoproteicas e isoenergéticas y los niveles de AA
analizados correspondieron con los esperados. De acuerdo con lo reportado por Biswas et
al. (2007) se confirmd que cuando un alimento es formulado a base de soya, su perfil de
AA presenta diferencias importantes en el contenido de algunos AAI al compararlos con
el perfil de AA del carcas del camaron (L. vannamei), con el alimento de base férmulado
en este trabajo se encontré un menor contenido o deficiencia (22%) de Met y de Lys (3%)
con respecto al carcas de camaron; y un contenido menor de Met (33%) y un exceso de
Lys (22%) considerando las recomendaciones de Akiyama et al. (1991). Esto significa
que en el primer caso como los dos AA estarian en menor concentracion que la
referencia, cualquiera de ellos podria ser el primer limitante, lo que justificaria esperar
una respuesta positiva con la suplementacion de ambos AA. Mientras que en el segundo
caso solo la Met es deficiente (por ello durante mucho tiempo la Met se ha considerado
como el primer limitante en este tipo de férmulas), lo que justificaria esperar solo una
respuesta positiva en el caso de la Met y ausencia de respuesta o respuesta negativa por el

exceso de Lys.

Por otro lado considerando los requerimiento de Met y Lys reportados para P.
monodon por Millamena et al. (1996a; 1998) (2.4 y 5.2% de la proteina) y de Lys
reportado para L. vannamei por Fox et al. (1995) (5.19% de la proteina), que son muy
parecidos a los recomendados por Akiyama et al. (1991), el alimento control en este
estudio se consideraria deficiente en Met y excedente en Lys.

De acuerdo con los resultados de los analisis de los AA de los alimentos y con el
disefio experimental, la adicion de Met o Lys permitié cubrir o exceder la deficiencia en
Met y Lys presentada en la dieta de base (control) en diferentes proporciones segun la

referencia de requerimiento utilizada. Asi tenemos que al suplementar las dietas con
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0.4% de Met encapsulada (0.91 de Met total en la dieta, 2.94% de proteina) se cubrio y
excedio el contenido de Met de camaron en 42% y la recomendacion de Akiyama et al.
(1991) en un 23%. Por su parte, las dietas suplementadas con 0.45, 0.9 y 1.35% de Lys
encapsulada (2.45, 2.9 y 3.05% de Lys total en la dieta, 7.9, 9.35 y 9.84% de proteina)
cubrieron y excedieron el contenido de Lys del camarén en un 19 a un 48% y excedieron
la recomendacion de Akiyama et al. (1991) en un 49 a un 86%. Por otra parte el
contenido de Met (0.72%) en el alimento comercial cubrié en exceso (16%) el contenido
de Met con respecto al carcas de camardn y cubrid sin exceso la recomendacion de
Akiyama et al. (1991), mientras que el contenido de Lys (2.08) cubrié al 100% el valor
de camardn y presento un exceso de 15% con respecto a la recomendacion de Akiyama et
al. (1991). De tal manera que después de analizar los alimentos se confirmé la
deficiencia en Met y Lys en la dieta control con respecto al carcas y la presencia de los
AAC en las concentraciones suplementadas, asi como la pertinencia de la composicion de

AA en el alimento comercial.

7.5.2 Andlisis fisico de las dietas

La adicién de AA encapsulados increment6 el contenido de agar y con ello la
capacidad de retencion de agua de las dietas, debido a que es un polisacarido
hidrocoloide (Cruz-Suarez et al., 2006).

Después de 60 minutos de inmersion en el agua los alimentos presentaron una
PMS de alrededor del 15% y PPC de 12 %, aceptable (excepto la dieta 3), aunque un
poco mayor a lo reportado para alimentos utilizados en estudios relacionados (Dominy
and Lim, 1991; Fox et al., 1995; Cruz-Suarez et al., 2001; Cruz-Suérez et al., 2002).

Por el contrario en el caso de los AA las pérdidas por lixiviacion fueron muy
importantes del orden del 97% en el caso de los AA suplementados, a pesar de haber sido
encapsulados en agar, y del 20% en AA provenientes de los ingredientes, a partir de los
15 minutos de inmersién. Estas pérdidas fueron muy superiores a las reportadas por Lim

(1993) para Met y Lys suplementadas en forma libre (53 y 30%), a las reportadas por
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Alam et al. (2004b) para una mezcla de AA encapsulados en agar (2.4%) y Alam et al.
(2005) para Met y Lys encapsuladas en CMC (8 y 6%). Estas discrepancias se pueden
explicar por las grandes diferencias que existen en las formulas, en los métodos de
encapsulacion y lixiviacion, pero especialmente por la diferencia en las ecuaciones
utilizadas para el calculo de porcentaje de pérdida de nutrientes que aplican estos grupos
de investigacion. Cabe sefalar que la metodologia de lixiviacion que nosotros aplicamos
trata de emular las condiciones del pellet en el acuario a través del empleo de un bafio de
agua con agitacion, lo cual se ha validado al encontrar tasas de lixiviacion similares. Asi
mismo, nuestro calculo de la pérdida de nutrientes toma en cuenta el cambio en la materia
seca que se da en cada tiempo de lixiviacion, lo cual no es considerado por el resto de los
autores y que se manifiesta en valores de pérdidas de nutrientes por lixiviacion bajos y
subestimados (Ricque-Marie et al., 2006).

Alam et al. (2005) presentan la tasa de lixiviacion (15min) de sus encapsulados en
un estudio de requerimiento de AA, incluidos en una dieta a base de aislado de soya y
calmar peletizada en un molino carnico. Estos investigadores reportaron una reduccién
del 30% en la P de AA con la encapsulacion en CMC lo cual no se logré en el presente
estudio.

Por otro lado, Fox et al. (2006) midieron la estabilidad (después de 45 minutos de
inmersion) de diferentes fuentes de Met en una dieta deficiente en este AA a base de
pasta de soya (67%), obteniendo 0.4 y 2.5% de PMet para las dietas deficiente y
suplementada con DL-Met, valores muy por debajo de los encontrados en el presente

trabajo.

A partir de una dieta a base de pescado (20%) y gluten de trigo (25%) y AAC
(7%), que fue extruida industrialmente, Huai et al. (2009b) determinaron el requerimiento
de Thr, estudiando la lixiviacion de los AA en la dieta (método de Dominy y Lim, 1991).
Las pérdidas de Met, Lys y Arg fueron de 6, 11 y 5% a los 30 minutos de inmersion y de
17, 14 y 10% a los 60 minutos de inmersion (PAA= 1 - contenido en dieta
lixiviada/contenido inicial * 100). Las perdidas calculadas de la misma manera para la
dieta deficiente en Met y Lys en el estudio actual, a los 30 y 60 minutos corresponden a

12,14, 4% vy 14, 26, 8% para Met, Lys y Arg, respectivamente. Esta forma de calcular los
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valores presenta una tendencia lineal con respecto al tiempo de inmersion, lo cual se
contrapone con las cinéticas de PAA presentadas en los resultados del presente
experimento, que al parecer llegan a una asintota desde los 15 minutos. Por otra parte, en
el estudio de Huai et al. (2009b) la dieta comercial present6 pérdidas de Met, Lys y Arg
muy inferiores a los 30 minutos (3.3, 3.4y 2.4%) y 60 minutos (8.8, 6.7 y 1.04%) con

respecto a las observadas en el experimento actual con una dieta del mismo tipo.

Es importante remarcar que a pesar de no haber sido suplementadas con AA libres
las dietas control deficiente Met-Lys y comercial presentaron PAA acentuadas en los
AAl, especialmente en Met (22 y 27%) y Lys (24 y 31%), lo cual coincide con los
resultados reportados previamente por Ricque-Marie et al. (2006) para alimentos
comerciales no suplementados, donde se reporta una tasa de lixiviacion diferencial entre
AA 'y se atribuye la pérdida de estos AA a la proteina soluble de los ingredientes usados
en la dieta. Este fendbmeno es especialmente importante porque justamente estos AA

generalmente son los primeros limitantes.

Las cinéticas de lixiviacion observadas coinciden con otros estudios (Cruz-Suarez
et al., 2006; Ricque-Marie et al., 2006) en que la mayor pérdida de nutrientes se presenta
en los primeros 15 minutos de contacto con el agua, a partir de los cuales la tasa de
lixiviacion se desacelera. En consecuencia a los 15 minutos de inmersion en el agua, los
alimentos experimentales suplementados con AA presentaron un contenido de AA muy

similar al alimento control sin suplementacion.

7.5.3 Resultados Zootécnicos

AUn cuando los alimentos experimentales a los 15 minutos de inmersién en el
agua presentaron contenidos de Met y Lys relativamente semejantes, los camarones que
las consumieron a partir de los 35 dias mostraron una respuesta significativa a la
deficiencia y al exceso de Met y Lys en términos de Suv. A los 42 dias al cubrir la
deficiencia de Met con 0.4% de Met encapsulada, la adiciébn de Met produjo un

incremento del 20% en la Suv y la inclusién de creciente de Lys produjo un decremento
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en la Suv de 23% con el maximo nivel de inclusion (1.35%) en las dietas experimentales.
Esto concuerda con lo reportado por Millamena et al. (1996a) quienes al evaluar el
requerimiento de Met en P. monodon adicionando niveles crecientes de Met encapsulada
en CMC encuentran una mejora en la Suv (de 63 a 83%), obteniendo un 20% de mejora
con la adicién de 0.16% de Met (0.88% de Met total en la dieta, 2.4% de Met en la
proteina), equivalente a la mejora obtenida en este experimento con la adicion de 0.4%
(0.9% de Met total en la dieta, 2.94% de Met en la proteina). También coincide con la
mejora en la Suv reportada por Fox et al. (2006) al suplementar diferentes fuentes de Met
en L. vannamei. Es de subrayar que la adicion de Met a la dieta deficiente Met-Lys
produjo la mejor Suv en el experimento inclusive mejor que la dieta control comercial
que tenia un contenido menor de Met y de AA azufrados, aunque la diferencia no fue

significativa.

Al partir del contenido de Lys en el carcas de L. vannamei como referencia y
considerando un exceso para compensar la pérdida por lixiviacion, los niveles de Lys
evaluados en este estudio fueron muy superiores (6.45 a 9.85% de la proteina) a los
evaluados por Fox et al. (1995) (3.43 a 6.57%) y por Millamena et al. (1998) (2.95 a
8.2%) en L. vannamei y P. monodon, respectivamente. En estos estudios solo Millamena
et al. (1998) reportaron un efecto toxico ligado al exceso de Lys a partir de 6.1% de Lys,
lo cual coincide con la mortalidad encontrada por el exceso de Lys en nuestro estudio, a
partir del segundo nivel de inclusién (9.35%) y especialmente con el maximo nivel de
inclusion (9.85% de la proteina) que corresponde a un exceso de 40% con respecto al

carcas de camaron y 80% respecto a la recomendacion de Akiyama et al. (1991).

A diferencia de otros estudios (Fox et al., 1995; Millamena et al., 19964;
Millamena et al., 1998; Forster and Dominy, 2006; Fox et al., 2006; Biswas et al., 2007;
Fox et al., 2010) la adicién de Met y Lys encapsuladas no mejor6 el crecimiento y no
afectd de manera significativa los deméas parametros zootécnicos posiblemente esto
debido al efecto indirecto causado por la mayor densidad generada por la mayor Suv.
Solo la UNMet disminuy6 significativamente con la adicién de Met, y se incremento

gradualmente con la adicion de Lys.
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Desde otra perspectiva, cuando se consideran unicamente los tratamientos dosis-
respuesta con Lys, utilizando la dieta deficiente en Lys como control, se encuentran
efectos positivos significativos por la adicion de Lys en los parametros de crecimiento,
TCA, UNP y UNMet. Sin embargo, estos resultados deben considerarse como
distorsionados en consecuencia del sesgo causado por la mala Suv. Esto se refuerza por la

buena correlacion que presentan estos parametros con el % de Suv.

La respuesta observada en sobrevivencia significa que los camarones
respondieron a la presencia en la dieta de los AA encapsulados suplementados en los
primeros minutos de alimentacion por el rapido consumo del alimento, como lo
mencionan en su trabajo Palma et al. (2006) con Palaemonetes varians al determinar el
requerimiento de Lys, Met y Arg y Nunes et al. (2010) quienes también han reportado
respuestas a la suplementacion de AA libres en dietas con alta tasa de lixiviacion; la otra
alternativa es que los camarones sean capaces de utilizar los AA disueltos en el agua.

Fox et al. (2006) sefialan que los requerimientos del camardn podrian estar
cubiertos a niveles de 0.4% de Met en dietas a base de soya. Como en este estudio
estamos encontrando una respuesta con la adicion de Met a la dieta de base conteniendo
0.5% de Met, es evidente que el punto de quiebre es superior a 0.4%. Por otro lado el
incremento en la Suv se encuentra asociado a una disminucion significativa de UNMet, lo
anterior podria deberse a que el organismo evita la pérdida del nutriente cuando hay una

sefal de deficiencia en Met.

Acorde a lo anterior Swick et al. (1995) report6é un incremento en el crecimiento
de P. monodon con una dieta a base de pasta soya (20%) y harina de pescado (10%)

suplementada con 0.5% de DL-Met.

En contraste con Biswas et al. (2007) quienes consideran que el primer AA
limitante es la Lys y no la Met al sustituir harina de pescado por pasta de soya como
principal ingrediente, en funcion del contenido de Lys en el carcas de camaron, la dieta
control a base de soya (hipotéticamente deficiente en Met-Lys) en este trabajo presento

como primer limitante a la Met ya que la adicion de Met mejoré significativamente la
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Suv, mientras que la adicion creciente de Lys lejos de mejorar el rendimiento causo

mortalidad por exceso.

7.6 Efecto de sustitucion de chicharo verde por amarillo sobre la estabilidad de la dieta

(Experimento 6)

Con base en los resultados obtenidos en un bioensayo previo, realizado para
evaluar productos de Met para la comparfiia Degussa y debido a la dificultad para obtener
lupino y chicharo amarillo, se propuso un cambio en la formulacion de la dieta deficiente
en Met, incluyendo chicharo verde, aislado de soya y gluten de trigo en proporciones que
permitieran mantener una deficiencia importante de Met pero cubriendo los
requerimientos de Lys respecto al contenido en el carcas de camarén. De acuerdo a lo
esperado, la exclusion de lupino, la inclusion de gluten de trigo, aislado de soya y el
incremento de chicharo mejord la estabilidad de los alimentos con respecto al alimento
preparado para Degussa. La PMS de la dieta deficiente en Met chicharo amarillo2 se vio
reducida probablemente debido a la exclusion lupino que tiene un mayor contenido de
fibra cruda (15%) en comparacién del chicharo (5.5%) o la pasta de soya (4%) (Ewing,
1998; Hertrampf and Piedad-Pascual, 2003; Hickling, 2003).

Por otro lado la aplicacion del método modificado para evaluar la estabilidad en el
agua arrojo valores de PMS para el alimento de Degussa mayores a los reportadas en
2006 (Cruz-Suarez et al., 2006), debido a los cambios en el método de lixiviacion y en
los célculos al aplicar la correccién por sal depositada. Las ABS y PMS encontradas en el
presente experimento son consistentes con las encontradas en el experimento anterior
(evaluando la adicion de Met y Lys encapsulada), donde se evalud la modificacion del

método de lixiviacion sin la presencia de grandes diferencias numéricas.

El cambio de chicharo amarillo a verde no causo diferencia en la estabilidad en el
agua y la capacidad de absorcion como era de esperarse considerando la similitud

quimica reportada entre las variedades amarilla y verde (Hickling, 2003).
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7.7  Efecto de DL-Met libre en un alimento deficiente a base de chicharo verde/soya

evaluado en acuarios (Experimento 7)

7.7.1 Anélisis quimico de las dietas

Las dietas experimentales fueron isoproteicas (34%), aunque dos puntos por
encima del valor esperado. Sin embargo, los contenidos analizados de Met y Lys en la
dieta de base concordaron con lo esperado. Con lo anterior el alimento de base presento
un menor contenido de Met (40%) y de Lys (10%) con respecto al 34% de proteina de
carcas de camarén, pero exclusivamente menor en Met (36%) para el 32% férmulado.
Por otra parte el contenido de Met fue menor en 48% considerando las recomendaciones
de Akiyama et al. (1991) para 34% de proteina y con un exceso de Lys (13%). La
inclusién de chicharo permitio exitosamente conseguir niveles muy bajos en Met y evitar
la deficiencia en Lys sefialada por Biswas et al. (2007) en dietas formuladas a base de
soya. Esto indicaria que la Met deberia ser el primer limitante en la formula deficiente
chicharo verde 2 y que la suplementacion de este AA manifestaria una respuesta positiva

sobre el camaron.

Por otro parte, el alimento comercial cumple con los requerimientos considerando
los requerimiento de Met y Lys reportados para P. monodon por Millamena et al. (1996a;
1998) (2.4 y 5.2% de la proteina) y de Lys reportado para L. vannamei por Fox et al.
(1995) (5.19% de la proteina), que son muy parecidos a los recomendados por Akiyama
(1991). Por otra parte la dieta comercial presentd un exceso de 14% en el contenido de

Met y apenas cubrid el contenido de Lys con respecto al carcas de camaron.

De acuerdo con los resultados de los analisis de AA de los alimentos y con el
disefio experimental, la adicion de Met permitio cubrir o exceder la deficiencia en Met
presentada en la dieta de base (control) en diferentes proporciones segun la referencia de

requerimiento utilizada. En consecuencia tenemos que al suplementar las dietas con 0.4%
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de DL-Met (0.81% de Met total en la dieta, 2.32% de proteina) se cubrio y excedio el
contenido de Met presente en carcas de camaron en 12% Yy la recomendacién de Akiyama

et al. (1991) Unicamente se cubrid.

7.7.2 Andlisis fisico de las dieta

Una menor ABS de agua en los alimentos comerciales se ha asociado con un
mayor grado de coccion en los almidones, ademéas de una mejor compactacion de las
dietas y esto a su vez genera un menor grado de PMS (Cruz-Suarez et al., 2006). Los
efectos de los procesos, asi como de los dispositivos sobre la ABS y estabilidad de los
alimentos ya han sido descritos por distintos autores (Devresse, 1998; Mufioz, 2004;
Bortone, 2006). Por otro lado el uso de ingredientes con alto contenido de almidones
(trigo y chicharo) e hidrocoloides (algas) en alimentos experimentales para camaron han
reportado absorciones por encima del 100% a los 60 minutos de inmersion (Cruz-Suarez
et al., 2002; Cruz-Suérez et al., 2006; Ricque-Marie et al., 2006). En el presente
experimento los valores de ABS en las dietas experimentales son inferiores a los
obtenidos en los experimentos previos del presente trabajo, aunque la ABS de la dieta
deficiente en Met chicharo verde 2 presenta un valor semejante al encontrado en el
experimento 6 con la dieta deficiente chicharo verde 1.

La PMS mas importante de los alimentos se dio a los 15 minutos de inmersion,
que corresponde con lo reportado para los alimentos del experimento 5, sin embargo en el
presente experimento las PMS presentaron un pendiente mas marcada con respecto al
tiempo de inmersion. Después de 60 minutos de inmersion en el agua los alimentos
presentaron una PMS de alrededor del 14% aceptable, aunque un poco mayor a lo
reportado para alimentos utilizados en estudios relacionados (Dominy and Lim, 1991;
Fox et al., 1995; Cruz-Suarez et al., 2001; Cruz-Suarez et al., 2002).

La mayor PPC de los alimentos se dio en los primeros 15 minutos de inmersion
en agua como en la PMS, sin embargo la PPC de la dieta comercial fue de la misma

magnitud que las dietas experimentales. Adicionalmente la PPC se estabiliz6 a diferencia
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de la continua PMS, esto podria deberse a que la mayor parte de la proteina soluble en los
alimentos se lixivia dentro de esos primeros 15 minutos de inmersion y representan un
amplio porcentaje de la PMS; la PPC deja espacios que son ocupados por agua y reduce
las fuerzas moleculares del pellet, lo que favorece a que otros nutrientes menos solubles
tengan una pérdida paulatina y ello incremente la PMS en forma continua. Los alimentos
mostraron una PPC de 16% a los 60 minutos de inmersion que fue mayor a lo reportado
en el experimento 1 con dietas experimentales procesadas industrialmente y en el
experimento 5 con dietas semejantes. Por otro lado los alimentos presentaron PPC
semejantes a los estudios reportados por Lim (1993) Cruz-Suarez et al. (2001) pero

mayores a lo encontrado por Cruz-Suarez et al. (2002).

Las pérdidas de Met, Lys y Arg ( de 17 a 19%) en el presente experimento para la
dieta deficiente en Met chicharo verde 2 (donde la PAA corresponde a la proteina
integra) fueron menores a las observadas con la dieta de base, de fabricacion industrial,
en el experimentol (PMet y PLys de 40% y PArg de 30%); fueron semejantes a la PMet
(23%) y la PArg (20%) de la dieta de base en el experimento 2, no asi la PLys (55%);
correspondieron con los valores obtenidos en el experimento 5 (22-26% de PMet, 22-
28% de PLys y 17-16% de PArg) para la dieta deficiente en Met-Lys. Otros estudios del
Laboratorio de Maricultura han reportado PAA del mismo orden, donde la PMet y PLys
(25%) es ligeramente mayor que la pérdida de Arg (20%) (Cruz-Suarez et al., 2006;
Ricque-Marie et al., 2006).

Lim (1993) observo que las PAA en las dietas experimentales adicionadas con
16% de AAL (para obtener un 28% de proteina dietaria) se acentlan en los AAl,
especialmente en Met (53%) y Lys (30%) los cuales fueron incluidos en 0.55y 1.76% de
la dieta; la PMet concuerda con lo encontrado en la dieta suplementada con 0.4% de DL-
Met en el presente experimento donde se observé una pérdida completa de la Met
suplementada. En el mismo sentido Fogle et al. (1999) encontraron una PMet de 40% a
los 15 minutos en una dieta para camaron a base de pasta de soya, trigo y pescado
adicionada con DL-Met. Huai et al. (2009b) en una dieta extruida industrialmente, a base
de pescado (20%) y gluten de trigo (25%) y AAC (7%), obtuvieron pérdidas de Met, Lys
y Arg de 17, 14 y 10% a los 60 minutos de inmersion. En contraste Alam et al. (2005)
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presentaron pérdidas de Met y Lys de 1% (15minutos) para una dieta a base de aislado de
soya y calmar suplementada con AAC sin encapsular; ademas Fox et al. (2006) midieron
la pérdida (después de 45 minutos de inmersion) de diferentes fuentes de Met en una
dieta deficiente en este AA a base de pasta de soya (67%), obteniendo 0.4 y 2.5% de
PMet para las dietas deficiente y suplementada con DL-Met. Probablemente las
diferencias con estos Ultimos dos estudios sea debido a los efectos de las distintas
metodologias, el material de andlisis (alimento o agua) y los célculos empleados, como se

discutio en el experimento 5.

7.7.3 Resultados Zootécnicos

A los 15 minutos de inmersion en el agua el contenido de AA en los alimentos y
en particular el de Met fueron relativamente semejantes entre las dietas experimentales.
La escaza sobrevivencia en el presente experimento, en especial en las dietas mas
deficientes en Met obligo a terminarlo a los 15 dias. En contraste con la suplementacion
de 0.4% de DL-Met encapsulada en Agar para exceder en 42% el contenido de Met de
carcas de camardn en el experimento 5, la suplementacion de 0.4% de DL-Met libre a la
dieta deficiente chicharo verde 2 para exceder en 14% dicho requerimiento no mejord
significativamente la Suv de los camarones que consumieron este tratamiento, a pesar de
que en ambos casos la Met suplementada se perdié casi en su totalidad a los 15 minutos
de inmersion. En el mismo sentido Millamena et al. (1996a) encuentran una mejora
numeérica en la Suv (de 63 a 83%) hasta encontrar el requerimiento de Met (0.88% de
Met total en la dieta, 2.4% de Met en la proteina) en P. monodon adicionando niveles
crecientes de Met encapsulada en CMC, coincidiendo con el valor recomendado de
Akiyama et al. (1991) y expresando un exceso de 15% con respecto al carcas de L.
vannamei. También contrasta con la mejora numerica en la Suv reportada por Fox et al.

(2006) al suplementar diferentes fuentes de Met en L. vannamei.

Por otra parte, Forster y Dominy (2006) tampoco observaron un incremento en la

Suv o en el crecimiento al suplementar con 0.5% de DL-Met una dieta a base de proteina
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vegetales (48.6% de trigo entero, 29.3% de pasta de soya y gluten de trigo 4%)
adicionada con AA cristalinos (0.5% de Arg, 0.5% de Lys-HCI, 0.2% de Thr y 1% Glu)
con una deficiencia de 30% con respecto al carcas de camaron. De manera semejante
Palma et al. (2006) en la determinacion del requerimiento de Palaemonetes varians
(0.9% de la dieta, 2% de la proteina) a base de una dieta de pescado (14%), gluten de
trigo (10%), gelatina (2.5%) y una mezcla de AA (16-19%) con un contenido de 0.5% de
Met (1.1% Cys) y suplementado Met libre no obtuvo diferencias en la supervivencia pero
se hicieron presentes cubriendo el 96% del contenido de Met en carcas de L vannamei.

A pesar de una deficiencia del 40% de Met con respecto al carcas de camaron
crecimiento no se mejoro significativamente (TCE 3.26-3.77) con la suplementacién de
DL-Met libre en el presente experimento, sin embargo fue parecido a los crecimientos del
experimento 5 con las dietas experimentales (TCE 3.12-3.69); las dietas suplementadas
con 0.2 y 0.4% de DL-Met comienzan a mostrar crecimientos similares a los reportados
en los experimento 1 y 2 (TCE de 3.9 y 3.8, a 28 dias). Por el contrario Swick et al.
(1995) reportdé un incremento en el crecimiento de P. monodon con una dieta a base de
pasta soya (20%) y harina de pescado (10%) cuando son suplementadas con 0.5% de DL-
Met. En acorde a lo anterior Millamena et al. (1996a) obtuvo diferencias significativas en

el crecimiento.

En una serie de bioensayos de crecimiento en tanques con produccion natural Fox
et al. (2006) evaluaron la eficiencia de DL-Met, HMTBA unido a Mn, Ca, Cuy Zn y
Polymet como fuentes de Met sobre dos dietas deficientes en Met (35 y 40% del carcas,
respectivamente) similares a la deficiencia en Met (40%) alcanzada en el presente
experimento con la dieta deficiente Met chicharo verde2. La primer dieta fue formulada a
base de pasta de soya (53.2%) y subproductos de ave (6%) y la segunda a base de pasta
de soya (44.60%), subproductos de pollo (6%) y gelatina (5%). La primer dieta fue
suplementada con 0.10% de DL-Met para quedar en una deficiencia de solo 21% de Met
y la segunda con 0.05 y 0.1% para reducir la deficiencia de Met a niveles de 32 y 24%;
aungue no se encontraron diferencias significativas en el crecimiento (GP mayores a
1500 y 740% respectivamente) lo que concuerda con los resultados de crecimiento en el

presente experimento al suplementar DL-Met. Aunque Fox et al. (2006) sefialaron que
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los requerimientos del camaron podrian estar cubiertos a niveles de 0.4% de Met en
dietas a base de Soya, la baja Suv en el presente experimento, asi como los pobres
crecimientos indican que podrian ser necesarios mayores contenidos de Met para

salvaguardar la produccion de biomasa.

7.8  Efecto de DL-Met libre en un alimento deficiente a base de chicharo verde/soya

evaluado en jaulas (Experimento 8)

A pesar de que la dieta suplementada con 0.8% de DL-Met libre se fabric6 en una
sesion posterior al resto de las dietas experimentales que habian sido tomadas del
experimento 7, este nuevo tratamiento presenté un contenido proteico relativamente
similar (34%), aunque dos puntos por encima del valor esperado. Sin embargo, los
contenidos analizados de Met y Lys en el conjunto de dietas concordaron con lo
esperado. Con lo anterior el alimento control presentd un menor contenido de Met (40%)
y de Lys (10%) con respecto al 34% de proteina de carcas de camaron, pero menor en
Met (36%) para el 32% férmulado. Por otra parte el contenido de Met fue menor en 48%
considerando las recomendaciones de Akiyama et al. (1991) para 34% de proteina y con
un exceso de Lys (13%).

Al suplementar las dietas con 0.8% de DL-Met (1.16% de Met total en la dieta,
3.36% de la proteina) se cubrié y excedidé en 62% el contenido de Met en carcas de
camaron y la recomendacion de Akiyama et al. (1991) en 40%. Esto significa que si la
Met deberia es el primer limitante en la formula deficiente chicharo verde 2, el consumo

de esta dieta deberia producir una mejor sobrevivencia y crecimiento en el camaron.

Por otra parte, el alimento comercial cumplio con los requerimientos
considerando los requerimiento de Met y Lys reportados para P. monodon por Millamena
et al. (1996a; 1998) (2.4 y 5.2% de la proteina) y de Lys reportado para L. vannamei por

Fox et al. (1995) (5.19% de la proteina), que son muy parecidos a los recomendados por
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Akiyama. Asi mismo la dieta comercial presentd un exceso de 14% en el contenido de

Met y apenas cubrid el contenido de Lys con respecto al carcas de camaron.

7.8.1 Andlisis fisico de las dietas

Los analisis de fisicos de todos los alimentos desarrollados a partir de la dieta
deficiente chicharo verde 2 (de los experimento 7 y 8) se realizaron en conjunto, a pesar
de que el alimento suplementado con 0.8% de DL-Met se elabor6 en una sesion diferente

del resto.

Los valores de ABS obtenidos para la dieta comercial fueron inferiores a los
obtenidos con las dietas experimentales, como se discutié en la seccion anterior esto se
debe principalmente a que los dispositivos industriales presentan un mayor grado de
coccidn de los almidones y una mejor compactacion de los alimentos, lo que forma una
cubierta menos permeable al agua y por ello disminuye la ABS de agua con respecto a los

procesos de fabricacion en laboratorio (Cruz-Suérez et al., 2006).

La ABS, laPMS y la PPC ya fueron discutidos en el experimento anterior para las
dietas empleadas en el experimento 7. La suplementacion de 0.8% de DL-Met libre
confirma una tendencia a que un incremento en el contenido de ingredientes almidonosos
permita una mayor ABS con respecto al tiempo de inmersidn de los alimentos en el agua
cuando estos no estan totalmente gelatinizados. La dieta suplementada con 0.8% de DL-
Met presentd valores ligeramente menores de ABS a los 15 minutos, lo cual implic6 una
menor PMS y PPC en ese periodo en particular, tal vez debido a que el alimento presento
una mejor gelatinizacion de los almidones y el tiempo necesario para permear el pellet
fue de 60 minutos para llegar a valores semejantes de PMS y PPC al resto de las dietas

evaluadas.

Las Pérdidas de Lys y Arg (32 y 23%) se incrementaron en la dieta suplementada
con 0.8% de DL-Met con respecto a los valores obtenidos para el resto de las dietas (19 y

17%) en el presente experimento (donde la PAA corresponde a la proteina integra).
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Aunque las pérdidas de Lys y Arg se incrementaron en la dieta suplementada con 0.8%
de DL-Met, fueron menores a las observadas en el experimento 1 (de 40 y 30%,
respectivamente) con dietas experimentales de fabricacion industrial; la PLys fue menor
y la PArg fue semejante a los valores en el experimento 2 (55% y 20%, respectivamente);
fueron semejantes a los valores obtenidos en el experimento 5 (de 22 a 28% de PLys y de
17 a 16% de PArg). Contrario a lo descrito por Fox et al. (2006) y Alam et al. (2005), la
PMet en forma de amino&cido cristalino es completa, por consiguiente la PMet total se
incrementa con forme es suplementada en mayores cantidades; esto es apoyado con los
resultados obtenidos por Lim (1993) y Fogle et al. (1999); donde las PMet fueron de 53 y
40% en dietas suplementadas con 0.55% y 0.50% de DL-Met respectivamente.

7.8.2 Resultados Zootécnicos

La utilizacién de jaulas individuales no habia sido reportada en estudios de
crecimiento empleando dietas suplementadas con AA, tal vez debido a que se considera a
L. vannamei como una especie gregaria. En el presente experimento se logro evitar
exitosamente el canibalismo observado en el experimento anterior con el grueso de las
dietas experimentales. No obstante, la Suv de los camarones en el presente experimento
no fue del 100% y continu6 siendo baja para ensayos de crecimiento; incluso con la dieta
control comercial (60%), con la que se cubri6 el perfil de AA recomendado por Akiyama
et al. (1991). Esto significa que el factor jaula y cultivo individual afecta negativamente

el crecimiento y la sobrevivencia, aun més que la deficiencia de Met.

A los 15 minutos de inmersion en el agua los contenidos de AA, en particular el
de Met, en los alimentos fueron relativamente semejantes. A pesar de tener un exceso de
62% de Met con respecto a los valores en carcas de L. vannamei, la Suv de los camarones
alimentados con la dieta suplementada con 0.8% de DL-Met no mejoré (contrario a lo
esperado, segun el antecedente del experimento 5) con respecto a la dieta deficiente; De
hecho, la Suv de los camarones alimentados con las dietas experimentales incluso fue

inferior a los valores reportados para el experimento previo desde los 7 dias de
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bioensayo, lo que hace pensar en la existencia de un efecto jaula negativo sobre el
rendimiento del camaron. Sin embargo hay que considerar que el nimero de camarones
iniciales por tanque no fue el mismo (10 animales libres vs. 5 animales enjaulados) y esta
diferencia en el contenido inicial de camarones tiene un impacto mas marcado en el

experimento actual.

Por otro lado Millamena et al. (1996a) encuentran una mejora numeérica en la Suv
(de 63 a 83%) hasta encontrar el requerimiento de Met (0.88% de Met total en la dieta,
2.4% de Met en la proteina) en P. monodon adicionando niveles crecientes de Met
encapsulada en CMC, coincidiendo en su requerimiento con el valor recomendado de
Akiyama et al. (1991) y expresando un exceso de 15% con respecto al carcas de L.
vannamei. En el mismo sentido Fox et al. (2006) reportaron una mejora en la Suv al
suplementar diferentes fuentes de Met en L. vannamei, contrastando con lo encontrado en

el presente experimento.

En cambio Forster y Dominy (2006) no observaron una mejor Suv al
suplementar con 0.5% de DL-Met una dieta 30% deficiente con respecto al carcas L.
vannamei a base de proteinas vegetales (48.6% de trigo entero, 29.3% de pasta de soya y
gluten de trigo 4%) y adicionada con AA cristalinos (0.5% de Arg, 0.5% de Lys-HClI,
0.2% de Thr y 1% Glu). Palma et al. (2006) en la determinacién del requerimiento de
Palaemonetes varians (0.9% de la dieta, 2% de la proteina) y llegando a cubrir hasta el

96% del carcas de L. vannamei, tampoco obtuvo diferencias en la supervivencia.

El crecimiento de los camarones en jaulas con las dietas experimentales fue muy
bajo (TCE de 1.04-1.26) comparado a los crecimientos presentados en los experimentos
previos (TCE >3.00). Las diferencias significativas encontradas (EA, y TEP)
corresponden a un mayor peso final de los camarones alimentados con la dieta control
comercial, que en todo caso no fue adecuado (Vazquez-Afion and Giesen, 2004). Aunque
Fox et al. (2006) sefialaron que los requerimientos del L. vannamei podrian estar
cubiertos a niveles de 0.4% de Met en dietas a base de Soya los pobres crecimientos en
el presente experimento, asi como la baja Suv indicaron que podrian ser necesarios

mayores contenidos de Met para salvaguardar la produccion de biomasa.
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Por otra parte estudios semejantes donde dietas con un bajo contenido de Met son
suplementadas en exceso con diferentes fuentes de Met, han reportado una respuesta
positiva en el crecimiento (Swick et al.,, 1995; Fox et al., 2006). Asi mismo el
crecimiento ha sido el parametro empleado en la determinacién del requerimiento de Met

para P. monodon (Millamena et al., 1996a) y P. varians (Palma et al., 2006).

Considerar al individuo como la unidad experimental, lejos de encontrar
diferencias significativas, expres6 una variabilidad mayor para cada uno de los
tratamientos, lo que se tradujo en un coeficiente de significancia mayor. La presencia de
mortalidad y los bajos crecimientos, nos hace cuestionarnos la larva o las condiciones del
agua de cultivo utilizadas. Sin embargo, las condiciones fisicoquimicas del agua del
cultivo fueron adecuadas para L. vannamei, lo que sugiere la presencia de algun factor

biol6gico que impact6 en el crecimiento.

7.9  Efecto de pos-acondicionar un alimento sobre su estabilidad y digestibilidad

(Experimento 9)

7.9.1 Anélisis quimico de las dietas

Las dietas experimentales fueron isoproteicas (35%) aunque a un nivel
ligeramente mas elevado lo esperado. Adicionalmente presentaron un contenido proximal
muy semejante al de las dietas basadas en la formula deficiente chicharo verde 2. En
consecuencia se podria suponer que el perfil de AA también seria semejante al analizado

en las dietas anteriores.
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7.9.2 Andlisis fisico de las dietas

Los factores que pueden afectar la estabilidad del alimento son: las propiedades
ingredientes empleados en el alimento, el tipo de aglutinantes empleados, asi como el
tipo de procesamiento (Cruz-Suarez et al.,, 2006). El proceso mayoritariamente
distribuido en la industria de los alimentos para camarédn es el peletizado (80%), sin
embargo la coccion termopléstica (extrusion a presiones y temperatura elevadas) ha
tomado relevancia en los alimentos para acuacultura (Bortone, 2002). Las problematicas
asociadas a la estabilidad de los alimentos en el peletizado se asocian a la reducida
cantidad de agua empleada en la mezcla (6-7%) en relacion a la cantidad de almidones
presentes en las dietas comerciales (Devresse, 1998) como para poder llevar a cabo la
completa gelatinizacion de estos; en el chicharo se estima un contenido de 40-60% de
almidén (Donangelo et al., 1986; Thiessen et al., 2003; Yemane and Skjelvag, 2003;
Yadav et al., 2010) mientras que el trigo tiene alrededor de 36% de almidén (Davis and
Arnold, 1993). El almidén de las harinas no solo representa una fuente de energia,
también constituye un aglutinante de importancia en alimentos peletizados una vez que es
gelatinizado(Bortone, 2002).

El proceso de peletizado en un molino carnico como el desarrollado en los
presentes alimentos experimentales posee caracteristicas mixtas de los dos procesos
industriales (peletizado y extruido). Por un lado las presiones y temperaturas alcanzadas
dentro del alimentador son relativamente bajas (menores a 90 C) y por lo tanto el pelet
presenta pocas celdas producidas por la evaporacion de agua en el secado, es denso y no
flota, ademas de que los almidones se gelatinizan parcialmente por efecto del corte
mecanico como ocurre en el peletizado industrial (Devresse, 1998). Por otra parte la
humedad en la mezcla de los ingredientes es elevada (30%), la cual es transportada por
un tornillo sin fin el cual imprime una fuerza de corte de igual forma que en el proceso de
extrusién con temperaturas a la salida del dado de entre 60-90C, en funcién de las
propiedades de la matriz (Bortone, 2002, 2006) el cual supone una mayor gelatinizacién

de los almidones.
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Al implementar el proceso de pos-acondicionamiento (125C y 18Psi) en el
presente experimento se emularon las etapas en las que se imprimen las fuerzas de corte
por los segmentos del tornillo sin fin, donde la temperatura y presion se incrementan,
dando el efecto termopléstico a la matriz. Segin Bortone (2006) el proceso de pos-
acondicionamiento en alimentos peletizados y extruidos mejora en un 20% la
gelatinizacion de los almidones. Por otro lado en alimentos para acuacultura se ha
reportado que un proceso termopléstico incrementa la gelatinizacion de los almidones
(Davis and Arnold, 1993; Cousin et al.,, 1996; Drew et al., 2007). El pos-
acondicionamiento permite un lenta liberacion del vapor contenido en el pelet y con ello
permite el acercamiento de moléculas de almidén o de almidon y otras macromoléculas,
permitiendo la compactacion del pelet y una mayor estabilidad del mismo (Bortone,
2002). La disminucion en la ABS con el proceso de pos-acondicionamiento se atribuyd a
la formacion de una matriz compacta con alto grado de gelatinizacién en los almidones y
por consiguiente poco permeable. También se asocia con un mayor contenido de
humedad en el pelet pos-acondicionado, debido a que el vapor de agua en el nucleo del
pelet no pudo atravesar la matriz mds compacta de las capas externas del pelet, a

diferencia del alimento sin pos-acondicionamiento.

Los almidones gelatinizados sirven como aglutinante en los alimentos para
camaron (Devresse, 1998; Bortone, 2006), lo que concuerda con la disminucion de un
40% de PMS con el proceso de pos-acondicionamiento en las dietas del presente
experimento. Cruz-Suarez et al. (2001) reportaron una diminucion en la PMS, cuando la
harina chicharo entero fue extruida antes de incluirla en el alimento e indicaron una
mayor gelatinizacion de los almidones. Bortone (2006) ha descrito que con las
tecnologias de acondicionamiento se puede llegar a gelatinizar hasta un 50% de los
almidones en el alimento. Por otra parte, valores elevados de la gelatinizacion de los
almidones del pelet conduce a una reduccion en la estabilidad del pelet, debido a la
dextrinizacion de los almidones, donde la amilosa se lixivia y se pierde la capacidad
aglutinante del almidén (Devresse, 1998; Bortone, 2002; Rao, 2007). En el presente
experimento la ABS y la PMS se incrementaron significativamente con el tiempo de
inmersion, independientemente del proceso que hayan sufrido las dietas; esto

corresponde con los resultados obtenidos en los experimentos 5,7 y 8.

245



246

7.9.3 Resultados de Digestibilidad

El proceso de pos-acondicionamiento no afecté la DAMS (78%) y DAED (85%)
en la dieta deficiente en Met chicharo verdel, sin embargo la DAP se redujo
significativamente de 92-90% con dicho proceso. Davis et al. (2002) con una dieta a base
de pescado (30%), pasta de soya (25%), Nutribinder (10%) y almidon de trigo como
rellenador, evalud la digestibilidad de la harina de chicharo procesada de diferentes
maneras (extruido, micronizado, descascarillado y descascarillado y extruido) en L.
vannamei, obteniendo valores de la DAP de 77% y de la DAED de 72.6% en la dieta con
la harina de chicharo entero sin procesar y en la dieta con la harina de chicharo extruida
de 82 y 77% respectivamente; la harina de chicharo sin procesar presentdé 90% de DAP y
72% de DAED, mientras con la extrusion fueron de 111 y 86% respectivamente. La DAP
y DAED de la dieta actualmente evaluada fue muy superior a la digestibilidad de las
dietas evaluadas por Davis et al. (2002); la DAP en las dietas actualmente evaluadas fue
parecida a la digestibilidad reportada para la harina de chicharo sin procesar, mientras
que la DAED fue similar a la encontrada en la harina de chicharo extruida.

Por otra parte Cruz-Suarez et al. (2001) emplearon un dieta a base de pescado
(23%), harina de trigo (23%%), pasta de soya (7%), harina de camarén (4%) y
adicionadas con DL-Met (0.14%, para cubrir las recomendaciones de Akiyama et al.,
1991) para evaluar la digestibilidad en L. stylirostris de la harina chicharo procesada de la
misma forma que indicé Davis et al. (2002). Para la dieta con harina de chicharo sin
procesar los valores fueron de 79% de DAMS y 90% DAP, los cuales no fueron
afectados por el proceso de extrusion; los valores de DAMS y DAP para la harina de
chicharo sin procesar fueron de 89 y 80% los cuales tampoco fueron afectados por la
extrusion; la correccion de los valores de digestibilidad por lixiviacion de los
componentes de la dieta redujeron las DAMS y DAP a niveles de 77 y 88% para las
dietas, aunque en los ingredientes se presentd un incremento no significativo en DMS
(87-90%) y DAP (77-87%) con la extrusion. Los valores de DAMS y DAP de las dietas
evaluadas en el presente experimento son muy semejantes a los encontrados por Cruz-

Suarez et al. (2001) con y sin corregir por lixiviacion; los resultados de la DAP son
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semejantes a lo reportado por Cruz-Suarez et al. (2001) para la harina de chicharo
extruida sin corregir por lixiviacion y en acorde la relacion establecida con los resultados
de Dauvis et al. (2002).

Existe una mayor gelatinizacion de los almidones cuando los ingredientes se ha
extruido previamente (Davis and Arnold, 1993; Drew et al., 2007), una extrusion en
humedo gelatiniza una mayor cantidad de almidon que una extrusion en seco (Davis and
Arnold, 1995), sin embargo Davis (1995) indicd que la gelatinizacion de los almidones
no necesariamente incrementa la digestibilidad de la energia en camarén, aunque Cousin
et al. (1996) encuentra una mayor digestibilidad de los almidones en ingredientes donde
los almidones fueron previamente gelatinizados. Esto se explica debido a que una elevada
gelatinizacion de los almidones desgarra el granulo de almidon y permite la salida de
amilosa del granulo, asi como la activacién de amilasas y la liberacion de azucares
simples (Rao, 2007); una vez inmerso el alimento en agua tanto la amilosa, como los
azucares libres son facilmente lixiviables, y el valor de la energia consumida es
sobreestimado, de manera que incluso la digestibilidad de la energia puede verse

disminuida; sin embargo el almidén consumido en realidad es mejor aprovechado.

En el presente experimento se considera que en el alimento hay una gelatinizacion
parcial de los almidones, suficiente para mejorar la estabilidad estructural del pelet
mediante interacciones entre las moléculas de almidén y almiddn, proteina o grasas como
lo indica Devresse (1998), pero no en exceso para disminuir la DAE; aunque la probable
interaccion de las moléculas de proteina con los azucares del almidén pudo disminuir
ligeramente aunque de forma significativa la DAP. Es prudente hacer un andlisis del
costo beneficio de disminuir la PMS en funcion de una ligera reduccion de la DAP. En el
presente trabajo se justifica disminuir ligeramente la DAP si esto lleva a una disminucion
considerable de la PMS en la dieta, que es uno de los requisitos para la evaluacion eficaz

del requerimiento de AA cuando se emplean AAC, altamente solubles.

La presencia de diferentes factores antinutricionales como inhibidores de
proteasas, acido fitico, taninos, lectinas, alcaloides, saponinas, oligosacaridos y
glucésidos en el chicharo disminuyen la digestibilidad de los carbohidratos y proteinas
(Donangelo et al., 1986; Bishnoi and Khetarpaul, 1994; Cruz-Suarez et al., 2001,
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Bautista-Teruel et al., 2003; Hickling, 2003; Drew et al., 2007; Valencia et al., 2008;
Davies and Gouveia, 2010). Sin embargo el efecto de ellos sobre la digestibilidad de los
alimentos para camarén es reducido debido a las siguientes razones: El proceso de
peletizado inactiva a los inhibidores de proteasas debido a que son termolabiles (Cruz-
Suarez et al., 2001; Mufioz, 2004; Bortone, 2006), Thiessen et al. (2003) sugieren
ademas la inactivacion de la lipogenasa (afecta palatabilidad), el fitato y los
glucosinolatos. La incorporacion de agua en la mezcla permite la activacion de ciertas
enzimas hidroliticas que actGan sobre los factores antinutricionales con una funcion de
reserva de nutrientes en los organismos vegetales (Bishnoi and Khetarpaul, 1994). En
presencia de humedad la fitasa se activa, calor predispone a la liberaciéon de el primer
fosfato del fitato y hace més sensible el anillo del &cido fitico en comunicacion personal
con Guerrero (2009). La seleccion ha llevado a una reduccion de taninos y lectinas (Cruz-
Suarez et al., 2001; Bautista-Teruel et al., 2003). En concordancia con las premisas
anteriores, la sustitucion de 8-42% de una mezcla de pasta de soya (25%), harina de trigo
(17%), y salvado de arroz (9%) por chicharo forrajero en una dieta para P. monodon
reportd una mejora en la DAMS (71-77%) y DAP (84-87%) con la inclusion de mayores
cantidades de chicharo (Bautista-Teruel et al., 2003); los valores de DAMS y DAP con
42% de Chicharo son muy semejantes a los encontrados en el presente experimento con

la dieta deficiente en Met chicharo verdel.

7.10 Efecto de pos-condicionamiento, DL-metionina-CMC y atrayente comercial sobre

la estabilidad de la dieta y rendimiento de L. vannamei (Experimento 10)

7.10.1 Anélisis quimico de las dietas

Los contenidos de 33% de proteina y 4.7Kcal encontrados en las dietas del
presente experimento son similares a lo esperado en la férmula deficiente en Met
chicharo verdel. Sin embargo, los contenidos analizados de Met y Lys en la dieta de base

concordaron con lo esperado. Con lo anterior el alimento de base presentd un menor
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contenido de Met (44%) y de Lys (14%) con respecto al 33% de proteina de carcas de
camaron. Por otra parte el contenido de Met fue menor en 52% considerando las
recomendaciones de Akiyama et al. (1991) para 34% de proteina y con un exceso de Lys
(7.4%). Las dietas suplementadas con 0.4% de DL-Met encapsulada en CMC (0.71% de
Met total en la dieta 2.15% de proteina) presentaron un exceso de 4% de Met con

respecto al contenido en el carcas de camaron.

Por otra parte la dieta comercial cumple con los requerimiento de Lys para L.
vannamei (Fox et al., 1995) y P. monodon (Millamena et al., 1998), pero presentd una
deficiencia en Met (10%) de la misma magnitud que aquellas dietas suplementadas con la
Met encapsulada en CMC respecto a las recomendaciones para la industria (Akiyama et

al., 1991) o el requerimiento reportado para P. monodon (Millamena et al., 1996a)

7.10.2 Andlisis fisico de las dietas

La ABS presentada para el experimento actual no presento una reduccion
significativa con el pos-acondicionamiento de la dieta, a diferencia de la reduccion (de
131 a 77%) ocurrida con los alimentos elaborados para el experimento de digestibilidad,
previo a este. Aunque los valores de ABS son mas semejantes con los valores de la dieta
pos-acondicionada de aquel experimento. Probablemente la causa de que las ABS hayan
sido muy parecidas es que hubiera mayor gelatinizacion de los almidones en el proceso

del peletizado.

La dieta deficiente en Met chicharo verde 1 presentd6 una PMS semejante a la
obtenida en los experimentos 6 y 9 con la misma dieta y a las PMS obtenidas en los
experimentos 7 y 8 con la dieta deficiente en Met chicharo verde2. Los alimentos a base
de la dieta deficiente en Met chicharo verde 1 en el experimento actual presentaron una
reduccion de 30% de PMS con el pos-acondicionamiento, a diferencia del 40% logrado
en el experimento9 (de digestibilidad) con la misma dieta. La PMS en las dietas pos-
acondicionadas del presente experimento se ubican dentro de los valores (6.6-11.9%)

reportados por Dominy y Lim (1991) en alimentos peletizados industrialmente para L.
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vannamei con 32% de soya utilizando diferentes aglutinantes comerciales (inclusion
méaxima de 5%) y por Lim (1993) para un dieta comercial. Fox et al. (1995) también
presentan valores semejantes de PMS, aunque en el doble de tiempo (a base 35% de
gluten de trigo, 3% de solubles de pescado y 4.1% de AAC, PMS de 8.2%) con las dietas

donde determina que la Lys es el primer AA limitante para L. vannamei.

Bautista-Teruel et al. (2003) presentaron valores semejantes de PMS a los
obtenidos en el presente experimento con una dieta a base de pasta de soya (25%), harina
de trigo (17%), y salvado de arroz (9%), donde estos ingredientes son reemplazados en 8-
42% de chicharo en la dieta, pero con 4 horas de inmersion. Por otra parte Cruz-Suarez
indic6 una PMS de 11% con dietas a base de harina de chicharo (30%), harina de pescado
(23%), harina de trigo (23%) y harina de camaron (4%) (Cruz-Suarez et al., 2001), donde
la harina de chicharo fue pretratada (descascarillado, extruido, micronizado vy
descascarillado y extruido) mayores a las reportadas con el pos-acondicionamiento del
presente experimento, excepto por la dieta donde es extruida la harina de chicharo,
probablemente debido a la gelatinizacién de los almidones del chicharo como ocurre con

el pos-acondicionamiento en autoclave.

Por otro lado la PMS fue superior a los valores reportados por Cruz Suérez et al.
(2002) obtenidos para los alimentos comerciales en México (2.5-5%), de igual manera
que con aquellos valores reportados por Fox et al. (1995) para la determinacién del
requerimiento de Lys en las dietas con las cuales determinaron el requerimiento de Lys (a
base de 25% de gluten de trigo y 20% de pescado, PMS de 3.4%)

La PPC para la dieta deficiente en Met chicharo verde 1 procesada de manera
tradicional fue semejante a la encontrada en los experimentos 7 y 8 utilizando como base
la dieta deficiente en Met chicharo verde 2 (13%), sin embargo al implementar el pos-
acondicionamiento en la dietas la PPC se reduce en su totalidad, pero al incluir la DL-
Met encapsulada en CMC la PPC se reduce a solo una sexta parte. La PPC en la dieta
deficiente en Met chicharo verde 1 procesada de forma tradicional fue mayor a los
valores determinados en el experimentol con dietas experimentales procesadas
industrialmente (8.8-9.5%) y en el experimento5 con el MN (6.0-10.5%), sin embargo en

las dietas pos-acondicionadas y adicionadas con DL-Met encapsulada en agar la PPC
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resultd menor que las del experimento 1 y semejantes a los valores de la dieta comercial y
suplementadas con 0.9 y 1.35% de Lys en el experimento5, las cuales fueron evaluadas
por el mismo método. En los alimentos comerciales en México (Cruz-Suérez et al., 2002)
se reportd un amplio rango de PPC (0-10%) atribuida al error experimental y al uso de
tecnologias de recubrimiento con lipidos. Los resultados obtenidos en el presente
experimento, demuestran que el tipo de proceso de peletizado y el tipo de almidones, asi
como la presencia de AAL también afectan la PPC. Por otro lado Lim (1993) determino
un valor de 22% de PPC para las dietas experimentales donde evalud la utilizacion de los
AA en una dieta semipura ( 20% de calamar+ 6% de cacahuate, con 13% de la proteina
dietaria) adicionada con 16% de AAL (para obtener un 28% de proteina dietaria) a

diferentes niveles de pH (mediante el método Dominy y Lim, 1991).

La PE en la dieta deficiente en Met chicharo verde 1 procesada de manera
tradicional (19%) fue un poco menor a la PE encontrada en el experimento 1 con dietas
experimentales de fabricacion industrial (22-24%); por otro lado es semejante a los
valores superiores (17-19%) reportados en alimentos comerciales en México reportados
por Cruz Suarez et al. (2002). La PE en la dieta pos-acondicionada (10%) coincide con la
mayoria de los resultados reportados para alimentos comerciales mexicanos (Cruz-Suérez
et al., 2002) y representa una reduccion del 50% con respecto al proceso tradicional,
aunque la suplementacién de DL-Met encapsulada en CMC solo reduce en un 25% la PE
(14%).

Las pérdidas de Met, Lys y Arg en el presente experimento siguieron el mismo
patron que las PPC y PE, se redujeron con la implementacion del pos-acondicionamiento,
pero la suplementacion de DL-Met encapsulada en CMC increment6 la PAA. La DL-Met
encapsulada en CMC por el método japonés (Millamena et al., 1996a; Alam et al., 2004a;

Hernandez, 2010) se lixivio en su totalidad.

Las pérdidas de Met (20%), Lys (25%) y Arg (22%) con la dieta deficiente en
Met chicharo verde 1 procesada de manera tradicional en el presente experimento son
consistentes con las PAA en la dieta encontradas en los experimentos 5y 7, aunque la
PLys fue ligeramente superior; ademas corresponden con los valores reportados por

Ricque et al. (2006) para una formula comercial. Las PAA se redujeron (60, 30 y 55%,
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respectivamente) con la dieta pos-acondicionada, pero con la suplementacion de la DL-
Met encapsulada en CMC volvieron a incrementarse las PMet y PLys a los niveles de la
dieta sin pos-acondicionar, aunque la PArg continué disminuida (40%). La PMet
reportada por Lim (1993) con dietas experimentales semipuras fue de 53%, cuando se
suplement6 0.55% de la dieta, lo que concuerda con lo encontrado en la dietas
suplementadas con Met encapsulada en el presente estudio; en la misma direccion Fogle
et al. (1999) encontraron una pérdida del 40% de la DL-Met adicionada (0.4%) a los 15
min en una dieta para camarén a base de pasta de soya, trigo y pescado procesada

industrialmente.

La PMet encapsulada corresponde a un 30% de la PPC en donde se suplemento,
aunque la CMC con el proceso de pos-acondicionamiento pudo verse afectada en su
capacidad aglutinante, permitir la difusion de agua hacia el pelet y favorecer en la
lixiviacion de nutrientes que repercutieron en el incremento de la PPC, PE y PAA. En
contraste Alam et al. (2004b) estudiaron la encapsulacién de AAC con diferentes
polimeros, de los cuales la CMC presento una de las mas bajas PAA totales a los 10 y 30
minutos (2.3 y 4.5%) de AA en la dieta en una dieta a base de harina de pescado (40%) y
una mezcla de AAC (13.7%), con un buen crecimiento en M. Japonicus, solo por debajo
de bajo de una dieta comercial. Alam et al. (2005) presentaron el primer reporte en medir
la lixiviacion (15min) de sus encapsulados en un estudio de requerimiento de AA, sobre
una dieta a base de Aislado de soya y calmar peletizada en un molino carnico; reportaron
11% de PMet para la dieta suplementada con AAC sin encapsular y un 30% menos con la
encapsulacién en CMC, que contrasta de nuevo con los resultados reportados en los
experimentos 7 y 8 con DL-Met libre y en el presente experimento con la DL-Met
encapsulada en agar. Huai et al. (2009b) en la determinacion del requerimiento de Thr
mediante una dieta extruida industrialmente, a base de pescado (20%), gluten de trigo
(25%) y AAC (7%) (método de Dominy y Lim, 1991), obtuvieron pérdidas de Met, Lys y
Arg de 6, 11 y 5% para los 30 minutos de inmersion y de 17, 14 y 10% a los 60 minutos

de inmersion.
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7.10.3 Resultados Zootécnicos

Con base en los resultados obtenidos del experimento 7 y 8 donde la dieta
resultaba lo suficientemente deficiente como para evitar el crecimiento de los camarones
e incluso causar mortalidad sobre aquel lote de animales, a la semejanza de las dieta
deficiente en Met chicharo 1 y 2, a una mejor Suv de los camarones utilizados en el
experimento de digestibilidad con un origen distinto (Nayarit) y a una respuesta
significativa sobre la Suv con la suplementacién en exceso de Met encapsulada en agar.
En el presente experimento se podria esperar una mejora en la Suv de los camarones
alimentados con la dieta suplementada con DL-Met encapsulada en CMC al completar el
requerimiento de camardn y al usar jaulas para descartar el efecto del canibalismo sobre

los pardmetros zootécnicos.

La Suv del presente experimento decayo con respecto a la duracion del bioensayo
de crecimiento (de 73 a 93%, a los 35 dias) como en los experimentos previos.
Adicionalmente la Suv mejoré con camarones procedentes de Veracruz con respecto a los
valores obtenidos en los experimentos 5 (58-81%, 42 dias), 7 (75-83%, 14 dias) y 8 (46-
87%, en 35 dias) con animales procedentes de Sinaloa; experimentos donde se atribuyé la
baja Suv y el canibalismo como una respuesta a la gran deficiencia en Met de las dietas

para esa linea genética.

Los parametros zootécnicos acumulados hasta el dia 35, tomando al tanque y
después al individuo como unidades experimentales no mostraron diferencias
significativas, sin importar los diferentes procesos a los que se sometid la dieta. El
crecimiento con las dietas experimentales fue pobre (TCE de 0.49-0.74) con respecto a
los crecimiento en los experimentos 1, 2, 5 y 7 (TCE >3.00); incluso menor al
crecimiento obtenido en el experimento 8 (TCE 1.04-1.26%), en el cual se implement6 el

uso de jaulas individuales (Vazquez-Afion and Giesen, 2004).

El calculo de los pardmetros zootécnicos de forma semanal arrojéo un escaso
crecimiento durante la primera semana del bioensayo, a partir de ese momento la GP se

mantuvo oscilante alrededor de 0. La sustitucion de la dieta pos-acondicionada,
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suplementada con Met y espreada con el atrayente por una dieta comercial a partir en la
altima semana de bioensayo fue capaz de revertir una tendencia negativa en el
crecimiento y tener el mayor crecimiento de los tratamientos evaluados, aunque sin ser
significativo. La dieta deficiente en Met chicharo verde 1 no promueve el crecimiento de
los camarones en jaulas individuales al suplementar la dieta deficiente probablemente
debido a una restriccion del espacio, sin embargo permite el mantenimiento de los
organismos, lo que concuerda con el sefialamiento de Fox et al. (2006) en el que el
requerimiento de camaron podria estar cubierto a niveles de 0.4% de Met (1.33% de
proteina) en dietas a base de pasta de soya y en este caso a base de pasta de soya y
chicharo, apoyado por los resultados de Forster y Dominy (2006). Por otra parte los
requerimiento de Met de 0.7-0.89% (2.9-2.4% de proteina, respectivamente) (Millamena
et al., 1996a; Richard et al., 2009) para P. monodon, de 0.9 (2% de proteina) para P.
varians (Palma et al., 2006) y de 0.65% (1.32% de proteina) para M. japonicus (Teshima

et al., 2002) han sido mayores.

7.11 Contribucion relativa de nitrégeno dietario al carcas de L. vannamei

(Experimento 11)

7.11.1 Anélisis quimico de las dietas

Las dietas extremo a base de proteina de chicharo y de pescado son
nutricionalmente muy distintas y no conservan el mismo nucle6 de ingredientes, ya que
estuvieron disefiadas para presentar un mismo contenido de nitrégeno y de energia y por
ello es que este experimento no corresponde a una evaluacion del reemplazo de harina de

pescado por harina de chicharo.

A pesar de que el objetivo de que las dietas extremo a base de proteina de
chicharo y de pescado fueran isoproteicas e isoenergéticas se cumplid, las dietas

intermedias con un porcentaje de sustitucion la dieta a base de chicharo por la de pescado
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tuvieron una disminucion significativa en la energia. Los contenidos del perfil de AA
concordaron con lo esperado, de manera tal que la deficiencia en Met y en Thr se fue
desvaneciendo gradualmente con la sustitucion por formula de proteina de pescado. Con
lo anterior el alimento a base de chicharo present6 una deficiencia de Met (61%) y de Thr
(8%) con respecto al 22% de proteina de carcas de L. vannamei, mientras los contenidos
de Met y Thr fueron menores (en 96% y 9%, respectivamente) considerando las
recomendaciones de Akiyama et al. (1991) para 22% de proteina. La inclusion de
chicharo permitié exitosamente conseguir niveles muy bajos en Met y evitar la
deficiencia en Lys sefialada por Biswas et al. (2007) sin embargo lleva una tendencia a
presentar deficiencias en Thr que es otro AA con un rol metabolico de mucha
importancia(Huai et al., 2009b). Considerando las deficiencias observadas en los
alimentos evaluados en el presente experimento, la dieta 40PCh: 60%PP deberia generar

una respuesta positiva en el crecimiento del camaron sobre el resto de las dietas.

Los valores 8°N en las harinas de chicharo (1.5.0 £0.4%o) y de pescado (16.6
+0.1 %0) fueron lo suficientemente contrastantes como para poder formular las dietas
experimentales con un amplio rango de valores 8°N y a su vez explorar los efectos de

dietas bajas en proteina sobre el cambio isotdpico en el mdsculo de camaron.

7.11.2 Andlisis fisico de las dietas

La ABS de las dietas no present6 diferencias significativas, muy probablemente
debido a que se balancearon las dos formulas extremo para obtener dietas con un
contenido semejante de almidones. Por una parte el chicharo represento el 85% de la
dieta con un contenido de alrededor de 55% de almidones (Hickling, 2003) mientras que
en el otro extremo se empleo almidon de trigo para diluir la proteina del pescado
obteniendo niveles muy parecidos de Fibra+ ELN (54.3 vs. 49.7%). La calidad y la
cantidad de almidones permitieron que se utilizaran como aglutinante en las dietas y a su
vez que el proceso los gelatinizard de forma semejante. Cruz-Suéarez et al. (2006) han

reportado que una menor ABS de agua en los alimentos se ha asociado con un mayor
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grado de coccidn en los almidones, ademas de una mejor compactacion de las dietas y
esto a su vez genera un menor grado de PMS. En el presente experimento los valores de
ABS resultaron menores a los encontrados en los experimentos anteriores, pero se
encuentran dentro del rango de lo reportado en otros estudios del mismo laboratorio en
alimentos experimentales para camaron por encima del 100% a los 60 minutos de
inmersion (Cruz-Suarez et al., 2002; Cruz-Suérez et al., 2006; Ricque-Marie et al.,
2006).

A pesar de que no se encontraron diferencias significativas en la ABS, las dietas
con los niveles mas elevados de proteina de chicharo si presentaron un incremento en la
PMS. En estudios para alimentacién humana se ha descrito que el chicharo presenta una
gran cantidad de azucares solubles en agua, precisamente esta caracteristica se emplea
para concentrar la cantidad de proteina y reducir el contenido de antinutricionales como
predmbulo a la coccion de la semilla (Bishnoi and Khetarpaul, 1994). Las pruebas de
fabricacion para mejorar la estabilidad y estandarizar el pH de las dietas remarcaron la
importancia de controlar la esa fraccion de azucares. Después de 60 minutos de inmersion
en el agua todos los alimentos presentaron una PMS menor al 12%, lo que implicé una
leve mejora en la estabilidad de los alimentos con respecto a los fabricados en
experimentos previos. Por otra parte la dieta 100% proteina de pescado presento
caracteristicas fisicas méas favorables, al grado de reducir la PMS a niveles presentes en
dietas comerciales en estudios relacionados (Dominy and Lim, 1991; Cruz-Suarez et al.,
2001; Cruz-Suarez et al., 2002; Cruz-Suérez et al., 2006).

Los valores de PPC a pesar de presentar diferencias significativas entre las dietas
con diferentes proporciones de proteina de chicharo y de pescado no siguieron una
tendencia clara. La PPC encontrada para el conjunto de las dietas se encuentra por
encima de los valores reportados para dietas semejantes (Cruz-Suarez et al., 2001; Cruz-
Suarez et al., 2002; Cruz-Suarez et al., 2006). Por el contrario la PE en los alimentos
mostré una correlacion positiva con la PMS a excepcion de la dieta 100% PP. Lo que
refuerza nuestra hipétesis de que la mayor parte de la PMS esta vinculada a la pérdida de
carbohidratos que representan una parte importante de la férmula a base proteina de

chicharo. En las dietas la PPC deja espacios que son ocupados por agua Yy reduce las
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fuerzas moleculares del pellet, lo que favorece a que otros nutrientes menos solubles

tengan una pérdida paulatina y ello incremente la PMS en forma continua.

7.11.3 Resultados Zootécnicos

La tasa de crecimiento estuvo asociada al tratamiento dietario, presentando una
correlacién negativa con el contenido de proteina del chicharo (r°= -0.94), el cual indica
que el perfil de AA del chicharo no satisface por completo los requerimiento del camaron
cuando se incluye en grandes cantidades en la dieta (Cruz-Suarez et al., 2001; Davis et
al., 2002). Generalmente se considera que un nivel adecuado de proteina es por encima
de 32% para los juveniles de Penaeidos (Kureshy and Davis, 2002). La presencia de anti
nutricionales se ha reportado en las harinas de chicharo; sin embargo en el presente
experimento no se reportaron efectos negativos debido a que se evitan mediante el
proceso de pos-acondicionamiento. El crecimiento observado en los camarones
alimentados con la dieta 100% proteina de pescado (TCE = 4.17 o k = 0.042) se
considera adecuado para postlarvas de L. vannamei (Tacon et al., 2002; Vazquez-Afion
et al., 2006), a pesar del bajo contenido de proteina. Bautista y Teruel sugieren el uso de
hasta un 25% de harina de chicharo en dietas practicas para un uso eficiente por P.
monodon sin efectos adversos en el crecimiento. Las bajas tasas de crecimiento
observadas en los camarones alimentados con altos contenidos de proteina de chicharo
pueden estar relacionadas con la baja disponibilidad de AAIl (Met y Thr) en el
ingrediente. Sin embargo la GP y la tasa metabdlica de nitrogeno observada en el resto de
las dietas fueron suficientes para asegurar un cambio en los valores isotopicos (8°N) del
musculo de camaron. EI musculo del camarén comprende alrededor del 66% del peso
corporal en camarones penaeidos y estudios previos en crustaceos han mostrado
pequefias diferencias en las razones isotdpicas entre muestras del musculo y del cuerpo
entero del camaron (Stenroth et al., 2006; Gamboa-Delgado and Le Vay, 2009b). El
musculo es un buen tejido en el estudio del trazado del nitrégeno isotdpico y permite la
comparacion con otros estudios (Beltran et al., 2009; Gamboa-Delgado and Le Vay,
2009b; Buchheister and Latour, 2010; McMahon et al., 2010).
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7.11.4 Resultados de la Discriminacion isotdpica

Los valores isotopicos de cada dieta fueron rpidamente reflejados en el muasculo
de camaron y el equilibrio isotdpico se logré entre los dias 15 y 20 del experimento. Los
camarones alimentados con las dietas 100PCh, 95PCh/5PP and 85PCh/15PP tuvieron un
GP de 65-78%; sin embargo estos animales también alcanzaron el equilibrio isotdpico

pero evidentemente no a través del incremento en biomasa, sino del recambio metabdlico.

Los factores de discriminacion isotopica fueron muy contrastantes de 0.5 %o (con
la dieta a base de 100%PP) a 7.4 %o (con la dicta a base de 100%PCh). Estos factores de
discriminacion estuvieron fuertemente correlacionados (r’= 0.94) con la inclusién de
harina de chicharo en las dietas. Los estudios sobre la dinamica de los is6topos
consideran que diferentes factores de discriminacion entre organismos consumidores y
dietas podrian estar asociados a la calidad del nitrégeno dietario (Roth and Hobson, 2000;
Robbins et al., 2005), pero estudios previos apuntan a que la cantidad es lo que provoca
diferentes factores de discriminacion (Pearson et al., 2003). Independientemente de la
causa (cantidad o calidad de la proteina en la dieta), hay un incremento en los factores de
discriminacién que indica una elevada demanda de nutrientes especificos, en particular
cuando la tasa de crecimiento del consumidor es alta, como la observada en los estadios
tempranos de vida (Le Vay and Gamboa-Delgado, 2010). Martinez del Rio and Wolf
(2005) consideran que la deficiencia de un nutriente dietario especifico podria
incrementar la tasa de consumo, causando un aumento de la tasa metabdlica de los
nutrientes no esenciales y asi obtener mayores factores de discriminacion isotopica entre

el tejido animal y la dieta.

Las tasas de recambio metabdlico en el musculo de camardn bajo las distintas
dietas oscilaron entre 0.014 y 0.078 dias™, aunque no hubo una correlacién entre la
cantidad de harina de chicharo en la dieta y las tasas de recambio del nitrogeno
observadas. El crecimiento corporal puede verse comprometido alimentando con dietas
con bajos niveles de proteina, sin embargo esto es imposible en las funciones
metabdlicas, por lo que los AA suministrados tienen como primer destino el equilibrio

metabolico y esto incrementa las tasas de recambio metabdlico (Waterlow, 2006). Las
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tasa mas bajas de recambio metabdlico de nitrégeno fueron para las dietas con
70PCh/30PP, 55PCh/45PP y 40PCh/60PP, la ultima fue la Unica que pudo expresar un
crecimiento comparable con la dieta con 100% de proteina de pescado. Las dietas con
100% proteina de chicharo o de pescado fueron la que presentaron las tasas mas altas de

recambio metabélico (0.053 y 0.048 dias™ respectivamente).

La medida en la que un rapido recambio metabolico de nitrogeno podria limitar el
crecimiento del camardn esta en funcién de la demanda de energia y AA necesarios para
la sintesis de proteina (Millward et al., 1975). En pos-larvas y juveniles de penaeidos las
tasas de sintesis proteica son caracteristicamente altas, por ejemplo Mente et al. (2002)
determind una eficiencia de retencion de sintesis de proteina en forma de crecimiento de
94%, cuando L. vannamei es alimentado con dietas nutricionalmente optimas, sugiriendo

un recambio metabdlico muy bajo.

El costo energético es substancial con tasas de recambio elevadas y sintesis de
proteina (Waterlow, 2006), en el presente experimento la energia dietaria no fue una
limitante, debido a que todas las dietas fueron formuladas con buenos niveles de calorias,
producto del uso de carbohidratos altamente digestibles para esta especie de camaron
(Cousin et al., 1996). Los tiempos medios de retencion del nitrégeno (tsp) en el tejido de
camaron fueron de 7.4 (dieta 95PCh/5PP) a 17.6 dias (dieta 70PCh/30PP) y no estuvo
correlacionado con el crecimiento. Usualmente altas tasas de recambio metabolico se
traducen en tiempo cortos de retencion (Hobson and Clark, 1992), sin embargo lo
tiempos de retencion en el experimento fueron relativamente altos al compararlos con
otros tejidos en crustaceos (e.g. hepatopancreas y proteinas de la hemolinfa). Las tasas de
recambio metabolico en tejidos especificos pueden permitir a los investigadores estimar

la escala de tiempo para cumplir sus objetivos de estudio (Buchheister and Latour, 2010).
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7.11.5 Resultados de la Contribucion de Nitrégeno y Materia Seca

Aunque las proporciones estimadas de nitrogeno dietario y materia seca,
otorgadas por las harinas de chicharo y pescado fueron muy semejantes a las
contribuciones esperadas por la formulacion de la dieta, las diferentes tasas de
crecimiento funcionan como indicador de las diferentes propiedades nutricionales de las
dietas experimentales. El bajo crecimiento presentado en los tratamientos con 100% de
proteina de chicharo o altas proporciones de ésta es consistente con estudios donde se
reportan pobres crecimientos y el uso de altos contenidos de fuentes de proteina vegetal
(Galgani et al., 1988; Paripatananont et al., 2002; Molina-Poveda and Morales, 2004).

La cantidad y perfil de AA de la harina de pescado se considera nutricionalmente
bueno para los camarones penaeidos, mientras que los contenidos y perfiles de las fuentes
de proteina vegetal (soya y chicharo) por si solas no soportan crecimientos semejantes.
En este contexto se ha sefialado que el tejido animal generalmente no refleja el valor
isotopico de la dieta, pero si refleja el valor isotopico de los nutrientes que tomd para su
sintesis (Gannes et al., 1997). Aunque los crecimientos fueron bajos debido a la
restriccion de proteina, las contribuciones de nitrogeno de la harina de chicharo hacia el
musculo de camaron fueron altas y consistentes con las cantidades de nitrégeno
disponible en las formulaciones con excepcion de la dieta 70PCh/30PP; la cual incorpor6
cantidades significativamente altas de nitrégeno (78%) y materia seca (86%) de la harina
de chicharo, con respecto a lo esperado en la formulacién (69 y 91% respectivamente).
La harina de chicharo tiene bajos contenidos de proteina, por lo que se requiere
incorporar fisiolégicamente grandes cantidades de este ingrediente para alcanzar las

contribuciones de nitrégeno obtenidas en el presente estudio.

En experimentos previos, explorando las contribuciones dietarias de nitrogeno en
pos-larvas de camaron, Gamboa-Delgado y Le Vay (2009b) observaron diferencias
significativas cuando la harina de pescado (72% de contribucién) y la proteina de soya
(28% de contribucidn) fueron incluidas en dietas con proporciones semejantes de
nitrégeno de ambos ingredientes (50:50) formuladas con 46% de proteina. Los resultados

indicaron una pobre contribucion del nitrégeno de la proteina de soya al crecimiento y
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una desproporcionada contribucion de la harina de pescado a ese nivel de proteina
dietaria. En el presente estudio se ha confirmado el uso potencial de la harina de chicharo
(Pisum sativum) con los altos niveles de nitrégeno aportados al masculo de camaron,
ademés de ser bien utilizado su contenido de carbohidratos como fuente de energia
(Catacutan, 1991; Cruz-Suérez et al., 1994).

7.12 Discusiones Globales

En este apartado se presenta un analisis horizontal de la composicién y del grado
de deficiencia de Met en las dietas formuladas en la tesis, considerando el contenido de
AA totales y digestibles de los ingredientes y la PAA de las dietas generada por
lixiviacion y su relacion con los resultados zootécnicos obtenidos (en los casos donde
todos estos datos estan disponibles). Adicionalmente se analiza y discute el contenido y
posible efecto de la Cys y de la colina en nuestras dietas, como ahorradores de Met. Se
discute el posible impacto sobre los resultados, de la duracién de bioensayo y tasa de
alimentacion. Finalmente, se hacen algunas recomendaciones para el disefio de formulas
deficientes para camaron a base de proteinas intactas para futuros estudios de sobre los
requerimientos de AA usando el método dosis respuesta.

7.12.1 Andlisis de la formulacion de las dietas

En esta tesis se elaboraron 14 dietas control con diferentes grados de deficiencia
de Met que se pueden agrupar en tres tipos de dietas en funcion de los ingredientes
usados como principal fuente de proteina: 1) 4 formulas a base de soya y trigo, 2) 4 a
base de chicharo (amarillo o verde), soya, y trigo y 3) 6 a base de chicharo y pescado.

Como premisa uno, las dietas fueron formuladas exclusivamente a base de
ingredientes practicos no hidrolizados es decir a base de los AA estructurales de la

proteina de los ingredientes (Tabla 55). Esto, con la finalidad de disminuir al maximo los
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problemas originados por la rapida lixiviacion de los AAC, y para tener formulas
representativas de alimentos practicos, considerando asi, las interacciones fisicas de los
AA constitutivos de los ingredientes en dietas practicas, y la tasa de asimilacion inherente
(Fox et al., 1995; Fox et al., 2006). Asi, mismo para tener una mayor certidumbre sobre

el verdadero AA deficiente en el alimento justo antes de ser consumido.

Como premisa 2, para formular las dietas deficientes en Met se utilizo la
estrategia inicial de formular usando las recomendaciones de Akiyama et al. (1991)e
ingredientes précticos con un bajo contenido de ese AA, que al combinarlos entre si
cubrieran los requerimientos de los otros AAI, con un contenido de proteina entre 30 y
35% (Tabla 56). De esta forma se encontrd que los ingredientes mas deficientes en Met

en orden de disponibilidad y uso en acuacultura son la pasta soya, el chicharo y el lupino.

Dado que la pasta de soya es el ingrediente mas usado para sustituir la HP en
alimentos comerciales y es deficiente en Met respecto al perfil recomendado por
Akiyama et al. (1991) como se muestra en las Figuras 86 y 87, al principio se
desarrollaron cuatro formulas deficientes en Met a base de soya y trigo, con un contenido
tedrico de Met de entre 0.58 y 0.39% y deficiencias de entre 20 y 48%.

Para definir la dieta deficiente soya 1, se parti6 de una formula comercial,
disminuyendo a 10% el contenido de harina de pescado e incrementando el contenido de
soya a 46% y dejando los demas ingredientes constantes, Con esto se logré una
deficiencia de Met de 20 % Yy un contenido tedrico digestible de 0.56% de la dieta . A
pesar de ello, el consumo de esta dieta no afectdé el crecimiento, ni la Suv de los
camarones que la consumieron durante 28 dias, con respecto a aquellos alimentados con
una dieta control externo comercial. En base a este resultado se concluy6 que el nivel de
Met recomendado por Akiyama et al. (1991) es sobreestimado al menos en un 20% (debe
ser menor a 0.58% digestible en lugar de 0.72%) y por lo tanto para conseguir una dieta

realmente deficiente, habria que buscar un contenido de Met dietario menor.

Entonces la formula de Soya 1 se simplific6 usando exclusivamente pasta y
aislado de soya y harina y gluten de trigo, que son los ingredientes vegetales practicos

usados preferentemente por su disponibilidad y precio. Con estos cambios en la formula
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se redujo la proteina de 33 a 30% hasta obtener, en la dieta Soya 4 un contenido de Met
analizado de 0.43%, que corregido por su coeficiente de digestibilidad seria de 0.42% y
corregido por la lixiviacion seria de 0.32% de la dieta (Tablas 58,59 y 60). Obteniendo
deficiencias de 37 a 49% con respecto Akiyama et al. (1991) considerando la
digestibilidad de la dieta y el 26% de PMet encontrada por lixiviacion después de 1 hora
de inmersion en agua. Con el consumo de esta dieta deficiente soya 4, la Suv de los
camarones fue afectada de manera progresiva con el tiempo de experimentacion pasando
de un 83 a un 63% de los 28 a los 42 dias de experimentacion. Esta baja Suv no se
presentd en los camarones que consumieron la misma formula pero suplementada con
DL-Met encapsulada en agar, concluyéndose que la mortalidad fue causada por la
deficiencia en Met. Sin embargo, como la adiciéon de Lys después de agregar la Met
mejoré numéricamente el crecimiento y considerando la referencia de Biswas et al (2007)
y el perfil de carcas de L. vannamei, la formula soya 4 también estaria deficiente en Lys,
por lo que se decidié mejorar la formula incrementando a 35% el porcentaje de proteina
en la dieta y agregando harina de chicharo que ademas de ser deficiente en Met es rica en
Lys; de esta forma se paso al segundo grupo de formulas a base de chicharo/soya /trigo.

Las formulas chicharo verde 1 y 2 a base de chicharo/soya/trigo, presentaron una
estabilidad en el agua globalmente similar a las de soya/trigo, (promedio 13% de PMS)
con pérdidas de Met y Lys un poco menores del orden del 19 y 18% después de 1 hora de
inmersién en agua. Los contenidos de Met (de 0.37 y 0.42% analizados, 0.35 y 0.40
corregidos por su coeficiente de digestibilidad y de 0.28 y 0.32 corregidos ademas por su
lixiviacion) fueron similares o un poco menores a las dietas soya/trigo, pero con niveles
de Lys analizados mayores (1.81-2.05%) (1.77-2.00% corregidos por su coeficiente de
digestibilidad y 1.33-1.64% corregidos por su tasa de lixiviacion). EI consumo de estas
dietas al igual que la soya 4 causo mortalidad desde los 14 dias, a pesar de realizar un
bioensayo en jaulas individuales; pero en este caso la adicion de productos de DL Met sin
encapsular, o de Met encapsulada en CMC no mejoraron la Suv, posiblemente por su

lixiviacion total a los 15 min de inmersion en agua.

Cabe mencionar que la principal diferencia con respecto a las formulas soya/trigo

deficientes usadas por otros investigadores en estudios previos para la evaluacion de
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productos de Met (Vazquez-Afon and Giesen, 2004; Forster and Dominy, 2006; Fox et
al., 2006; Browdy et al., 2011; Velasquez et al., 2011), es el no haber incluido AAC

adicionales para dejar a la Met como el Unico AA deficiente.

Los estudios de lixiviacion nos permitieron mostrar que a pesar de formular con
ingredientes intactos, existen perdidas por lixiviacion de AA solubles presentes en los
ingredientes y que el grado de lixiviacion o de solubilidad es mayor en AA esenciales
como Lys y Met lo que puede ocasionar deficiencia prematura antes del consumo, si no

se cuenta con un alimento estable, atrayente y una buena frecuencia de alimentacion.

Con base a estos resultados los estudios previos reportados para la determinacién
de requerimiento de AA en P. monodon (Chen et al., 1992b; Millamena et al., 1996b;
Millamena et al., 1996a; Millamena et al., 1997; Millamena et al., 1998; Millamena et
al., 1999; Richard et al., 2009), M. japonicus (Teshima et al., 2002) donde se incluyeron
otros AAC ademas del AA evaluado, podrian ser cuestionados especialmente cuando la

estabilidad de los AA en la dieta no fue reportada.
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Perfil de AA (% de la proteina) de los ingredientes utilizados en la tesis
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Figura 86.

Met Cys Met+Cys Lys Thr Arg lle Leu Val His Phe
I Pastade soya = Ajslado de soya I Harina de trigo G |uten trigo B Chicharo Amarillo
Chicharo verde I |_upino Harina de pescado I Harina de kelp I Harina de crustaceo
s Harina de levadura Alimento reprocesado trigo —— Carcas ===<== Akiyama (1991)

Comparacion de los perfiles de AA del carcas de L. vannamei, del recomendado por Akiyama et al. (1991) y de los

ingredientes utilizados en la formulacién de dietas para el presente trabajo.
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Perfil de AA digestibles (% de la proteina) de los ingredientes utilizados en la tesis
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Met Cys Met+Cys Lys Thr Arg lle Leu Val His Phe
I Pasta de soya I Aislado de soya I Harina de trigo I G|uten trigo I Chicharo Amarillo
Chicharo verde B | upino Harina depescado ™™ Harina de kelp I Harina de crustaceo
I Harina de levadura Alimento reprocesado trigo —+— Carcas -=- Akiyama (1991)

Figura 87. Comparacion de los perfiles de AA del carcas de L. vannamei, del recomendado por Akiyama et al. (1991) y de los AA
digestibles de los ingredientes utilizados en el presente trabajo, calculados a partir de los coeficientes de digestibilidad reportados para
pasta y aislado de soya (Cruz-Suarez et al., 2009); harina de trigo, gluten de trigo y trigo entero (Nieto-Lépez et al., 2011); chicharo
(Thiessen et al., 2003); lupino (Smith et al., 2007); harinas de pescado, kelp, crustaceo, levadura y alimento reprocesado (Villareal
Cavazos, 2011).
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Tabla 55. Comparacion global de las formulas de base deficientes en Met utilizadas en la

tesis.

Experimento Experimento Experimento Experimento

Experimentos Experimentos

1 2 3 5 Experimento 6 6,9y 10 7y8 Experimento 11
Dietal64 Deficiente Deficiente Deficiente Deficiente 100%
Deficiente  Deficiente Deficiente Deficiente (Cruz-Suarez Chicharo Chicharo Chicharo Chicharo proteina de

Ingrediente (g/Kg dieta) Soyal Soya2 Soya3 Met-Lys etal, 2006) Amarillo 2 verde 1 verde 2 verde3  pescado
Hidroxi analogo de metionina-calcio - X - - - - - - - -
Fuente de Met (DL-Met: agar) 1, T - - X X - - - - - -
Fuente de Met (DL-Met libre) * - - - - - - X X - -
Fuente de Lys (LysHCI: agar) *, 1 - - - X - - - - - -
Agar-Agar t - - - 445 - - - - - -
Pasta de soya 1 458.3 300 400 400.0 430 200 316.9 317.8 - -
Aislado de soya (Prolise isolate 5001) § - 94.9 48.4 738 - 138.2 80 80 - -
Harina de trigo Manitoba 1 200 487.6 4246 362.6 183.2 - 100 100 - -
Gluten de trigo 11 - 10 10 10.0 - - 10 10 - -
Harina de chicharo entero Amarillo* B - - - 100 490 - - - -
Harina de chicharo entero verdet - - - - - - 360 360 849.2 -
Harina de pescado prime 100 - - - 15 15 5 5 - 323.2
Harina de Lupino - - - - 97.1 - - - - -
Trigo 65 - - - - - - - - -
Harina de crustaceo 20 - - - - - - - - -
Levadura 20 - - - - - - - - -
Harina de Kelp 20 - - - 40 20 - - - -
Alimento procesado 40 - - - - - - - - -
Aceite de soya * - 26.9 - - - - - - - -
Aceite de pescado 30 - 45 45 324 14 414 41 47.7 46
Lecitina de soya 5 41 41 22 30 44.1 69.3 315 31 33.7 255
Almidén de trigo t1 - - 10 - - - - - - 449.5
a-celulosa § - - - - - - - - - 90
Carboximetil celulosa (CMC 50000) 11 - - - - 10 10 - - - -
Acido alginico (alta viscocidad) ** - - - - 25 25 25 25 15 25
Aqua savor ** - 10 10 10.0 - - - - 10 10
Fosfato monocalcio T - 10 20 133 - - 10 10 29.2 18.6
Oxido de Cromo (99%) = - 10 - - - - 7 7 - -
Vitamina C Basf 35% §§ - 0.5 0.3 0.3 0.5 0.5 - - - -
CaCl2 § - - - - 15.1 10 7 7 7 7
Colesterol (Solvay) 1t - 31 3.2 4.0 2.4 2.8 1 1 3 0
Premezcla de vitaminas §§ 3.7 25 25 25 3 3 2.5 25 25 25
Premezcla de minerales §§ 15 25 25 25 15 15 2 2 2 2
Inhibidor de hongos 8§ 0.3 0.5 0.5 0.5 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Antioxidante (ETQ ) §§ 0.2 0.5 0.5 0.5 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Vitamina E o - - 0.5 05 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Met total 6 4.4 4 4.2 3.9 4 4 4 18 6.2
Lys total 20 17 22.4 21.2 20.7 20.6 14.9 18.6

X Indica la fuente de Met con que fue suplementada la dieta
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La tabla 56 muestra el contenido proximal analizado de las dietas deficientes en
Met evaluadas en la presente tesis. Se puede apreciar que las dietas deficientes a base de
las mezclas de productos vegetales fueron disefiadas para cumplir con los niveles
recomendados de proteina, lipidos y energia que marca la literatura (Akiyama et al.,
1991; Cruz-Suarez et al., 2000; Cruz-Suérez et al., 2002).

La composicion de las primeras dietas a base mezclas de soya, trigo y chicharo
con contenidos de 30 a 35% de proteina, de 7 a 10% de lipidos presentan una
composicion proximal semejante a otros estudios donde se reporta la evaluacion de dietas
deficientes en Met para L. vannamei (Vazquez-Afion and Giesen, 2004; Forster and
Dominy, 2006; Fox et al., 2006; Velasquez et al., 2011), en los cuales no se encontrd una
mejora en el crecimiento del camaron por la suplementacién de alguna fuente sintética de
Met. Sin embargo, Nunes et al. (2010) reportan que en una dieta a base de soya y harina
de trigo, con un contenido de 39% de proteina 'y 9 a 10% de lipidos el crecimiento de L.

vannamei aumento al suplementar MHA.
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Tabla 56. Composicion proximal (% bh) de las dietas de base deficientes en Met utilizadas en la tesis.

269

Experimento Experimento

Experimento Experimento Experimentos 7

1 2 Experimento 5 Experimento 6 9 10 y8 Experimento 11
Dietal64 Deficiente  Deficiente Deficiente Deficiente 100%
Deficiente Deficiente Deficiente (Cruz-Suarez ~ Chicharo Chicharo Chicharo Chicharo  ch95 Ch85s Ch70 Chs5 Ch40 proteina de
g/100g de dieta Soyal Soya2 Met-Lys etal, 2006) Amarillo 2 verdel  Deficiente Chicharo verde 1 verde 2 verde 3 Pe5 Pel5  Pe30  Pe45  Pe60  pescado

Humedad 839 13 118 9 74 10 10.6 10.1 9.58 111 111 10.7 10.4 9.96 10.2 9.89
Proteina 332 30 30.6 324 315 32 351 332 345 20.2 20.2 21.2 215 222 227 24.4
Lipidos 9 10.3 10.5 10 10.6 8.8 712 8.14 712 7.92 7.85 771 8.59 8.41 8.26 7.65
Ceniza 6.74 5.26 4.82 88 7.9 47 6.55 5.25 6.55 6.44 6.44 6.67 6.94 7.28 7.6 841
Lipidos+ Fibra + ELN 517 156 1.79 1.79 1.01 111 1.83 265 3.46 43 6.6
ELN 40 40.5 404 533 533 519 49.9 48.7 46.9 431
Fibra + ELN 27 41.56 423 39.8 426 445 42.29 433 42.19 54.31 5441 5373 5255 5216 51.2 497
Energia (Kcal/g) 4.97 411 4.68 45 4.4 47 455 4.84 4.76 459 451 4.65 4.44 441 473

ELN es el extracto libre de nitrdgeno
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Tabla 57. Contenido tedrico de AA crudos, colina y AA digestibles en las dietas de base deficientes en Met utilizadas en la tesis.

Bxperimento BExperimento BExperimento BExperimento

Bxperimentos Experimentos

1 2 3 5 Experimento 6 6,9y 10 7y 8 Experimento 11

Dietal64  Deficiente  Deficiente Deficiente  Deficiente 100%
(9/100g de Deficiente  Deficiente  Deficiente  Deficiente (Cruz-Suarez, Chicharo Chicharo Chicharo  Chicharo 95PCh 85PCh 70PCh 55PCh 40PCh Proteina de
dieta) Soyal Soya2 Soya3 Met-Lys 2006) Amarillo 2 verde 1 verde 2 verde3 :5PP :15PP :30PP :45PP :60PP pescado
Met 0.58 0.39 0.39 041 0.37 0.40 0.39 0.39 0.17 019 024 031 038 046 0.65
Cys 0.51 0.46 047 047 047 0.42 0.49 0.49 0.34 033 032 031 029 027 0.23
AAS 1.09 0.85 0.86 0.88 0.84 0.83 0.88 0.88 0.51 053 056 062 067 073 0.87
Lys 2.20 153 158 1.69 1.78 2.07 2.03 2.04 1.44 147 151 157 164 170 1.87
Thr 144 1.07 110 116 120 129 124 124 0.68 069 072 077 081 085 0.97
Arg 2.35 1.94 1.98 211 2.39 243 2.53 2.53 1.87 184 179 171 164 156 1.36
lle 179 1.40 1.47 154 155 157 1.65 1.65 0.93 094 095 09% 098 099 1.03
Leu 2.68 2.22 2.23 2.34 231 242 251 252 153 154 157 160 164 168 178
Val 172 135 1.36 143 1.40 158 159 159 1.02 103 106 109 113 116 1.26
His 0.92 0.75 0.77 0.80 0.79 0.82 0.85 0.85 0.51 051 052 053 054 055 0.58
Phe 1.74 151 151 1.59 1.49 1.61 1.70 1.70 1.02 102 101 100 100 099 0.97
Gly 1.66 124 125 131 132 1.39 141 141 0.85 087 092 098 105 112 129
Ser 1.67 151 151 159 154 153 159 159 0.76 077 078 079 080 081 0.84
Pro 1.93 1.95 1.90 1.92 171 151 172 173 0.85 085 085 08 086 086 0.87
Ala 1.69 122 124 131 1.32 141 1.43 143 0.85 087 092 099 106 113 133
Asp 3.65 2.96 3.02 3.25 3.37 3.76 371 371 2.29 228 226 223 219 216 2.07
Glu 6.66 6.80 6.65 6.80 6.23 5.86 6.41 6.42 331 328 323 314 306 297 2.75
Trp 0.42 0.37 0.38 041 0.35 0.38 0.40 0.40 0.17 017 018 019 020 020 0.23
Tyr 0.24 0.26 0.32 0.29 0.29 0.59 060 062 065 068 070 0.78
Cys/Met 0.87 1.16 120 116 128 1.05 125 125 2.00 172 134 098 075 0.60 0.35
Colina 0.10 0.16 0.18 0.17 0.16 0.11 0.13 0.13 0.06 007 008 009 011 012 0.16

Los contenidos de colina en la dietas fueron estimados a partir de los contenidos de colina reportados en

para los ingredientes

proteicos y lecitina de soya, omitiendo el aporte de aceite de pescado (INRA, 2006; Cruz-Suarez et al., 2009; FONDAGRO 2006).
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Continuacién Tabla 57
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Bxperimento BExperimento Experimento Experimento

BExperimentos Experimentos

1 2 3 5 BExperimento 6 6,9y 10 7y 8 BExperimento 11

Dietal64 Deficiente Deficiente Deficiente  Deficiente 100%
(9/100g de Deficiente  Deficiente  Deficiente  Deficiente (Cruz-Suarez Chicharo  Chicharo Chicharo  Chicharo 95PCh 85PCh 70PCh 55PCh 40PCh proteina de
dieta) Soyal Soya2 Soya3 Met-Lys  etal, 2006) Amarillo2  verde 1 verde 2 verde3 :5PP :15PP :30PP :45PP :60PP pescado
Met 0.56 0.38 0.38 0.39 0.36 0.39 0.38 0.38 0.16 018 023 030 037 044 0.63
Cys 0.44 0.42 0.42 0.43 0.43 0.39 0.45 0.45 0.31 031 029 028 026 024 0.20
AAS 1.00 0.80 0.80 0.82 0.79 0.78 0.83 0.83 0.47 049 052 058 063 068 0.82
Lys 212 1.46 151 1.62 171 1.99 1.95 1.95 1.35 138 143 150 158 165 1.86
Thr 131 0.93 0.97 1.04 1.10 119 113 113 0.61 062 066 070 075 080 0.93
Arg 2.29 1.90 194 2.07 2.36 2.37 247 247 1.79 177 172 165 158 152 133
lle 1.68 1.30 137 145 1.48 150 1.56 1.56 0.88 088 090 091 093 095 0.99
Leu 2.50 2.05 2.06 217 2.17 2.27 2.34 2.35 142 144 146 151 155 159 171
Val 159 1.22 1.24 131 131 1.49 1.48 1.48 0.95 096 098 102 106 110 1.20
His 0.87 0.71 0.72 0.76 0.75 0.78 0.80 0.80 0.47 047 048 050 051 053 0.56
Phe 1.63 1.42 1.42 150 141 153 1.60 1.60 0.95 095 094 094 093 093 0.91
Gly 1.48 1.20 122 1.28 127 132 1.36 1.36 0.78 078 078 079 079 080 0.81
Ser 1.49 1.36 137 1.45 143 143 147 147 0.70 070 069 068 068 067 0.65
Pro 1.83 1.93 1.88 1.89 167 145 167 167 0.78 077 076 075 073 072 0.68
Ala 148 1.10 114 121 124 133 134 134 0.78 079 080 083 08 0.88 094
Asp 3.32 2.74 281 3.05 3.19 3.57 3.50 351 210 207 202 195 187 179 159
Glu 6.41 6.72 6.56 6.70 6.08 5.63 6.20 6.21 3.03 300 293 283 273 263 2.36
Trp 0.00 0.00 000 000 000 000 0.00 0.00
Tyr 0.21 0.23 0.23 054 052 046 038 030 0.22 0.00
Cys/Met 0.79 1.09 112 1.09 121 1.02 1.19 1.19 1.93 165 127 092 070 055 0.31
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Considerando que las dietas deficientes soya 1 y 2 tenian un contenido de Met
digestible teorico de 0.56 y 0.38% y que generaron una TCE y Suv buenas y similares en
los camarones que las consumieron, ademas de que la dieta deficiente soya 1 no presentd
diferencias con el control externo comercial, resulta evidente que los valores de Met
recomendados por Akiyama et al. (1991) son sobreestimados y que con 0.38% de Met
digestible y con 1.00 a 0.80 de AAS digestibles en presencia de fuentes de colina como
lecitina de soya (4.1% de la dieta) con y sin aceite de pescado se estaria cubriendo el
requerimiento. Esto también podria explicar la ausencia de respuesta al agregar MHA en
esas dietas. Sin embargo, la dieta soya 4, con contenidos similares de Met a la soya 2
produjo una mortalidad significativa que se manifestd después de los 28 dias de
experimentacion. Entonces, la falta de respuesta con la dieta soya 2 pudo deberse a la
corta duracién del experimento y por lo tanto el tiempo de experimentacidn parece ser un

factor determinante para que los efectos de la deficiencia se manifiesten.

Por otra parte, Biswas et al. (2007) reportaron que la Lys (no la Met) es el primer
AA limitante en formulas a base de soya, cuando se utiliza como referencia el carcas de
P. monodon, lo que contrasta con el perfil de AA recomendado por Akiyama et al. (1991)
y el reportado para el carcas de L. vannamei en el presente trabajo, donde el primer AA
limitante es la Met para la pasta y el aislado de soya (Figuras 86 y 87). Por otro lado el
perfil de AA del carcas de L vannamei indica que la necesidad de Met es un 14% menor,
pero las necesidades de Lys, Arg y Leu son mayores en 25, 20 y 21%, con respecto a las
recomendaciones de Akiyama et al. (1991) como se aprecia.

Con la experiencia de las dietas deficientes soya 2 y 3, la dieta soya 4 (deficiente
Met-Lys) fue formulada de manera semejante presentando un contenido teérico de 0.41%
de Met y analizado de 0.43%, mostrando deficiencias de 44 y 35% con respecto a los
perfiles de Akiyama et al. (1991) y carcas de camaron; el contenido de Met digestible no
fue muy diferente 0.42%, lo que corresponde a deficiencias de 46 y 27% usando los
mismos perfiles (Tablas 58 y 59). A pesar de considerarse una proteina integra, los
ingredientes de este tipo de dietas a base de productos de soya y trigo presentaron un alto
porcentaje de PAA (Ricque-Marie et al., 2006), como resultado la dieta deficiente Lys-

Met quedd con un 0.32% de Met digestible y estable, después de 15 minutos de
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inmersion en el agua (Tabla 60 y Figura 90). A diferencia de las dietas deficientes soya 1
y 2, la dieta soya 4 deficiente Lys-Met, caus6 una reduccion en la Suv pero hasta los 42
dias de experimentacion, presumiblemente como un signo del desbalance de los AA en la
proteina dietaria (Millamena et al., 1997), que se corrigié con la adicion de 0.4% de Met

encapsulada en agar.

Por otra parte con la formula soya deficiente 2 se hizo una sustitucion total de
productos marinos, inclusive reemplazando el aceite de pescado con colesterol sintético y
aceite de soya, manteniendo un nivel adecuado de lipidos y energia para el crecimiento
de los camarones, que fue adecuado con respecto al obtenido con la formula deficiente
soya 1. La lecitina es un ingrediente constante en las formulaciones utilizadas en el
presente trabajo, debido a que representa una buena fuente de fosfolipidos y acidos grasos
para el camaron, aunque también contribuye con un contenido importante de colina
(Gurkin and Orthoefer, 1993). Aunque en animales terrestres y algunos peces se conocia
que la colina es un ahorrador de Met en procesos metabolicos como donador de metilos
(Tacon, 1987b; Wilson, 2003), no fue hasta hace unos meses atras Richard et al. (2011)
report6 un efecto ahorrador de hasta 50% de Met para P. monodon, siempre y cuando se
cumpla el requerimiento de AAS. Sin embargo el contenido de lecitina en las dietas
deficiente soya 3 y soya 4 deficiente Met-Lys se redujo en 50 y 25%, debido a una mayor
inclusién de aceite de pescado, presentando un menor contenido de colina vy
repercutiendo en un menor ahorro de Met para funciones metabdlicas (Tabla 55). Lo
anterior también podria explicar la baja Suv como un signo de mayor deficiencia en los
camarones alimentados con la dieta soya 4 deficiente Met-Lys, a pesar de que el
contenido tedrico de la formula es ligeramente mayor al de la dieta deficiente soya 2 y

porque al suplementarla con DL-Met encapsulada en Agar se mejoré la Suv.
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Tabla 58. Contenido analizado de AA crudos en las dietas de base deficientes en Met utilizadas en la tesis.
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Bxperimento Experimento BExperimento Experimento

BExperimentos Experimentos

1 2 3 5 BExperimento 6 6,9y 10 7y 8 BExperimento 11

Deficiente  Dietal64 Deficiente Deficiente Deficiente  Deficiente 100%
(9/100g de Deficiente Deficiente Deficiente ~ Met-Lys (Cruz-Suarez Chicharo  Chicharo Chicharo  Chicharo 95PCh 85PCh 70PCh 55PCh 40PCh proteina de
dieta) Soyal Soya2 Soya3 (soyad) etal 2006) Amarillo 2 verde 1 verde 2 verde3 :5PP :15PP :30PP :45PP :60PP pescado
Met 0.43 0.39 0.37 0.42 0.18 020 025 031 038 044 0.62
Cys 0.53 0.48 0.42 0.46 0.28 028 027 027 026 025 0.23
AAS 0.96 0.87 0.79 0.88 0.46 048 052 058 064 069 0.85
Lys 1.45 2.24 181 2.05 1.49 151 155 160 166 171 1.86
Thr 131 115 114 124 0.72 073 076 080 0.84 0.8 0.99
Arg 2.16 2.75 2.30 2.50 183 180 175 168 160 152 132
lle 155 1.36 1.36 1.46 0.89 090 092 094 097 099 1.06
Leu 2.72 2.27 2.32 251 1.52 153 156 161 165 1.69 181
Val 1.69 141 145 1.53 101 102 105 109 112 116 1.26
His 0.79 0.90 0.72 0.82 0.49 049 050 051 052 053 0.56
Phe 1.78 161 155 1.68 1.01 101 101 100 100 0.99 0.98
Gly 147 1.27 1.28 1.39 0.90 092 096 103 109 116 133
Ser 174 1.48 153 164 0.85 085 085 085 085 0.86 0.86
Pro 2.16 1.80 1.66 174 0.79 080 081 083 08 087 0.92
Ala 1.49 1.30 1.28 1.39 0.89 091 096 104 111 118 1.38
Asp 3.63 3.30 3.37 3.65 229 228 226 223 220 218 210
Glu 751 5.95 5.88 6.32 3.34 332 327 320 312 305 2.86
Trp 0.23 023 024 025 027 028 0.31
Tyr 0.65 065 066 067 068 0.69 0.71
Tau 0.07 008 009 010 012 0.4 0.18
Cys/Met 123 123 114 1.10 1.56 150 138 120 102 084 0.37
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Contenido analizado de AA relativo al carcass de camardn (%) en las dietas deficientes en Met utilizadas en la

tesis
180
160
I I M Deficiente Met-Lys
140 | M Dietal64 (Cruz-Suarez, 2006)
I = Deficiente Chicharo Amarillo 2
120 ] ]
M Deficiente Chicharo verde 1
100 | = Deficiente Chicharo verde 2
M Deficiente Chicharo verde 3
80 — W 95% PCh: 5% PP
m 85% PCh: 15% PP
60 1 70% PCh: 30% PP
1 55% PCh: 45% PP
40 -
40% PCh: 60% PP
20 - 100% Proteina de pescado
0 .
Met Cys AAS Lys Thr  Arg lle Leu Val His Phe Gly Ser Pro Ala  Asp  Glu

Figura 88. Contenido analizado de AA crudos en las dietas de base deficientes en Met, relativo al de carcas de juveniles de L.

vannamei.
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Tabla 59. Contenido digestible de AA analizados en las dietas de base deficientes en Met utilizadas en la tesis.

276

Experimento Experimento BExperimento Experimento

BExperimentos Experimentos

1 2 3 5 Bxperimento 6 6,9y 10 7y 8 Bxperimento 11

Deficiente Dietal64 Deficiente Deficiente Deficiente 95PC 85PC 70PC 55PC 40P 100%
(9/100g  Deficiente  Deficiente  Deficiente =~ Met-Lys (Cruz-Suarez Chicharo  Chicharo Chicharo  Chicharo  h: h: h: h: h:  Proteina de
de dieta) Soyal Soya2 Soya3 (Soya 4) etal, 2006) Amarillo2  verdel verde 2 verde3 5PP 15PP 30PP 45PP 60PP pescado
Met 0.42 0.38 0.35 0.40 0.17 019 024 030 036 043 0.60
Cys 0.48 0.44 0.37 0.40 0.26 025 025 024 023 022 0.20
AAS 0.90 0.82 0.71 0.80 0.43 045 048 054 060 0.65 0.80
Lys 1.39 2.15 177 2.00 1.39 142 146 153 159 166 1.84
Thr 1.16 1.05 1.07 1.16 0.64 066 069 074 078 0.83 0.95
Arg 2.12 2.71 2.27 2.46 1.76 173 169 162 155 148 1.29
lle 145 129 1.30 1.40 0.84 085 086 089 092 095 1.02
Leu 2.52 2.13 2.19 2.37 141 143 146 151 156 161 174
Val 154 132 1.37 1.45 0.94 095 098 102 105 1.09 1.20
His 0.75 0.85 0.70 0.79 0.45 046 047 048 049 051 0.54
Phe 1.68 152 1.48 1.60 0.94 094 094 094 093 093 0.92
Gly 144 122 1.26 1.37 0.82 082 083 083 083 083 0.84
Ser 1.59 137 143 153 0.78 077 076 074 073 071 0.66
Pro 2.13 1.76 1.63 171 0.72 072 072 072 072 0.72 0.72
Ala 1.38 122 123 1.34 0.81 082 084 086 089 091 0.98
Asp 341 312 3.18 3.44 2.10 207 202 195 188 181 1.62
Glu 7.40 5.81 5.74 6.17 3.06 303 297 283 279 270 2.46
Cys/Met 1.16 1.16 1.06 1.00 150 132 105 080 063 052 0.33
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Contenido digestible de AA analizados relativo al carcass de camaron (%) en las dietas deficientes en Met
utilizadas en la tesis

Met

Cys

AAS

Lys

Thr

Arg

lle

Leu

Val

His

Phe

Gly

Ser

Pro

Ala

Asp

Glu

M Deficiente Met-Lys
M Dietal64 (Cruz-Suarez, 2006)
1 Deficiente Chicharo Amarillo 2
H Deficiente Chicharo verde 1
11 Deficiente Chicharo verde 2
H Deficiente Chicharo verde 3
W 95% PCh: 5% PP
W 85% PCh: 15% PP

70% PCh: 30% PP
1 55% PCh: 45% PP

40% PCh: 60% PP

100% Proteina de pescado

Figura 89. Contenido digestible de AA en las dietas de base deficientes en Met, relativo al de carcas de juveniles de L. vannamei.

277



278

Tabla 60. Contenido digestible y estable en el agua de AA analizados en las dietas de base deficientes en Met utilizadas en la tesis.

Bxperimento BExperimento BExperimento Experimento

Bxperimentos Experimentos

1 2 3 5 Experimento 6 6,9y 10 BExperimento 11
Deficiente Dietal64 Deficiente  Deficiente Deficiente 95PC 85PC 70PC 55PC 40PC  100%
(9/100g Deficiente Deficiente Deficiente ~ Met-Lys (Cruz-Suarez Chicharo  Chicharo Chicharo Proteina de
de dieta)  Soyal Soya2 Soya3 (Soya4) etal,2006) Amarillo2  verdel verde 2 5PP 15PP 30PP 45PP 60PP pescado
Met 0.32 0.33 0.28 0.32
Cys 041 0.41 0.32 0.36
AAS 0.73 0.74 0.60 0.69
Lys 1.08 153 1.33 1.64
Thr 101 1.01 0.96 1.05
Arg 1.76 1.92 1.78 2.03
lle 133 123 1.16 1.29
Leu 2.26 2.00 1.96 2.16
Val 1.36 1.26 1.24 135
His 0.57 0.64 0.58 0.67
Phe 148 134 1.30 145
Gly 1.23 117 113 122
Ser 1.38 132 1.25 137
Pro 1.86 134 148 1.56
Ala 1.20 1.16 1.10 1.22
Asp 3.00 2.96 277 3.07
Glu 6.58 5.35 5.04 5.52
Cys/Met 1.25 1.24 1.15 111
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Contenido digestible e hidroestable de AA analizados relativo al carcass de camardn (%) en las dietas deficientes
en Met utilizadas en la tesis

M Deficiente Met-Lys
7 Dietal64 (Cruz-Suarez, 2006)

M Deficiente Chicharo verde 1

M Deficiente Chicharo verde 2

Met Cys  AAS Lys Thr Arg lle Leu Val His Phe Gly Ser Pro Ala Asp Glu

Figura 90. Contenido digestible de AA corregido por lixiviacion en las dietas de base deficientes en Met, relativo al de carcas de
juveniles de L. vannamei.
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El segundo grupo de férmulas a base de soya, trigo y chicharo (Tabla 55), se
gener0 debido a que el perfil de AA del carcas de L vannamei sugiere un contenido 25%
mayor de Lys en la dieta al recomendado por Akiyama et al. (1991) y que los perfiles de
AA reportados para el chicharo sefialan un alto contenido relativo de Lys (Bhatty and
Christison, 1984; Hickling, 2003; Hess et al., 2006; Palander et al., 2006). De esta
manera la inclusion de chicharo se utilizd6 como una fuente de Lys para desarrollar
férmulas con una deficiencia marcada exclusivamente en Met, estrategia que no habia
sido empleada en estudios de este tipo (Vazquez-Afion and Giesen, 2004; Forster and
Dominy, 2006; Fox et al., 2006; Browdy et al., 2011; Velasquez et al., 2011).

A partir de una dieta (164) reportada deficiente en Met (44%) por Cruz-Suéarez et
al. (2006) con un contenido teorico de 0.37% de Met a base de 43% de pasta de soya,
18% de harina de trigo, 10% de harina de chicharo y 10% de harina de lupino, se
desarroll6 una férmula deficiente en Met (39%) con un contenido tedrico de 0.4%, donde
el chicharo amarillo con 49% es el principal ingrediente y no la soya con 20% cubriendo
asi el nivel de Lys (2.07% de la dieta) en el carcas de camaron (Tabla 57). Aunque el
chicharo, a pesar de ser un ingrediente de distribucion universal y con una produccion
creciente, la disponibilidad de las diferentes variedades de este recurso es limitada en el
mercado nacional. Basados en la disponibilidad de la variedad verde chicharo forrajero y
su similitud nutricional con la variedad amarilla (Hickling, 2003), se desarrollo una
férmula deficiente con 36% chicharo verde, 32% de soya, 8% de aislado de soya, 10% de
harina de trigo y 1% de gluten de trigo, adicionalmente solo se agrego 0.5% de pescado
como atrayente. Esta Ultima dieta aunque resulta mas préctica por la disponibilidad de los
ingredientes en el mercado nacional, deriva en un costo relativamente elevado debido a

los productos refinados de soya y trigo, asi como del chicharo.

A partir de estas tres primeras formulas a base productos de soya, trigo y chicharo
y considerando las elevadas PAA reportadas para la dieta soya 4 deficiente Met-Lys, la
estabilidad de los AA de la proteina integra de los ingredientes de estas dietas cobro
relevancia. La dieta 164 (Cruz-Suarez et al. 2006) pasa de tener un contenido analizado

de 0.39% de Met con una deficiencia exclusivamente en este AA de 41% respecto al
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carcas de camardn a un contenido de Met digestible y estable de 0.33% que representa
una deficiencia del 50%, mientras la dieta deficiente chicharo verde 1 con un contenido
analizado de 0.34% de Met y una deficiencia de 50% present6 solo 0.26% de Met
digestible y estable en el agua con una deficiencia de 52% en este AA (Tablas 58 y 60).
En consecuencia el contenido de Met digestible y estable en el agua es semejante entre
las dietas 164 (Cruz-Suéarez et al. 2006) y deficiente Met-Lys probablemente debido a la
semejanza en la inclusion de soya, mientras que en la dieta deficiente chicharo verde 1
una inclusion dominante de chicharo parece disminuir considerablemente el contenido de

Met digestible y estable.

La dieta deficiente chicharo verde 1, posteriormente fue ajustada ligeramente para
disminuir el contenido de lipidos en la dieta (lecitina y aceite de soya) remplazandolos
por chicharo y dando lugar a la dieta deficiente chicharo verde 2 con un contenido
analizado de Met de 0.42% Yy una deficiencia de 39% respecto al carcas de camarén y
presentando un contenido de Met digestible y estable de 0.32%, lo cual representa en la
dieta una deficiencia del 53% (Tablas 58 y 59). Debido a la disponibilidad de
ingredientes y que la dieta deficiente chicharo verde 1 presenté una buena estabilidad en
el agua, Unicamente las dietas deficientes chicharo verde 1 y 2 fueron evaluadas en

bioensayos de crecimiento.

Por otra parte los camarones alimentados con las dietas deficientes chicharo verde
1 y 2 con bajos contenidos de Met (0.37 y 0.42%) y Met digestible (0.35 y 0.40%),
presentaron pobres crecimientos y Suv como signo de su deficiencia. Cabe sefialar que
las dietas deficientes chicharo verde 1y 2 presentaron deficiencias de 17 y 6% para Lys
cruda y de 19 y 9% para Lys digestible, sefialandolo como un segundo limitante. La
suplementacién de DL-Met libre y encapsulada en CMC en estas dietas no mejoré la Suv
de los camarones, a diferencia de lo obtenido con la dieta soya 4 deficiente Met-Lys

cuando se suplemento con DL-Met encapsulada en agar.

Por otro lado, muy recientemente Richard et al. (2011) han reportado que la Cys y
la colina pueden ahorrar hasta un 50% del requerimiento de Met, siempre y cuando se
cumpla con el requerimiento de AAS. No obstante que las leguminosas se consideran

como deficientes en Met, estas tienen un contenido considerable de Cys relativo a la
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proteina, por ende las dietas formuladas a base de proteinas de leguminosas contribuyen
con una buena cantidad de AAS en global (Figuras 86 y 87). Sin embargo, las dietas
deficientes chicharo verde 1 y 2 a pesar del alto contenido de Cys total (0.42 y 0.46%) o
Cys digestible (0.35 y 0.40%) y de la presencia de otros ahorradores de Met como la
colina proveniente de la lecitina de soya (0.01%, tedrico), del aceite de pescado y de los
ingredientes vegetales (0.12%, tedrico), también presentaron deficiencias de 21 y 12%
para los AAS crudos y de 29 y 20% para los AAS digestibles (Figuras 90 y 91), con
respecto a los niveles del carcas de L. vannamei, a lo cual se le atribuye la baja Suv de los

camarones alimentados con éstas dietas.

Las dietas a base de proteinas vegetales disefiadas para esta tesis, en general
presentan una inclusion importante de lecitina de soya (de 2.0 a 6.9 %) como fuente de
fosfolipidos, fosfatidilcolina es uno de los principales, lo cual representa un aporte 0.23%
de colina (Gurkin and Orthoefer, 1993; FONDAGRO, 2006). De manera que en estudios
posteriores se debera considerar el impacto de la colina en estos lipidos en el estudio

dietas deficientes en Met.

Por otra parte las dietas formuladas con productos de soya, trigo y chicharo,
presentan un contenido relativamente bajo de harina de trigo, que es utilizada como un
aglutinante natural debido a las caracteristicas estructurales de su almidon, mientras que
el chicharo aun cuando tiene un 46% de almidones (Hickling, 2003), una gran parte de
ellos es soluble (Bogracheva, 1998), por lo que se incluy6 acido alginico (2.5%), como
un aglutinante artificial. La estabilidad de la dieta deficiente chicharo verde 1 se mejord
con un proceso de postcondicionamiento térmico, a altas presiones; lo cual incremento el
grado de gelatinizacion de los almidones de chicharo (Ruiz-Rodriguez et al., 2008;
Yadav et al., 2010; Kumaraguru Vasagam and Rajkumar, 2011). En contraste con lo
reportado por Davis y Arnold (1995) el aumento del grado de gelatinizacion de los
almidones por el proceso térmico a altas presiones de las dieta chicharo verde 1, no
mejoro la digestibilidad de los almidones y tampoco de la energia digestible de la dieta.
El post-acondicionamiento de la dieta deficiente chicharo verde 1, ademas de mejorar la

estabilidad de la dieta, redujo la PAA de la proteina integra de los ingredientes en la
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misma; en el caso de la Met aumentd de un contenido de 0.28% a 0.30%.de Met

digestible y estable en el agua.

La mala Suv y los pobres crecimientos obtenidos con las dietas deficientes
chicharo verde 1 y 2 ain cuando se mejor0 la hidroestabilidad de la dieta y el contenido
de AA en la misma, sugirieron que el grado de asimilacion de la PC del chicharo por L
vannamei podria no ser eficiente. Por ello es que se realizé estudio de is6topos estables
(Fry and Arnold, 1982; Hesslein et al., 1993; Fry, 2006) y del origen ecoldgico distinto
del chicharo y los productos marinos (Gamboa-Delgado and Le Vay, 2009b, a)
considerando que el pescado es un ingrediente que guarda proporciones adecuadas entre
los nutrientes, especialmente para organismos marinos carnivoros y omnivoros (Tacon
and Metian, 2008).

Lo anterior condujo al tercer grupo de férmulas, a base de chicharo y pescado
(Tabla 55). Considerando que los modelos de contribuciones de dos fuentes de nitrégeno
presentan como premisas que las fuentes dietarias debe ser isoproteicas, isoenergéticas y
a base de un Unico ingrediente proteico, ademas de la poca disponibilidad de productos
derivados (concentrado, aislado, etc.) de chicharo a nivel nacional; la dieta de base
deficiente chicharo verde 3 fue formulada con un muy elevado contenido de harina de
chicharo (85%) aportando un 22% de PC que es bajo para L vannamei, mientras que los
contenidos de lecitina (48%) y aceite de pescado (33%) fueron ligeramente superiores a
los empleados en las formulaciones anteriores, pero con un contenido de lipidos (7.9%) y
energia (4.7Kcal/g) adecuado para el crecimiento (Cruz-Suarez et al., 2000; Cruz-Suarez

et al., 2006). El contenido proximal de estas dietas se muestra en la Figura 56

La formulacion de la dieta deficiente chicharo verde 3, plantea una panoramica
diferente en el estudio, donde a partir de la variacion en el contenido de proteina, se
pueden aumentar la deficiencia del AA de interés, en este caso la Met. La dieta deficiente
chicharo verde 3 presenta un contenido de 0.18% de Met cruda y 0.17% de Met
digestible, indicando deficiencias de 60 y 62% con respecto al carcas de L. vannamei. Sin
embargo el chicharo también presenta una deficiencia de 9% en Thr cruda y 11% en Thr
digestible, que se traduce en una deficiencia de igual magnitud en ésta Ultima dieta. La

férmula exclusivamente a base de 100%PP present6 un contenido de solo 32% de harina
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de pescado y 45% de almiddn de trigo y 9% de celulosa para balancear los aportes de
proteina, almidon y fibra del chicharo en la dieta deficiente chicharo verde 3. Con la
formula a base 100%PP se cubrio el contenido de AAI del carcas de L. vannamei, con
excepcion de la Arg que presentd deficiencias de 14 y 16% para el AA crudo y digestible
respectivamente; presentd un contenido de 0.62% de Met cruda y 0.60% de Met
digestible (Figuras 58 y 59).

A partir de las dietas a base de PCh y PP se desarrollaron 5 dietas con niveles de
sustitucion de 5, 15, 30, 45 y 60% de las dieta a base de PCh por la de PP. Esta
sustitucion de la dieta deficiente Chicharo verde 3 por la de pescado mostrd un
incremento en los contenidos de Met, Thr, Lys, Val Leu, lle e His, el de Phe se mantuvo
constante y los de Arg y Cys decrecieron. No obstante, el primer AA limitante en las
dietas hasta con 55%PCh fue la Met presentando contenidos de 0.18 a 0.38% de Met
cruda (deficientes de 60 a 17%) y contenidos de 0.17 a 0.43% de Met digestible
(deficientes de 62 a 20%).

Los resultados la incorporacion relativa del nitrogeno con las formulas a base de
chicharo y pescado indican que la incorporacion de nitrégeno de chicharo al musculo de
camaron es equivalente a la incorporacion de nitrégeno de pescado o incluso mayor con
una proporcion 70:30. Lo anterior fue contrario a lo esperado con base en los
rendimientos obtenidos con las dietas deficientes chicharo verde 1 y 2, ademas del

desbalance que presenta la PCh en Met y Thr.

En contraste con las dietas deficientes chicharo verde 1 y 2 que presentaron
deficiencias de 42 y 48% de Met digestible (con contenidos de 0.33 y 0.36% en la dieta),
la dieta deficiente chicharo verde 3 con una deficiencia de 62% de Met digestible (un
contenido de 0.17% en la dieta) produjo una buena Suv (96%) aunque hay que considerar
que en este caso el experimento solo fue de 28 dias. Recientemente Richard et al (2010;
2011) han reportado que el camarén a diferencia de los monogastricos terrestres
presentan una gran plasticidad en las enzimas que regulan la actividad metabdlica de los
AA. Debido a que en este bioensayo se alimento a saciedad, la deficiencia de Met
aunque mayor no genero mortalidad temprana quiza por un mayor consumo de alimento,

en contraste con el resto de los bioensayos donde se alimento de forma racionada.
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7.12.2 Andlisis fisico de las dietas

En la Tabla 61 se muestra un resumen de la capacidad de absorcion de agua y de
la estabilidad en el agua de las dietas evaluadas en la presente tesis. Se observa que la
ABS de agua marina es menor en el alimento soya 1 (que es el Unico alimento peletizado)
con respecto a los otros alimentos que fueron producidos en un molino de carne en
laboratorio. Asi mismo que la ABS y la PMS vari6 en funcion de las férmulas y fue
mayor en las dietas a base de soya/trigo (159% y 14% soya 4) que en las dietas a base de
chicharo/soya/trigo (130% y 13.4% promedio) seguida por las dietas a base de
chicharo/pescado (110% promedio y 11.8 a 5.8%) esto cuando se uso el mismo método

de lixiviacion, La PAA también fue menor con la inclusién del chicharo.

En la Tabla 61, las PMet libre y PMHA corresponden a las pérdidas promedio de
las dietas suplementadas con diferentes cantidades de los productos. Fogle et al. (1999)
reportan una PMHA en alimento para camardn de 44%, la cual concuerda con la pérdida
obtenida en la presente tesis (57%), por lo tanto la MHA no es estable en agua.
Adicionalmente no hay estudios que indiquen la eficiencia de utilizacion de la MHA en
camardn, como ocurre en monogastricos terrestres. Por lo tanto la MHA resulta poco

propicia para ser evaluada como una fuente de Met en estudios dosis-respuesta.

Por otra parte la DL-Met libre suplementada en las dietas se perdid casi por
completo después de 15 minutos de inmersién en el agua marina. A diferencia de otros
estudios donde la encapsulacion en CMC o agar-agar redujo las PAA y permitié definir el
requerimiento de estos (Millamena et al., 1996b; Millamena et al., 1996a; Millamena et
al., 1997; Millamena et al., 1998; Millamena et al., 1999; Alam et al., 2004b; Alam et al.,
2005; Chen et al., 2011). En el presente trabajo encapsular DL-Met en agar o CMC y
HCI-Lys en agar no evito la pérdida total de los AA. Por lo que es necesario encontrar

fuentes de AA mas estables en el agua.
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Tabla 61. Resumen de la estabilidad y pérdida de nutrientes en las dietas utilizadas en la tesis a los 60 minutos de inmersion en agua
marina.
Bxperimento  BExperimento  Experimento  Experimento Bxperimento  Experimentos
1 2 3 5 Experimento 6 Experimento 9 10 7y8 Experimentol11l
Dietal64 (Cruz- Deficiente  Deficiente Deficiente Deficiente
Deficiente  Deficiente  Deficiente  Deficiente Suarez et al, Chicharo Chicharo Chicharo Chicharo Ch9s Chg5 Ch70 Ch55 Ch40 100% proteina
9/100g Soyal Soya2 Soya3 Met-Lys 2006) Amarillo 2 verde 1l  Deficiente Chicharo verde 1 verde 2 verde 3 Pe5 Pel5 Pe30 Pe45 Pe60  de pescado
ABS 928 262 221 159 129 137 138 131 88.4 131 105 85.9 126 102 110 101 113
PMS 205 6.94 7.43 157 (14 15.3 1315 138 134 13.2 134 11.2 11.8 10.6 8.99 7.46 6.87 5.83
PP 8.8 12.2(8.4) 12.9-41.2* 129 214 22.7 253 195 151 204 231
PE 216 194 138 132 108 8.8 5.3 -24 14.3
PMet 411 227 22 (26) 206 19
PLys 41 541 22(28) 25 182
PArg 30 157 17 (16) 215 17.3
Peys 16 (12) 135 9.78
PDL-Met
suplementada 97.3(96.5) 100 93
PMHA 57.3

Los valores entre paréntesis corresponden al momento a partir del cual se implemento el método nuevo de lixiviacion.
* Es el rango de valores reportado a partir de los andlisis de proteina de Degussa y Maricultura respectivamente.
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7.12.3 Pardmetros zootécnicos

Al analizar los resultados zootécnicos de las dietas de base evaluadas en el
presente trabajo, se encontré que la dieta deficiente soya 1 con una férmula estilo
comercial y un contenido de 0.6% de Met y 1.1% de AAS en la dieta parece satisfacer los
requerimientos del camardn. De manera que la recomendacion de Akiyama et al. (1991)
parece estar sobreestimada como se ha reportado en estudios anteriores (Forster and
Dominy, 2006; Fox et al., 2006).

Por otro lado las dietas soya 4 (deficiente Met-Lys) y deficientes chicharo verde 1
y 2 con un contenido de 0.4% de Met en la dieta mostraron una baja Suv, relacionada
con signos de canibalismo en los experimentos 5 y 8, propiciando una disminucion en la
densidad de carga y por ende un incremento en la talla de los camarones y distorsionando
los parametros zootécnicos asociados a este, llegando a conclusiones erradas. Asi mismo,
en los experimentos 8 y 10 realizados en jaulas también se aprecio una disminucion en la
Suv y se descarto el origen de los animales como la causa. Debido a que la Suv tiene un
impacto directo sobre el resto de los parametros zootécnicos, se debe considerar como el
primer signo de deficiencia en una dieta, en este sentido Millamena et al. (1996a)reportan
que la Suv se ve disminuida como resultado del desbalance de AA y se mejora conforme

este balance se atenua, la Suv mejora.

Los AAC suplementados libres o encapsulados en una matriz de Agar o CMC son
completamente solubles en el agua marina a partir de los 15 minutos. Lo que plantea la
necesidad de desarrollar fuentes de Met que sean estables al sumergir el alimento en el
agua marina y asimilables por el camaroén. Es interesante remarcar que a pesar de esto

con la Met encapsulada en Agar se observéd una mejor Suv.

En el experimento 11, donde se formularon dos dietas exclusivamente
desarrolladas a base de proteina de chicharo o de pescado con un bajo contenido de
proteina (22%), y un reemplazo gradual de la dieta de chicharo por la de pescado
acompafiado de un incremento en el contenido de Met de 0.18 a 0.62% de la dieta como

primer AA limitante (un contenido relativo al perfil de AA del carcas de L vannamei de
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40 a 136%); se observo que la incorporacion de N de ambas proteinas al N del musculo
de camardn era equivalente. Sin embargo la Suv no se vio afectada a tan bajos contenidos
de Met en la dieta y con valores relativos de Met inferiores al de carcas del camaron. Esto
puede ser explicado por la duracion del experimento, pero especialmente al régimen de
alimentacion, debido a una compensacion generada en este experimento en particular, ya
que se alimento a saciedad.. Mientras que en los experimentos previos se alimento de
forma racionada para evitar una compensacion por cantidad de Met ingerida por dia.Lo
antes mencionado puede ser sustentado por reportes muy recientes en P. monodon, donde
se ha observado una plasticidad metabdlica en la actividad de la enzimas ligadas al
anabolismo y catabolismo de AA (Richard et al., 2010; Richard et al., 2011)

A pesar de que la incorporacion del N de la harina de pescado y del chicharo al
musculo de L. vannamei parece ser equitativa, el incremento en peso aumenta conforme
se incluye méas pescado, en funcion de un mejor balance de los AA, como se discutid
anteriormente, donde la relacion 40% de proteina de chicharo: 60% proteina de pescado

presenta un perfil de AA muy semejante al del carcas de camarén.

Como recomendaciones para futuros estudios consideramos que es necesario
trabajar con valores de AA digestibles, reportando la estabilidad de los AA de la dieta y
de los productos a evaluar, usando niveles de proteina bajos, alimentacién a saciedad y

experimentos largos de 6 a 8 semanas, usando siempre un control comercial externo.

También es importante definir la relacion Met/Cys en la dieta, los AAS y
delimitar los ingredientes que pueden afectar indirectamente la definicion del

requerimiento de Met como colina, taurina, betaina.
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Tabla 62. Resumen de los pardmetros zootécnicos obtenidos en funcion de las dietas de base utilizadas en la tesis.
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Bperimento 1 Bxperimento 2 Bxperimento 5 Bxperimento 7 BExperimento 8 BExperimento 10 Experimento 11
Deficiente Deficiente Deficiente Deficiente 100%
Deficiente Deficiente Deficiente  Chicharo verde Chicharo verde Chicharo verde  Chicharo  Ch95 Ch85 Ch70 Ch55 Ch40 proteinade
Soyal Soya2 Met-Lys 2 2 1 verde 3 Pe5 Pel5 Pe30 Pe45 Pe60 pescado
Tiempo de Experimentacion
(dias) 28 28 42 14 28 42 29
Peso inicial(g) 0.77 0.39 0.71 0.6 0.97 0.67 0.14
Peso final(g) 2.22 157 2.98 0.99 141 0.83 0.23 025 025 031 036 041 047
Gpeso (%) 186 303 322 65 46 22 65 78 78 121 156 193 236
TCE 3.74 3.98 342 357 1.26 0.46 171 199 197 274 323 368 417
Suv (%) 9 83 63 78 47 73 96 93 93 96 93 100 89
Biomasa (g) 244 15.7 245 6.14 3.34 3.05 201 209 207 271 298 370 377
Consumo (g/ind)bh 2.36 271 4.83 0.87 1.56 1.01
Consumo (g/ind) bs 4.26 0.79 141 101
Consumo (g/ind) lixMT 3.59
Consumo (g/ind) lix MN 3.84 0.74 123 0.79
TCA 165 2.30 214 2.27 3.85 7.01
TCAbs 1.89 2.05 357 6.31
TCAIlXMT 159
TCAIlixMN 1.71 191 3.03 5.47
TEP mariultura 174 1.60 1.98 1.29 0.74 0.43
TEP Degussa 1.89
UNP Maricultura 0.44
UNP Degussa 0.22 0.28 0.40
UNMet 0.60
UNLys 0.48
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8. CONCLUSIONES

8.1 Efecto de hidroxi andlogo de Met-Ca en dos alimentos deficientes; uno comercial

y otro experimental (Experimentos 1y 2)

La suplementacion de Met en forma de MHA en un alimento tipo comercial (con
un contenido tedrico de 0.58% de Met, 0.51% de Cys y 1.09% de AAS) con 20% de
deficiencia en Met (con respecto a las recomendaciones de Akiyama et al., 2001) con
0.09% de colina teorica de los ingredientes proteicos y 0.01% de la lecitina de soya no
mejord el rendimiento de los camarones. El hidroxianadlogo de Met tiene propiedades
atrayentes que aumentan el consumo y pero su pérdida en el alimento es de 57% a los 60

minutos de inmersion en agua marina.

El nivel de 44% de deficiencia de Met (con un contenido teérico de 0.39% de
Met, 0.46% de Cys, 0.85% de AAS y 0.16% de colina de los ingredientes proteicos y de
lecitina de soya) con respecto al nivel recomendado por Akiyama et al. (1991) no redujo
la Suv a 28 dias de experimentacion. La suplementacion de 0.36% de MHA no mejoro el
rendimiento. Los altos niveles de lixiviacion de MHA, descartan a este producto como

una buena fuente de suplementacion de Met.

La disminucion en un 20 % de Met en una dieta de tipo comercial (0.72%) no
disminyo el rendimiento de los camarones en 28 dias de experimentacion con respecto al
rendimiento producido con un alimento comercial, con lo que se concluye que la

recomendacion de Akiyama et al. (1991) esta sobrestimada al menos en un 20%.
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8.2  Efecto de encapsulacién de DL-Met en agar (Experimento 3)

El encapsulamiento de DL-Met en agar conduce a una reduccion de 40% en la
PMS en una dieta soya/trigo con una relacion 1:1 de agar:AA. Los contenidos relativos
de Met en el agua de lixiviacion y en la materia seca recuperada después de la inmersion
en el agua son complementarios con respecto al contenido inicial determinado en el
alimento por la metodologia empleada, lo que conduce a determinar tasas de lixiviacion
equivalentes. La ventaja de hacer el analisis en el agua de lixiviacion es que no se
requiere de hidrolisis previa como en el alimento. La disminucion en la tasa de
lixiviacion de la Met encapsulada con agar (1:1), evaluada en la dieta soya/trigo, puede
ser util para la determinaciéon del requerimiento de Met mediante un ensayo dosis
respuesta. Por el contrario, el exceso de agar y el pre-condicionamiento disminuyeron la
estabilidad de la dieta.

8.3  Perfil de AA de carcas de L. vannamei como patrén de referencia (Experimento 4)

El perfil de AA obtenido a partir del cuerpo entero del camarédn de diferente talla
y producido en diferentes condiciones de cultivo fue muy constante. EI patron promedio
de AA encontrado se correlacion6 bien con otros perfiles reportados en la literatura para
cuerpo entero de camardén, masculo de camaron, el limite superior de harinas de camaron
y las recomendaciones para la industria. Los aminoacidos dietarios mas limitantes, Met,
Lys y Arg, muestran grandes diferencias con respecto a las recomendaciones de
Akiyama: la Met es sobreestimada en relacion al patron de AA de referencia, pero Lys y
Arg son subestimadas, mientras la relacion Arg/Lys fue cercana a 1. La diferencia entre
los valores del patron de AA de referencia y del requerimiento de Thr en juveniles de L.
vannamei (5%) es mas estrecha que la encontrada con los valores del requerimiento de
Lys (28%). Apoyado en los resultados previos, el perfil de AA obtenido a partir del
cuerpo entero del camardn puede ser utilizado como patron de referencia para el estudio

de los requerimientos de AA.
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8.4  Efecto de Met y Lys encapsuladas en agar en un alimento deficiente a base de

soya/trigo (Experimento 5)

La tasa de lixiviacion mas importante de los nutrientes del alimento se da dentro
de los primeros 15 minutos de inmersion en agua marina. EXxiste una lixiviacion
importante de los AA de la proteina de los ingredientes que constituyen el alimento, a
pesar de ser ingredientes de origen vegetal que no presentan un alto contenido de AAL,

siendo Lys y Met los que més se pierden de los AAL.

La Met y la Lys cristalinas encapsualdas en agar y suplementadas en el alimento
soya/trigo, se lixiviaron casi en su totalidad en los primeros 15 minutos de inmersion en
el agua; a pesar de ello, su inclusion en los alimentos experimentales fue capaz de inducir
una respuesta significativa en la Suv: la deficiencia de 37% de Met (con 0.43% de Met
total y 0.42% de Met digestible en la dieta) causo mortalidad y la suplementacion de Met
a un nivel de (0.91% de Met total) 2.94% de PC disminuy06 el problema, mientras que el

exceso de Lys a partir de 9.35% (de la PC) también afecto negativamente la Suv.

La Suv es un pardmetro que genera efectos significativos que distorsionan la
informacion sobre otros parametros zootécnicos. En esta formulacién a base de soya/trigo
(con 0.16% de colina aportada por los ingredientes proteicos y 0.01% de la lecitina de
soya) como la utilizada en el presente experimento, la Met parece ser el primer AA
limitante, considerando un contenido de Met, Cys y AAS digestibles de 0.42, 0.48 y 0.90
y que corregidos por su estabilidad en el agua serian de 0.32, 0.41 y 0.73% de la dieta.
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8.5

8.6  Efecto de sustitucion de chicharo verde por amarillo sobre la estabilidad de la dieta

(Experimento 6)

La magnitud de los valores de PMS, al evaluar la estabilidad de los alimentos en
el agua, varia de manera significativa dependiendo del método de lixiviacion utilizado y
la manera de hacer los calculos, por lo que es necesario implementar entre los
investigadores de nutriciébn de camardén un método estandarizado. Esto disminuira la

dificultad de comparar estudios.

Se concluye que los cambios realizados en la composicion de la formula 164
utilizada por Cruz-Suérez et al. (2006) excluyendo el lupino, cambiando la variedad de
chicharo y agregando algunos otros ingredientes permitieron disminuir la PMS de 15.3 a
13.8%. Por lo que la formula desarrollada a base de chicharo verde se considera
suficientemente estable y 45% deficiente en Met (con un contenido tedrico de 0.38% de
Met digestible). Adicionalmente se mejor6 el contenido de Lys en la dieta con respecto a
la dieta deficiente en Met-Lys pasando de una deficiencia de Lys tedrica digestible 24% a

una 11% para cubrir los niveles en el carcas de L vannamei.

8.7  Efecto de DL-Met libre en un alimento deficiente a base de chicharo verde/soya

evaluado en acuarios y en jaulas (Experimento 7 y 8)

La dieta deficiente en Met chicharo verde 2 empleada en los experimentos 7 y 8
fue 39% deficiente en Met (con un contenido de 0.37% de Met total y 0.35% de Met
digestible) con respecto al carcas de camardn y 6% deficiente en Lys (con un contenido
de 2.05% de Lys total y 2.00% de Lys digestible).
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Después de 15 minutos de inmersion en el agua, las diferencias en el contenido de
Met entre los alimentos experimentales se perdié como en los casos anteriores, debido a
la lixiviacion de la DL-Met suplementada en forma libre. La suplementacion de hasta
0.8% de DL-Met libre para exceder el contenido de Met en carcas de camardn no mejord
la Suv. Aparentemente es mas eficiente la utilizacion Met encapsulada en agar que la del
AA libre, a pesar de que a los 15 minutos de inmersion ya se ha lixiviado en su totalidad
los dos tipos de Met suplementada. El bajo contenido de Met (0.32%) y AAS (0.68%)
digestibles y estables en el agua en esta dieta fue la causa de la mortalidad como la
observada con respecto a la formula soya/trigo del experimento 5. Segun lo anterior

resulta prioritario mejorar la estabilidad del alimento y de los AA puros adicionados.

El uso de jaulas evitd el canibalismo exitosamente, pero no permitié un buen
crecimiento y Suv. Sin embargo la baja Suv obtenida aun con la dieta control comercial
no deficiente, en los dos experimentos (sin y con jaula) hace suponer que el lote de

camarones con el que se trabajo tenia un problema de calidad.

8.8  Efecto de pos-acondicionar un alimento sobre su estabilidad y digestibilidad

(Experimento 9)

En contraste con las dietas soya/trigo, el proceso de pos-condicionamiento es
capaz de disminuir la PMS, la PP y la PE de la dieta deficiente en Met a base de chicharo
verde 1, presumiblemente como un efecto de la gelificacion de un alto porcentaje de los
almidones provenientes principalmente del chicharo. EI pos-acondicionamiento reduce de
forma muy ligera la DAP de 92-90%, sin embargo parece no alterar la digestibilidad de
los almidones, por lo tanto la DAMS y la DAE tampoco presentan diferencias con el
proceso. Por otra parte el origen de los camarones no influye sobre la digestibilidad de

los alimentos, pero si se aprecia un efecto en la Suv de los mismos.
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8.9  Efecto de pos-condicionamiento, DL-metionina-CMC y atrayente comercial sobre

la estabilidad de la dieta y rendimiento de L. vannamei (Experimento 10)

La dieta deficiente en Met chicharo verde 1 empleada en el presente experimento
fue 44% deficiente en Met (con contenidos de 0.37, 0.42 y 0.79% de Met, Cys y AAS
totales que corresponden a 0.28, 0.32 y 0.71% de AA digestibles y estables en el agua).
La implementacién del proceso de pos-acondicionamiento disminuye la pérdida de
nutrientes y de energia eficazmente en una dieta a base de almidones de trigo y chicharo,
mientras que la suplementacion de AA encapsulados en CMC vy el espreado de atrayentes
las incrementan. Los camarones con origen de Veracruz presentaron una mejor Suv que
aquellos con origen de Sinaloa empleados en los experimentos previos. A pesar de la
deficiencia teorica de la dieta de base, esta dieta fue capaz de soportar una Suv de buena a
moderada en los camarones durante 28 dias . Después de 15 minutos de inmersién en el
agua, las diferencias en el contenido de Met entre los alimentos experimentales se ha
perdido, debido a la lixiviaciéon de la DL-Met encapsulada en CMC. La suplementacion
de 0.3% de DL-Met encapsulada en CMC para exceder ligeramente (4%) el contenido de
Met en carcas de camardn no mejord la Suv o el crecimiento obtenido con una formula
44% deficiente en Met. El pardmetro de Suv supone que es mas eficiente la utilizacion
Met encapsulada en agar que la del AA libre o encapsulado en CMC, a pesar de que a los
15 minutos de inmersion ya se han lixiviado en su totalidad los diferentes tipos de Met
suplementada. Segun lo anterior resulta prioritario desarrollar AA puros estables en las
dietas y asimilables para el camardn. El uso de un atrayente espreado sobre el pelet
terminado lejos de mejorar el consumo y esto repercutir en el crecimiento, disminuyo la

estabilidad del pelet.
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8.10 Contribucion relativa de nitrégeno dietario al carcas de L. vannamei

(Experimento 11)

La dietas a base de proteina de chicharo y proteina de pescado reflejan el perfil de
AA de las respectivas harinas. La dieta harina de chicharo verde 3 fue 61% deficiente en
Met (con 0.18% de Met cruda y 0.17% de Met digestible) y 8% en Thr (con 0.72% de
Thr cruda y 0.64% del Thr digestible) con respecto al carcas de camaron pero cubrio el
resto de los AA mientras que la dieta harina de pescado fue 15% deficiente en Arg (con
1.32% de Thr cruda y 1.29% del Thr digestible). La Suv de los camarones alimentados
con la dieta a base de proteina de chicharo fue buena, ain con una deficiencia teérica del
61% en Met y su perfil biol6gico no sea adecuado para camaron. La deficiencia en Met
de la dieta chicharo verde 3 se reflejo en un bajo crecimiento, en lugar de en una baja Suv
seguramente debido al corto tiempo de experimentacion y a una compensacion parcial del
requerimiento de Met por el consumo ocasionado por un régimen de alimentacién a
saciedad y en exceso. Por otra parte, una deficiencia tedrica del 15% en Arg en la dieta

proteina de pescado no afectd y permitié un crecimiento adecuado en el L. vannamei.

Los resultados isotopicos indican que las contribuciones del nitrégeno de las
harinas de chicharo y de pescado son muy parecidas a los niveles dietarios. Los
crecimientos sugieren que la sustitucion de 40% de nitrogeno procedente del chicharo por
nitrégeno del pescado promueve un crecimiento y una tasa de Suv semejantes a ser
alimentados Unicamente con nitrogeno de pescado. El uso de bajos niveles de proteina
dietaria, proporciona un marco diferente para evalauar, la contribucion dietaria de
nitrobgeno de origen vegetal frente al de origen animal para crecimiento de los
camarones. Las dietas formuladas con derivados de chicharo con altos contenidos de
proteina de chicharo y mezclados con fuentes complementarias de proteina podrian
soportar buen crecimiento en camarones con estadios tempranos de vida. Los estudios a
partir de los analisis de is6topos estables de compuestos especificos, podria ayudar a
dilucidar la transferencia de nutrientes indispensables como los AA de los ingredientes

dietarios hacia los tejidos del camardn en un futuro.
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8.11 Conclusiones Globales

La deficiencia de 20 % de Met en la dieta deficiente soya 1 tipo comercial con un
contenido tedrico de 0.58% de Met cruda y 0.56% de Met digestible no afecta el
rendimiento del camarén; por lo tanto, los niveles de Met recomendados por Akiyama et
al. (1991) para la formulacién de dietas para L. vannamei estan sobreestimados y podria
ser mas conveniente utilizar como una primera aproximacion el perfil de AA del carcas
de determinado en esta tesis (2.07% Met, 0.98% Cys, 3.04% AAS, 6.64% Lys, 3.59%
Thr, 6.98% Arg, 3.77% lle, 6.55% Leu, 4.37% Val, 2.28 His, 4.29%Phe, en % de la PC)

en el estudios del contenido de AA dietarios.

La dieta deficiente soya 1 aparentemente el nivel de Met digestible no fue el
primer AA limitante, posiblemente debido al relevante aporte de Cys digestible de los
ingredientes y de colina como importantes ahorradores de Met para funciones diferentes a
la sintesis de proteinas.

Las dietas presentan la PAA mas importante dentro de los primeros 15 minutos de
inmersion. A pesar de estar formuladas a base de proteinas vegetales integras presentan
una fraccion importante de AA que la componen (de entre 8 y 25%) que es soluble. Las
PAA maés importantes son las de Met (20%), Lys (25%) y Arg (20%); el impacto de la
lixiviacion de estos en la reduccién del valor nutricional de la dieta es elevado (90%) con
respecto al impacto de la digestibilidad de los ingredientes (10%). Los productos
evaluados como fuente de Met (MHA, DL Met y DL-Met encapsulada en agar o CMC)
presentan altas tasas de lixiviacion, lo que no permite determinar los efectos de su adicion
en dietas deficientes sobre el rendimiento del camardn, por lo que resulta imperante
desarrollar fuentes de Met estables en el agua marina y asimilables por el camarén. El

proceso de post-acondicionamiento no redujo la PAA libres suplementados en la dieta.

Las dietas experimentales a base de soya y trigo o a base de soya, trigo y chicharo
con contenidos de 0.37-0.43% de Met, 0.42-0.53% Cys y 0.79-0.96 AAS (contenidos
digestibles de 0.35-0.42% de Met, 0.37-0.48% Cys y 0.71-0.90% AAS o digestibles y
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corregidos por lixiviacion de 0.28-0.33% de Met, 0.32-0.41% Cys y 0.67-0.74 AAS)
producen una baja Suv y canibalismo a causa de la deficiencia en Met. Las dietas
deficientes en Met a base de chicharo y pescado con contenidos de 0.17-0.38% de Met,
0.26-0.28% Cys y 0.46-0.58 AAS (contenidos digestibles de 0.17-0.30% de Met, 0.24-
0.26% Cys y 0.43-0.54% AAS) presentan un bajo crecimiento como signo de la

deficiencia en Met y AAS en 28 dias de consumo y con alimentacién a saciedad.

El signo mas extremo de una deficiencia de Met en los alimentos soyad y
chicharo 1 y 2 se manifesté con baja Suv y canibalismo, que va seguido de bajos

rendimientos en los parametros de crecimiento en el camarén.

Se recomienda que el disefio de los experimentos dosis-respuesta con Met
considerar un tiempo minimo de experimentacion de 42 dias para agotar las reservas del
AA y expresar los efectos del contenido nutricional de las dietas sobre los parametros
zootécnicos; que se use un alimento comercial nutricionalmente completo de control
externo; que se considere el contenido de AA digestibles y estables de las dietas y de
compuestos ahorradores Met en la dieta y que se considere que se cuantifique la cantidad

de Met consumida.

De las formulas evaluadas, la dieta a base de proteinas de chicharo y pescado con
una combinacién de 60:40, con una deficiencia exclusiva en Met parece la mas adecuada
desde el punto de vista de estabilidad en el agua para intentar determinar el requerimiento
de Met mediante el método dosis-respuesta.
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Se evalud la adicion de metionina (Met) y lisina (Lys)
encapsuladas en agar en una formula deficiente (Met y Lys). En
contraste con otros estudios de inclusién de fuentes de Met 24 el
crecimiento de los camarones no mejoré por la adicién de Met. No
obstante, la sobrevivencia mejoré significativamente (P=0.018)
con respecto a la dieta control (80% vs 62%). Por otro lado, con el
maximo nivel de inclusion de Lys (1.35%) se obtuvo una ganancia
en peso significativamente mayor (P=0. pecto al grupo
allmemado con la dieta adicionada con
La adicion de 1.35% de Lys también mejord
‘utilizacién de Met. Estos efectos atribuidos a la
y Lys se manifestaron a pesar de que el 96 y 94% de los AA
adicionados se lixivié a los 15 min de inmersién.

Introduccién

La pasta de soya y el trigo son los ingredientes vegetales mas
usados en alimentos para camarén, sin embargo su empleo es
limitado por su deficiencia en Met y Lys '. Con la finalidad de obtener
mejores rendimi ‘en crusta s, con dietas ricas en estos
ingredientes, se ha propuesto la inclusién de AA sintéticos como DL-
Met 24y HCl-Lys . Ekobjetivo del pres estudio fue evaluar el
efec!o de adicionar Met (0.4 %) asi como Iz

0.4%) con 3 niveles de Lys (0.45, 0.9 y 1.

e de soya y trigo definido como deficiente en Met, an las
recomendaciones de Akiyama ? y deficiente en Met y Lys segun la
composicion de carcass de camaron 1.

Material y Métod

Tabla 1. Dietas isoprotéicas (30%) utilizadas en el bioensayo, niveles
de Met y Lys y sustitucién de Agar por encapsulados de Lys y Met

Ingredientes (g/100 Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5

Harina de trigo 36.3 36.3 36.3 36.3 36.3
Pasta de soya 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0
Agar-Agar 45 3.7 25 14 0.2
Otros ingredientes 19.3 19.3 19.3 19.3 19.3
Fuente de Met (DL-Met: agar) 08 08 0.8 08
Fuente de Lys (LysHCI: agge) - 1.1 23 34

Met en el encapsulado de metionina - 040 040 040 040

Lysenel de lisina - ! $ 1.35

Met total en fa dieta €. 5050 0.91
Lys total en la dieta 1967 3.37

o -
Tabla 2. Disefios del bioensayo de crecimiento y la prueba de lixiviacion

Bioensayo de crecimiento
Evaluacion de Met ] Evaluacion de Lys

Juveniles de

camarén %79
No camarones 12
Alimetacion Racionado al menor consumo (3 veces/dia)
Duracion 42 dias

Deta 2 Vs dietas 34y 5;
complementadas 0.4% DL-Met
encapsuladay 0.0, 0.45,09y 1.35
Lys-HCl encapsulada

Dieta1 (0.5%Met y
1.98%Lys)Vs complementada
0.4% DL-Met encapsulada

Tratamientos

No replicados 4
G Peso, Tasa Supervivencia,
Par;me'ros Biorfasa, Consumo, Tas ercién alimenticia, Tasa de
Zolecnicos | Feficiencia protelca, Wtiizacion p aneta (UNP)y finaimente
evaluados utiizacion netd de los UNMet y UNLys)
Anélisis
- T-student (2a=0.05%
ﬂdhnoos § 4
Lixiviacion
Evaluacién Inmersion de las dietas (3g, 4 replicados) durante 15, 30 y 60 min
(339 sallL 2
Parametros |Pérdida de materia seca, de proteina y de aminoacidos (PMet y PLys)

Conclusiones

La adicion de Met y Lys en alimento a base de soya y trigo es
necesaria para cubrir el requerimiento de estos AA definido en
base a la composicion del carcass del camarén. El tiempo de
permanencia de estos AA encapsulados en agar y la estabilidad
en el agua del alimento deben ser mejorados para definir niveles
optimos de suplementacion.

Resultados y Di

Peso

peso (@)

8Dietat @Dietal Tiempo (dias) WDieta2 @Dieta? ODwiad ODietas Tiempo (dias)

La adicién de 0.45 a1.35% de Lys

encapsulada en agar promovio el
crecimiento

La adicién de 0.4% de Met
encapsulada en agar no
promovié el crecimiento

E Sobrevivencia

Sobrevivencia

‘Sobrevivencia (%)
Sobwevivencia (%)

Tiempo (dias)

@Dietat  BOeta2 Tiempo (dias)

La adicién de Lys encapsulada en

La adicién de 0.4% de Met encapsulada
agar disminuy6 la sobrevivencia

en agar promovié la sobrevivencia

Utilizacion Neta de AA

07

Utilizacién Neta de AA

+

$
]
ES
5

Utilzacion

°

Uikt

NLyst

UNMet UNLys

B0ea2(1 7%) BOaX2 16%) COMM28%) DCwetas(3 05)
La adicién de Lys encapsulada en
agar increment6 la utilizacion de

Met, pero no la de Lys

Dieta (0 5%) BDieta2(0.9%)
La adicion de 0.4% de Met
encapsulada en agar redujé la
UNMet, pero no la UNLys

Pérdida Metionina

Pérdida Lisina

Plys (%)

PMet (%)

AP —

La lixiviacién de lisina encapsulada
en agar en promedio es del 94%

La lixiviaciéon de metionina encapsulada
en agar en promedio es del 96%

Las respuestas zootécnicas obtenidas con la adicion de los aminoacidos
encapsulados en agar concuerdan con estudios anteriores 24, donde han
encontrado respuestas positivas en dietas deficientes adicionadas con
aminoacidos libres, aun cuando se conoce de los altos niveles de lixiviacion de
estos.
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Resumen

Se evalué el efecto del pos-acondicionamiento sobre la hidroestabilidad
y la digestibilidad de una dieta a base de chicharo, en juveniles de
camaron de dos laboratorios distintos. La y la se incrementaron con el
tiempo de inmersion. El pos-acondicionamiento redujo la pérdida de
materia seca (PMS) (P=0.002) en promedio un 40% y la absorcién de
agua marina (ABS) (P=0.005) en un 50%. Las digestibilidades
aparentes de materia seca (DAMS) (78%) y de energia (DAE) (85%) no
cambiaron por el pos-acondicionamiento, pero la digestibilidad aparente
de proteina (DAP) (92%) que disminuy6 ligeramente (2 puntos)
(P=0.010) sin importar el origen del camarén. La capacidad digestiva
fue semejante en los camarones procedentes ambos laboratorios.

Introduccion  Eigmmws sl HEiEnmesas iR e s AER B IBR e RERE E

Las principales propiedades que se consideran al producir un alimento
para camarones ademas de su perfil nutricional son: estabilidad y
digestibilidad. La introduccion de ingredientes vegetales para sustituir
proteinas marinas afecta estas propiedades de diferentes formas ™. A
diferencia de la pasta de soya, el chicharo (Pisum sativum) es rico en
almidon (46%). La gelatinizacion de estos almidones, por post-
acondicionamiento o post-coccion puede mejorar su energia digestible
y contribuir a mejorar la hidroestabilidad del alimento 2.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del proceso de post-
acondicionamiento sobre la hidroestabilidad y la digestibilidad de una
dieta rica en chicharo y soya en dos origenes de camarén.

Material y Método  BamwentliiizaremesifitarverttBlianresnt B

Se prepararon dos dietas (36 % chicharo, 32 % pasta de soya, 8%
aislado de soya y 10% trigo) isoproteicas (34%) e isoenergéticas (4.12
Kcal/g), extruidas en un molino de carne; una sin y otra con post-
acondicionamiento. Se compard la estabilidad (PMS y ABS) por medio
de analisis de varianza de dos factores: proceso y tiempo de inmersion,
de manera semejante se comparoé la digestibilidad (DAMS, DAP y DAE)
utilizando los factores proceso y origen del organismo.

Mezclado de los

Macro y micro-

Inclusién y mezclado de
los liquidos

Peletizado en un
molino camico
(70C en el dado)

Secado
(100C) por
8 min.

El bicensayo evalué DAMS
proteina DAP y DAE por un
Anova bifactorial (proceso Vs
origen de los camarones.
a=0.05)

Pos-acondicionamiento
(17.5-18.5Psi Jpor 5 min.

La prueba de estabilidad evalué
la PMS y ABS de las dietas
después de 15, 30 y 60 min, de
inmersion en agua marina por un
Anova bifactorial (proceso Vs
tiempo de inmersion, a=0.05)

Dietas

Sin pos-acondicionar

Pos acondicionada (PA)

Do m D2 co 1 Q BO B1

PA

Acuario 11 12 L3 Al

Dieta SPA PA SPA PA SPA PA PA SPA PA SPA SPA

Sinaloa

Origen

Nayarit

El pos-acondicionamiento de la dieta mejord la hidroestabilidad a niveles
reportados para dietas comerciales '2. Los valores del presente estudio se
asemejan a los obtenidos para DAMS (80%) y DAP (90%) en L. stylirostris,
en trabajos donde comparan chicharo entero Vs extruido y muestran que la
extrusion no modificé la digestibilidad 2. En contraste en L. vannamei
observaron una mejora significativa en DAP (77.4-81.6) y DAE (73-77%) al
extruir el chicharo ° pero con valores inferiores a los encontrados
actualmente.

Discuciones

Hanrecai B vsatl Eimnmwsatt isnwesnaty  Resultados

i

vannamei

Pérdida de materia seca

16
14 —
_12 T
s p—-:=
=10 — e
& P
z 8 - R La PMS se redujo en
s -~ — e 37,41y 43% alos 15

o 30y 60 min debido al
4 pos-acondicionamiento.
2 Probabilidad del Anova
o para el factor proceso

«~SPA «PA Tiempo (min)
Absorcién de agua
140

120

—_—
100 /
B
3 g0 ——y La ABS se redujo en un
2 —po0003 0% conel pos-
< 60 — = acondicionamiento en
= r’,// P=0.000 cada tiempo.
40 $=0.005 Probabilidad del Anova
- para el factor Proceso
0
15 30 45 60
~SPA  =PA Tiempo (min)
G ion de la di ibilidad (factor proceso)
105
%0 P=0.010 P=0.344
= P=0.908
= 75
¥ 60l
=
3 45 ¢
g 30+
5
15
0
DAMS DAP DAE

® Sin acondicionar @ Acondicionada

El proceso induce diferencias significativas en la DAP.
No se presentan diferencias en DAMS y DAE

Comparacion de la digestibilidad (factor origen)

P=0.519

A

P=0.850
i 5

Digestibilidd % (g/g)

DAMS DAP

Nayarit = Sinaloa

No hay diferencias significativas inducidas por el Origen
No hay diferencias significativas de la interacion Proceso Vs Origen

Conclusiones EnmneccntOiiSamacns SRR erne SR ol

El pos-acondicionamiento de la dieta a base de chicharo y soya
mejor6  significativamente la hidroestabilidad de la dieta sin
modificar la energia y la materia seca digestible. Los organismos de
Nayarit y Sinaloa usados en el estudio presentaron la misma
capacidad digestiva. Se recomienda la aplicacién del proceso de
post-acondicionamiento en la preparacion de alimentos
experimentales ricos en chicharo.
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Resumen HanmecetbiiSnnesrs i itnme st IS mecri ol

Se evalué la contribucion relativa de nitrégeno (N) dietario de las
harinas de chicharo y pescado al carcas de Litopenaeus vannamei.
A pesar de las diferencias en el perfil de aminoacidos (AA) aportado
por las dos fuentes, la contribucién de N de las harinas de chicharo y
pescado al N en el carcas de camarén es semejante; lo cual
contrasta con lo reportado para el aislado de soya. Sin embargo el
pescado present6 los mejores resultados de crecimiento y
Unicamente la combinacién de 40% de nitrégeno dietario del
chicharo y 60% del pescado mostré resultados semejantes. Por otro
lado, una sustitucién de 30% de proteina de pescado (PP) mejord el
perfil de AA de la proteina de chicharo (PCh) incrementando el
crecimiento en el camarén.

Introduccion S rcna @ B a s TEISA e B S s

El incremento en el costo y en la demanda de ingredientes marinos
para la formulacién de alimentos balanceados en acuacultura, ha
conducido a la busqueda de fuentes de proteina alterna. El chicharo
forrajero (Pisum sativum) ha sido recomendado como ingrediente en
la formulacion de alimentos para camarén'? a pesar de su escaso
contenido de Met en comparacion con la soya en parte debido a sus
altos coeficientes de digestibilidad aparente de materia seca (90%),
de proteina (90%) y energia (72%)? de este ingrediente. Por otra
parte, el andlisis de isétopos estables ha sido una herramienta
ampliamente utilizada para trazar el flujo de nutrientes de un
alimento hacia su consumidor®. El objetivo del presente estudio fue
evaluar el grado de contribuci6n relativa de N dietario de las harinas
de chicharo y de pescado al crecimiento corporal de camarén
blanco L. vannamei mediante el uso de is6topos estables.

Material y Método rsssSiSnmerntliBisnnwentiiiionmweatl

Se formularon 2 dietas isoproteicas (22%) e isoenergéticas (4.7
Kcal/g), una con 100% de PCh y otra con 100% de PP; a partir de
ellas se formularon 5 dietas intermedias sustituyendo 5, 15, 30, 45 y
60% de la dieta 100% PCh por la de 100% PP. Se analiz6 el perfil de
AA por cromatografia liquida y el contenido relativo de isétopos
estables del N de los ingredientes, las dietas y los camarones. Las
dietas se evaluaron en juveniles de L. vannamei (0.14+0.08g) en un
ensayo de crecimiento (29 dias) con 3 replicados (15 camarones x
tanque). Se determiné: la contribucién de N dietario al mantenimiento
(m) y al crecimiento (k), la contribucién de materia seca y la vida
media de N en el musculo (t%°) 3, Se aplicaron analisis de varianza de
una via .q0s para comparar k, regresiones no lineales iterativas
para esﬂmar el parametro m y pruebas de bondad de ajuste de x?
| 8 :

La dieta 100% PCh fue deficiente en Met (60%) y Thr (8%) con
respecto al perfil de camarén, mientras la dieta 100% PP fue
deficiente en Arg (15%) (Fig. 1). La sustitucién de hasta 15% de
PCh por PP presentd un pobre crecimiento en los camarones, pero
incrementé el recambio metabdlico del N de estos. A partir de un
30% de PP se aporta un contenido de AA suficiente para
complementar el perfil de la PCh y asi incrementar el crecimiento de
los camarones. Por otro lado, mayores tasas de crecimiento
demandan un mayor recambio metabdlico del N (Fig. 2).
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Las contribuciones obtenidas de N de las harinas de chicharo y pescado
corresponden con las esperadas en la formulacion, excepto por las diferencias
encontradas en la dieta 70%PCH:30%PP. Una contribucién de N
significativamente menor del pescado y mayor del chicharo en esta Gltima dieta
soporta la idea de que la PP complementd el perfil de AA de la PCh y estimulé el
crecimiento del camaron.
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teria seca corresponden con Ias de N. Las diferencias
en magnitud se deben a que en la dieta a base de chicharo, esté se incluye en
85% y ademas de ser una fuente proteina tiene un compartimento importante
de carbohidratos contra el 32% de inclusién de pescado.

En contraste con lo reportado para aislado de soya?, la contribucién relativa del
N y materia seca del chicharo y del pescado al crecimiento del camarén fue

~ semejante a la proporcion en que sus proteinas y materia seca fueron

cladas en la dieta a pesar de la deficiencia de Met.

Conclusiones

Las contribuciones de N y materia seca de las harinas de chicharo y pescado
al tejido del camaroén fueron semejantes a los contenidos dietarios. La mezcla
de 70%PCh:30%PP mejora significativamente el perfil de AA permitiendo una
mayor contribucién de N de la harina de Chicharo.
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