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RESUMEN

Las levaduras han sido usadas en nutricidn animal como macroingredientes,
fuentes de proteina de alta digestibilidad y de vitaminas del grupo B, o como aditivos
promotores de crecimiento de tipo probidtico. En alimentos para camarén, el remplazo de
las principales fuentes de proteina por proteina unicelular de levadura no ha sido
investigado de manera extensiva, aunque ya se mencionaron hiveles maximos de
inclusién del 5% para las levaduras de cervecerias, debido a su baja palatabilidad. Por
otro lado, el efecto promotor del crecimiento de las levaduras vivas para camarén no ha
sido demostrado. En la primera parte de este trabajo, dos levaduras del género
Saccharomyces (S. cerevisiae seca producida comercialmente sobre melaza de cafia, y
S. exiguus humeda producida experimentalimente por la FCB-UANL sobre etanol sintético)
fueron incorporadas al 15 o 30% en cuatro dietas compuestas isoprotéicas e isolipidicas
con el objetivo de determinar su eficiencia nutricional como substituto de las dos
principales fuentes de proteina: harina de pescado y pasta de soya. Esas cuatro dietas
y un control fueron evaluadas durante un bioensayo de 28 dias en juveniles de P:
vannamei (peso promedio de 1.3g) en un medio controlado. El crecimiento fué mas alto
solamente para las dietas con S. cerevisiae (significativamente con el nivel de inclusion
de 30%), sin cambio significativo en la tasa de conversion no obstante que los alimentos
con levaduras mostraron una importante perdida de materia seca en el agua. La
estabilidad en el agua de las dietas con S. exiguus fué particularmente baja en
consecuencia del exceso de humedad en la mezcla de ingredientes al momento de
extrusién del alimento y posiblemente no perimitié observar el beneficio de la aita calidad
de |a proteina de levadura. En la segunda parte del trabajo, diferentes dietas elavoradas
con 8. cerevisiae seca activa aglomerada con diferentes tamarios de particula (fina,
intermedia y gruesa) fueron incorporadas al 0.1, 0.5 y 1% en dietas preparadas en un
planta comercial (pelatizadas) y en el laboratorio (extrusion humeda en un molino de
came), con el objetivo de estudiar su resistencia al proceso, conservacion y lixiviacion asi
como su efecto sobre la estabilidad del pellet en el agua. La cantidad de jevaduras totales
(microscopia) o viables (conteos en agar Malta) fueron determinados en muestras de
alimento tomadas en diferentes etapas del proceso indicando, en cuanto a la cantidad de
levaduras viables, pérdidas de dos potencias de 10 debido a la peletizacién o de 6
potencias de 10 debido a la extrusion. La lixiviacion en el agua contribuyd a una perdida
de una potencia de 10. La levadura fina tuvo un mejor resistencia a la pelefizacién que
la levadura gruesa (10° vs 10* UFC/g de alimento para la dosis al 0.1%). Generaimente
el nimero total para levaduras fué 10 veces superiocr al nimero de viables. La estabilidad
de las dieta en el agua no fué modificada por la inclusion de levaduras aglomeradas. Tres
dietas (control, levadura fina al 0.1% y levadura gruesa al 0.1%) fueron seleccionadas
para evaluar el efecto promotor del crecimiento sobre juveniles de P. vannamei (peso
promedio de 3.8g) y para determinar la presencia de S. cerevisiae en el tracto intestinal
asi como sy efecto eventual en la flora bacteriana del mismo. La conversion alimenticia
fue mejorada significativamente con la levadura fina, aungue ningun cambio se logro
observar en la flora bacteriana ni en los conteos de levadura en el intestino. Finaimente
se concluye que las levaduras S. ceravisiae y S. exiguus, son un excelente ingrediente
de alimentos para camarén aun a niveles de incusion tan altos como el 30%, y que las
levaduas vivas a muy bajo nivel de inclusion (0.1%) pueden mejorar la tasa de
conversién.



ABSTRACT

Yeasts have been used in animal nutrition as macroingredients source of high di-
gestibility protein and B group vitamins, or as probiotic growth promotor additives.
In shrimp feeds, replacement of the principal protein sources by yeast unicellular
protein has not been extensively tried, although maximum inclusion levels of 5%
were mentioned for the brewer's yeasts due to their low palatability. On the other
hand, the potentially growth promotor effect of live yeasts in shrimps remains to
be demonstrated. In the first part of this work, two Saccharomyces yeasts (dried
S. cerevisiae commercially produced on sugar cane molasses, and concentrated
wet S. exiguus experimentally produced at FCB/UANL on synthetic ethanol) were
incorporated at 15 and 30% levels in four isoproteic and isolipidic compound diets
in order to determine its nutritional efficiency as a substitute of the two principal
dietary protein sources: fishmeal and soybean meal. The four diets and a control
were evaluated during a 28 days feeding trial on Penaeus vannamei juveniles
(1.3g mean weight) in a controlled environment at the FCB/UANL shrimp bioassay
facility. Growth was higher only for the S. cerevisiae diets (significatively for the
30% inclusion level), without significative change in the feed conversion rate,
although the yeast feeds had a higher loss of dry matter in the water. The stability
of the S. exiguus diets was particularly low, as a consequence of the excess of
humidity in the ingredient mixture during the diet extrusion, and possibly did not
allow the expected benefit of the yeast protein quality. In second part, different
feed of dry, active, agglomerated S. cerevisiae of different particle sizes (fine,
intermediate and gross) were incorporated at 0.1, 0.5 and 1.0% levels in diets
prepared at a commercial plant (pelletized) or at the laboratory (wet extrusion in
a meat grinder), in order to check their resistance to the process, conservation and
immersion in water, and their effect on the pellet stability in the water. Total yeasts
(microscopy) and viable yeasts (counts on Yeast Medium Agar) were determined
in feed samples at different stages of the process, indicating for viable yeasts
numbers a 100 fold decrease due to the industrial pelletization and a 10° fold
decrease due to the wet extrusion. Leaching in water added a 10 fold loss. Fine
yeast had a better resistance ta pelletizing than gross yeast (10° vs 10* cfu/g feed
at the 0.1% inclusion level). Generaliy, total yeast numbers were 10 fold the viabie
numbers. Diet stability in the water was not modified by the inclusion of the yeast
agglomerate. Three diets (control, 0.1% fine yeast and 0.1% gross yeast) were
selected to evaluate the growth promotor effect on P. vannamei juveniles (3.8g
mean weight) and to determine the presence of S, cerevisiae in the digestive tract
as well as its eventual effect on the gut bacterial flora of the shrimp intestinal tract.
Feed conversion was significantly bettered with the fine yeast diet, although no
significant changes were observed neither on the bacterial flora, nor on the yeast
counts. In conclusion, it can be suggested that yeasts S. cerevisiae y S. exiguus
are an excellent ingredient for shrimp feeds, even at inclusion levels of 30%, and
that live yeasts at very low levels (0.1%) can better the feed conversion.
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INTRODUCCION

El cultivo de camaron es una gran alternativa de produccién en México. En
1989 las reformas a la Ley Federal de Pesca favorecen esta actividad y
establecen que se cuenta con 335,000 ha de lagunas costeras y estuarios y con
las especies nativas adecuadas (P. vannamei, P. stylirostris y P. californiensis)
para su desarroollo. Actualmente, el cultivo y comercializacién del camarén han
tomado un enorme auge en nuestros pais, es indispensable encontrar los medios
para que esta actividad resulte redituable, es decir que los costos de
mantenimiento, alimentacién, procesado, etc. dejen margenes de utilidad
razonables. El alimento es uno de los costos principales y constituye hasta un
60% del costo de produccién, por lo tanto es en esta seccidn donde pueden
flevarse a cabo los mayores ahorros para la acuacultura; por lo anterior, las
diferentes estrategias a seguir para lograr estas mejoras consisten en: crear dietas
mas asimilables para el camardn, encontrar subproductos de menor precio, cog
mayor calidad y/o cantidad de proteina y que puedan substituir total o
parcialmente a la tradicional harina de pescado.

La levadura es un producto ideal para usarse en acuacultura, es un
subproducto que se obtieéne de cervecerias y otros procesos; es una buena fuente
de aminoacidos esenciales como lisina y sus proteinas poseen buena
digestibilidad; sin embargo todavia es un subproducto de alto costo, [a calidad y
cantidad de su proteina y aminoacidos dependen de la cepa y la forma de cultivo
repercute en la digestibilidad. Es importante determinar si se puede utilizar como
substituto de la harina de pescado en alimentos comerciales para camarén y si
es econémicamente rentabie.

En los ultimo arfios se ha manejado la idea de utilizar microorganismos
vivos en alimentacion, esto mejora el crecimiente y disminuye la tasa de
conversion alimenticia, pero no se conoce totalmente el modo de accién de los
microorgamismos. Se ha sugerido que compiten por espacio en el tracto intestinal
y esto disminuye los efectos de las bacterias no benéficas; también se sugiere
que el microorganismo produce enzimas y que bajan el pH intestinal, lo que
mejora la asimilacion de los nutrientes. Estos productos han sido empleados en
alimentacion terrestre y su uso a sido limitado en la acuacultura, por lo anterior es
importante determinar si se pueden emplear en formulaciones de alimentos para
camardn y tratar de descifrar su modo de accién en el camardn asi como
investigar si puede mejorar la tasa de conversion alimenticia.



HIPOTESIS

Suponemos que las levaduras pueden mejora el crecimiento y la tasa de
conversion alimenticia del camardn blanco P. vannamei, al ser usada en alimentos
balanceados como materia prima fuente de proteina o factor de crecimiento de
tipo probiético.

OBJETIVOS GENERALES

1 Determinar el valor nutricional de las levaduras S. cerevisiae y S. exiguus
como fuentes de proteina en un alimento compuesto para camaron.

2 Cuantificar la inactivacion de la levadura activa aglomerada (Biosaf) durante
la peletizacion y la extrusion humeda, determinando ademas la inactivacion
que sufre |a levadura, durante el almacenamiento del pellet, en un
ambiente caliente y humedo, y con la lixiviacién del mismo en agua marina.

3 Conocer el posible efecto promotor del crecimiento de la levadura seca
activa aglomerada S. cerevisiae en dietas para camaron y contribuir a
precisar su modo de accion.

4 Demostrar si es rentable el uso de levaduras como fuente de proteina y/o
probidtico en la formulacion de alimentos para camaron.



ANTECEDENTES

Actualmente el cultivo de camardn es un area de desarrollo con prioridad
nacional (SEPESCA, 1987). Las nuevas reformas establecidas por la Secretaria
de Pesca, permiten al sector privado invertir en el cultivo de camaréon (Diario
Oficial, 1989). En este contexto se puede prever la necesidad de alimentos
eficientes y de bajo costo, sobre todo si el alimento puede constituir hasta el 60%
de los costos de produccién de una explotacion camaronicola semiintensiva 6
intensiva,

PRODUCCION DE CAMARON

E! volumen de camardn silvestre capturado en 1987, a lo largo de toda la
zona econdmica exclusiva mexicana, se encontraba entre los 70 a 75 mil
toneladas anuales (Polanco et al, 1987), sin embargo, pese al aumento en
unidades de esfuerzo pesguero, existe actualmente una tendencia estable en la
captura, lo que significa que esta pesqueria ha llegado a su limite bioldgico. Asi,
después de gque México ocupara el primer lugar como abastecedor de camarén
al mercado Nortamericano, Ecuador nos desplaza, en 1988, a segundo plano y
en 1989 poseemos el tercer lugar, debido principalmente a la entrada del camarén
de acuacutura de la Republica Popular China, al mercado mundial (Rosenberry,
1989).

En el caso particular de la camaronicultura, la Repuablica Popular China
poses, actualmente, ef segundo lugar como productor de camardn a nivel mundial,
el area total utilizada para la produccién se incrementé de 16,000 ha en 1986 a
150,000 ha en 1992, y el nivel de cosecha, se incremento de 7,000 ton en 1982
a 140,000 ton en 1982. La Republica Popular China es tan solo superado por
Tailandia, quien produce 150,000 ton con solo 60,000 ha de produccién
(Rosenberry, 19889, 1990, 1992a y 1992b).

Ecuador, a sus 21 aiios de desarrolio en la acuacultura, es el principal
productor de camarén cultivado en América, cuenta con 120,000 ha alcanzando
en 1992 una produccién camaronera de 95,000 ton. México, por su parte, cuenta
con 5,000 ha y en 1992 a logrado una produccién de 8,000 ton (Rosenberry,
1992a).

Para paises camaronicultores como Tailandia, China, Ecuador, México etc,
la situacion futura favorecera a los que produzcan camarén bajo sistemas de
cultivo semiintensivos a escala intermedia (2,000 kg/ha) y que operen a mas bajo
costo. Tanto el desarrollo tecnoldgico como la competencia internacional, han
propiciado un crecimiento de la acuacultura en paises que hasta hace cinco afios
no figuraban en el ambito mundial y que hoy sobrepasan a los productores
tradicionales como Ecuador, México etc. (Rosenberry, 1992b).

En México, las modificaciones a la Ley Federal de Pesca buscan revertir
esta tendencia, como consecuencia estas reformas proponen a la acuacultura
mexicana como abierta a |os particulares en general y no restringida Unicamente
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a las cooperativas y ejidos. Estas condiciones suponen una directa y mas amplia
participacion de personas fisicas y morales de nacionalidad mexicana en el cultivo
abulon, langosta, almeja pismo, camaron, ostion, totoaba y tortugas marinas,
manteniéndose la reserva solo en lo tocante a su captura en el medio natural
(Diario Oficial, 1989).

USO DE LEVADURAS
COMO FUENTE DE PROTEINA

Al tomar en cuenta la alimentacién del camarén como factor primordial
durante su cultivo, es indispensable encontrar los medios para obtener un
alimento eficiente, de calidad excelente, y que estimule un rapido crecimiento, lo
que disminuye los costos de produccidon. Se puede lograr un crecimiento
importante en la acuacuitura si se obtienen dietas bien balanceadas, de buena
calidad y que cubran los requerimientos nutricionales de la especie cultivada. L3
eficiencia de un alimento balanceado depende mucho del valor nutricional de sus
ingredientes y principaimente de las fuentes proteicas que poseentales como,
harina de pescado, camardn, pasta de soya, levadura etc. (Espinoza, 1992).

El uso de la levadura en la alimentacidn no es reciente, en los albores de
la civilizacién se utilizaba ya como ingrediente en la elaboracion del pan. Estos
microorganismos estan muy difundidos en la naturaleza, se encuentran en las
frutas, los granos y otras materias nutritivas que contienen azlcares, en el suelo
(especialmente en los vifiedos y en los huertos), en el aire, en la piel, en el
intestino de |los animales y en algunes insectos (Espinoza, 1992).

Actuaimente las levaduras son usadas en diversos procesos industriales
obteniéndose de éstas productos tales como: enzimas, coenzimas, saborizantes,
cerveza, vinos, pulque, bebidas destiladas, productos farmacéuticos (riboflavina),
y como alimento para consumo humano y animal.

EN LA ACUACULTURA

Durante los ultimos arios, algunos organismos unicelulares han llamado la
atencion de los investigadores en cuanto a la posibilidad de usarlos en la
alimentacion de especies acuicolas cultivadas. Diversos tipos de levaduras
(Candida fipolytica, Torula, S. cerevisiae y Hansenula anomala), distintas algas
unicelulares (Chaetoceros sp y Tetraselmis sp) y algunas bacterias (Lacfobacilius
sp) han sido los protagonistas principales de una serie de estudios encaminados
a comprobar su papel nutritivo y la posibilidad de incluirios en las dietas de peces
como una fuente proteica efectiva capaz de disminuir el uso de harina de
pescado, aunque sin tratar de sustituirla por completo.

La eleccion de estos microorganismos se debe a diversas ventajas, entre
las cuales Kihiberg (1972) destaca las siguientes:



1 Pueden crecer sobre substratos de bajo costo 0 sobre productos de
deshecho agroindustriales.

2, En muchos casos, los propios organismos se obtienen como subproductos
de algunos procesos industriales.

3. El contenido proteico suele ser muy elevado (entre el 40 y 70% de proteina
de la materia seca).

4, Su alta velocidad de reproduccién, junto con el hecho de que hacen que

se puedan cultivar de forma continua, en pequerios espacios y con relativa
independencia de clima, confiere a muchos de sus cultivos una alta
productividad y rentabilidad.

5. Por dltimo, las nuevas técnicas de manipulacién genética podrian mejorar,
en cierta medida, sus caracteristicas nutritivas.

De todas las fuentes proteicas unicelulares, las levaduras han sido
empleadas para la mayor parte de los estudios realizados con este tipo de
proteinas. Las mas frecuentemente usadas en dietas para peces son las
levaduras cultivadas sobre hidrocarburos (C. lipolytica, etc.), sobre etanol sintético
(H. anomalaa, efc) y levaduras de cerveza en especial S. cerevisiae, (New, 1987).

Sin embargo, la proteina presente constituye el 40 a 60% del peso seco en
la levadura, suele ser deficiente en aminoacidos azufrados; si bien es rica en
lisina, este Gltimo hecho bastaria por si solo, para hacerla una fuente proteica
sumamente atractiva, desde el punto de vista de su uso en formulaciones, como
complemento de otras fuentes proteicas, debido que la lisina es un aminoacido
limitante en muchas de ellas (Nose, 1975, Varela et al, 1976; Atack y Matty, 1979
y Appelbaum, 1979).

Por otra parte si se compara con otras materias primas proteicas de origen
animal o vegetal, el contenido de nitrégeno no aminocacidico es alto; este proviene
fundamentaimente de acidos nucleicos (ARN especialmente) y nucledtidos (Atack
y Matty, 1979 y Rose 1979) y puede contar desde un 5 al 12% de su peso en
materia seca, por lo tanto no debe ser considerado en el calculo de contenido
proteico de las levaduras (N x 6.25) ni en el célculo de los indices de utilizacién
proteica {Kihlberg, 1972; Crueger y Crueger, 1984).

Se ha indicado que los acidos nucleicos, incorporados a altos niveles, en
las dietas para peces, ejercen diversos efectos perjudiciales, que incluyen, p. 8j.
en la trucha, desde alteraciones metabaglicas, cambios en |a actividad de enzimas
hepaticas, acumulacion de acido Urico y urea etc. hasta anemias microciticas y
anomalias eritrocitarias de distinto tipo (Sanchez y Muiiiz et al 1979, 1982, 1983,
Tacon y Cooke, 1980). Asi mismo se ha sugerido que el nitrégeno proveniente de
estos compuestos no es util para organismos monogastricos incluyendo peces y
crustaceos (Tacon y Cooke, 1980; Tacon y Jackson, 1985).

Los coeficientes de digestibilidad aparentes de la proteina de diferentes
tipos de levaduras, han mostrado ser buenos: alrededor de 90% para las
levaduras de petréleo, en especies tan distintas como la trucha, la carpa y la
platija. La levadura de cerveza, sin embargo muestra en la trucha una
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digestibilidad algo menor (80%), recientemente se ha demastrado que puede
llegar a ser hasta un 64% cuando se alimentan alevines de trucha arcoiris con una
mezcla de levaduras (Kanazawa, 1981).

Se concluye que tas levaduras se han utilizado en numerosas
investigaciones como unica fuente de proteina en las dietas de diversos peces y
pese a la deficiencia en aminodcidos esenciales y alto contenido en &cidos
nucléicos, se ha comprobado que algunas levaduras pueden ser usadas para
sustituir, al menos parcialmente, a la harina de pescado en las dietas para peces,
siempre que su precic y/o disponibilidad en el mercado o permita.

EN ALIMENTOS PARA ENGORDA DE CAMARON

Las levaduras se han usado como una fuente de proteina substituta de la
harina de camarén; Balazs et al (1973) prepararon una excelente dieta para P.
japonicus con 45% de harina de camarén y 5% de levadura de cerveza,
Deshimaru y Kuroki (1974) usaron una dieta control que contenia 18.4% de
levadura (S. cerevisiae) y 13.8% de harina de camardn. Para P. aztecus, Sick et
al (1972) comparan el valor nutricional de varios ingredientes incorporados a una
dieta purificada a8 base de caseina no hidrolizada, ellos determinaron un
incremento en biomasa de 39% con un hidrolizado de caseina, levadura y soya,
y uno de 18 a 19% al usar los ingredientes por separado. En P. stylfirostris;
Fenucci et al (1981) al tratar de encontrar un sustituto para la harina de camarén,
probaron diferentes dietas con harina de calamar y levadura de cerveza (S.
cerevisiae), ellos concluyeron que la harina de camaron puede ser sustituida hasta
en un 50% por levadura, si la dieta contiene ademas un 5% de harina de calamar,
sin que esto, disminuya el crecimiento.

Los tipos o especies de levaduras utilizadas son muy variables, Deshimaru
y Shigueno (1972) encontraron que la levadura cultivada en petréleo, con 60% de
proteina cruda, y una levadura marina, con 25% de proteina cruda, son fuentes
de proteina basica. Deshimaru (1981) usd la levadura Candida sp. en dietas
experimentales para camarén. El IFREMER utiliza indistintamente las levaduras
lacticas, de cerveceria y de panaderia en dietas para P. vannamei, P. stylirostns,
P. monodon y P. indicus. En un estudio de simplificacion de un alimento hecho
para P. monodon (Cruz, 1985; no publicado), se agregé un 6% de bacterias lactica
a la dieta, la cual tenia como fuente de proteina un concentrado de pescado y
harina de camardn. Se logro un incremento significativo en la tasa de crecimiento,
comprobandose el efecto positivo de la levadura como fuente de proteina. New
(1987) presenta a las levaduras Torula, Torulopsis utilis y S. cerevisiae como
fuentes de proteina con la metionina y la cisteina como sus aminoacidos
limitantes, ademas, senala a las levaduras como una fuente interesante de
vitaminas dei grupo B.

Tacon (1987) menciona que las fuentes de proteina unicelular son pobres
en lipidos y calcie, sin embargo son una excelente fuente de vitaminas (Vit. B,
inositol y colina) y de fésforo. Ademas presenta una tabla de compasicion quimica
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para |as diferentes especies de levaduras usadas en nutricién y senala el uso de
una levadura marina como fuente de carotenoides en dietas de camardn y
salmonidos.

Las opiniones sobre la digestibilidad de la levaduras son contradictorias:
Forrelat et al (1988) determinaron la digestibilidad en vitro de 8 fuentes proteicas,
de las cuales, la levadura Torula y una mezcla de Celulomonas sp. y S. cerevisiae
presentaron valores de 32.66 y 43.90% respectivamente, comparadas con valores
de 61 a 68% para harinas de pescado, calamar, cabeza de camarén, de 83.2%
para el afrechillo de trigo y de 85.8% para harinas de soya y girasol. Los
aminoacidos esenciales limitantes para la levadura Torula, en comparacion con
tres proteinas de peneidos, son la leucina, la metionina y la cisteina.

Kong Jung (1988) propone el uso de ievadura al 2% (no menciona especie)
por su efecto en la digestibilidad de los nutrientes de} alimento, el sefala |a
compaosicién de su levadura (humedad 14.23%, proteina cruda 42.25%, grasa
1.10%, ceniza 10.24% y ofros 32.18%) y presenta la tasa de digestion por
diferentes especies de camaroén: 86.75, 84.62, 83.59 y 85.28% respectivamente
para P. monodon, P. japonicus, P. semisulcatusy P. monoceros. La levadura fue
el ingrediente de mayor digestibilidad junto con la harina de pescado.

Ciertas compaiias promueven y comercializan levaduras como fuente de
proteina para acuacultura, p ej. en EU: Provesteen T de Phillips-Provesta
Corporation. Los argumentos de venta son los siguientes: alto contenido de
proteina (50%), alta digestibilidad y disponibilidad de la proteina, distribucién de
aminodcidos bien balanceada, buenos resultados, en crecimiento y sobrevivencia,
como fuente de proteinas para P. stylirostris en remplazamiento de harinas de
pescado, camarén y soya. Esta compaiiia propone también un proceso de fabri-
cacion adaptable a substratos como cana de azucar, betabel, sorgo, platano, papa
dulce y maiz. La limitacién actual de este tipo de producto es el precio. Mientras
no disminuya su precio hasta 50 centavos de délar por Kg de levadura, su uso en
alimentos comerciales sera limitado (Lawrence, Com. Pers. 11 Oct. 1990).

Akiyama y Dominy (1989) describen a las levaduras como ingrediente
adecuado para la industria del alimento comercial de camardn; son proteinas de
organismos unicelulares que son subproductos de ia industria de panificacién,
cerveceria y destiladeras; son una fuente de vitaminas y estan asociadas a
factores de crecimiento desconocidos. Una ventaja de la levadura puede ser que
hay menas destruccion y lavade de vitaminas y de los factores de crecimiento
desconocidos, por estar encapsulados. Su uso esta limitado por la palatabilidad
(sabor amargo) del alimento, sin embargo, varios medios de cultivo y métodos de
procesamiento pueden producir productos palatables. Akiyama y Dominy indican
que el nivel de incorporacién de la levadura en alimento comercial esta entre el
2y 5%, el nivel no debera exceder del 5%, a menos que la levadura usada sea
palatable para el camarén.

Se ha visto la necesidad de utilizar concentraciones alta de levadura en las
dietas, arazén de un 10, 20 y 30%, en substitucion de la harina de pescado, para
que éstas concentraciones representen un porcentaje substancial de |a proteina
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total en las dietas y puedan generar una diferencia significativa si se compare con
el crecimiento obtenido de una dieta en base a harina de pescado (Espinoza,
1992).

Los estudios del uso de las levaduras en dietas para camardn son
contradictorios, sin embargo, podemos mencionar que las levaduras son una
- fuente excelente de proteina, vitaminas y factores de crecimiento desconocidos,
justificando su uso en alimentos comerciales, considerando siempre la
digestibilidad de ia proteina y la palatabilidad del alimento.

PARA LARVAS DE CAMARON

En la busqueda de nuevas alternativas para substituir del alimento vivo que
se usa en la nutricion de larvas de camarén, las levaduras son una buena opcion,
en lugar de las microparticulas, que son de alto precio.

Colvin y Brand (1977) realizaron un experimento con postlarvas de P,
californiensis, ellos trataron de sustituir a la Arfemia, el alimento vivo
tradicionalmente usado, por un pellet compuesto de harina de soya, otras harinas
y dos tipos de levaduras, una procedente de n-parafinas (Toprina G) y otra de
cerveza (Yeaco 20). Una vez obtenida la correspondiente mezcla de harinas y
demas componentes, entre ellos alginatos, se procedié a su molienda y posterior
tamizado (de 60-80 y 48-60 mallas), lo que corresponde a una separacién de
particulas de 295-246um y 246-175pm respectivamente. La mejor sobrevivencia
y tasa de crecimiento se obtenian al usar los peliets con levaduras, mientras que
los valores disminuian al usar los que estaban desprovistos de ellas e incluso
cuando las postlarvas eran alimentadas con Artenia (muestra testigo). De las dos
levaduras, la Toprina G daba los mejores resultados, lo que pone de manifiesto
la riqueza en principios esenciales de (as levaduras.

Gelabert et al (1988) utilizaron dos especies de levaduras Torula como
alimento suplementario en la nutricién de larvas de P. schmitti, ellos lograron, al
combinar C. ceratosporumy T. tetrathele, valores de sobrevivencia, en el estadio
larvario mysis lll, de 94,5% al usar 7orula 1 y de 91.4% al usar Torula 2.

Kanazawa et al (1978) menciona que la levadura también se usa como
alimento en el cultivo de animales presa (Brachionus plicatilis, Artemnia y Moina),
que sirven como alimento a las larvas de camarén 0 peces, con el objeto de
aumentarles el contenido de écidos grasos polinsaturados (o3).

Watanabe et al (1982), utilizaron levadura de panaderia enriquecida o
cultivada en presencia de una emulsion de aceite de higado de pescado con
yema de huevo, en agua de mar, para alimentar larvas de camardn.

Los resultados presentes sefialan que las levaduras y sobre todo la
levaduras enriquecidas con acidos grasos poliinsaturades pueden funcionar como
un complemento alimenticio para las larvas de peces y camardn, sin legar a
substituir totaimente a |a Artemia.



PROBIOTICOS

La palabra Probiético fue acufiada en E.U.A en 1974 por Parker, deriva de
dos vocablos griegos que significan para la vida y contrasta enormemente con una
palabra mucho mas conocida que es antibidtico, la cual significa contra la vida. De
acuerdo con la definicién original de Parker, probiético son microorganismos o
sustancias provenientes de microorganismos que contribuyen al equilibrio
microbiano intestinal. Esta definicién incluye cuitivos, células y metabolitos
microbianos. Sin embargo, la definicion nunca pretendio ser tan amplia y
unicamente incluye cultivos microbianos y/o productos directos del cultivo
microbiano (Hoyos, 1990a).

Se podrian mencionar todo tipo de referencias bibliograficas que datan
desde 1924 y mas recientemente toda una gama de publicaciones que nos
explicarian y pondrian en evidencia todo lo que respecto al concepto de
probicticos se ha estudiado (Dale, 1992 y Fox, 1993). Sin embargo, cudles han
sido las condiciones que imperan para que un probidtico sea utilizadQ
eficientemente en nutricidn animal? En forma resumida los mecanismos de accién
que se han sugerido para los probidticos son los siguientes para:

BACTERIAS ACIDIFICANTES (Lactobacilos y Estreptococos)

1 Cambio en la flora bacteriana y reduccién de microorganismos patdégenos
(E. coli).

2. Produccion de acido lactico, que reduce el pH en el sistema digestivo del
animal.

3. Adhesidn y/o colonizacion por los microorganismos seleccionados a nivel
de sistema digestivo del animal.

4. Previenen la proliferacion de microorganismos que producen toxinas que
efectan al sistema digestivo del animal.

5. Produccion de antibidticos.

LEVADURAS

1. Fuente de nuirientes indispensables: aminoacidos, vitaminas,
oligoelementos.

2. Optimizacién en el proceso de absorcion de minerales, especialmente de
zinc, potasio y cobre.

3. Propiedades absorbentes, lo que las convierte en fuente de nutrientes, y
ademas actdla como amortiguador de pH.

4, Propician condiciones de una mayor anaerobiosis, lo que estimula el
desarrollo de microorganismos anaerobicos estrictos.

5, Paralelamente, las levaduras actian como sabarizantes naturales, lo que
incrementa el consumo por parte del animal.



EN ADITIVOS PARA LA ALIMENTACION PECUARIA

Hoyos (1990a) da un alimento complementado con bacterias lacticas
(LACTO-SACC de Apligén) a vacas lecheras de alto y bajo rendimiento, durante
un periodo de 30 dias. Determind que esta alimentacion mejora en un 6% la
praduccion lechera de las vacas de alto rendimiento, sin alterar la produccién de
las vacas de bajo, el contenido de grasa se ve mejorado un 19.4% y 13.97%
respectivamente. Sin embargo no marca las causas del porque la alimentacién
con probidticos mejora 1a produccion.

Hoyos (1990b) utiliza L. acidophilus como complemento alimenticio para
cerdos recién destetados y determind; que la utilizacion de este probidticos mejora
el crecimiento del organismo. Este aumento en el crecimiento lo atribuye a la
fijacion de la cepa al tracto digestivo del animal, lo que inhibe el desarrolio y
proliferacion de bacterias patogenas en los siguientes rangos:

% de inhibicién

E. coli 80
Salmonelia sp 45
Shigella sp 50
Pseudomonas sp 50
Clostridium perfringens 100

También atribuye, a las bacterias acido lacticas, esta mejora en el
crecimiento por mantener los niveles de pH necesarios para un ambiente intestinal
saludable tanto en la regulacion de la flora benéfica como en la optimizacion de
la actividad enzimatica.

Hoyos (1990c) utiliza una dieta complementada de péptidos més
probidticos, que mejoran la sobrevivencia y crecimiento de lechones al disminuir
las diarreas y trastornos digestivos que se producen durante el destete; atribuye
estd mejora. a la fijacion temprana de bacterias benéficas que disminuyen el
desarrollo de bacterias patégenas.

La Compafia Apligen de México, filiar de Alitech, Inc. utilizé uno de sus
probioticos (LACTO-SACC) al 0.1%, en la alimentacion de aves de engorda.
Determinaron, en un periodo de 56 dias, un aumento de peso significativo y una
disminucion del 2% en la tasa de conversion alimenticia, con respecto a la dieta
control. Se considera que la mejora de peso se debe a la manipulacion y
colonizacion rapida del epitelio del buche e intestinal con bacterias lacticas,
aumento en la produccién de acido lactico, lo que mantiene un pH &cido, y al
aporte de enzimas digestivas (amilasas, proteasas, celulasas etc.) y Acidos
organicos (acido citrico, citrato de sodio etc.).
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USOS EN ACUACULTURA

Gatesoupe (1991a) utiliza bacterias lacticas como probidticos en alimentos
para produccion de rotiferos usados a su vez como animales presa en la
alimentacién de larvas de un pez plano (Scophtaimus maximus). El determiné una
mejoria en el valor nutricional del rotifero, ya que mejord el crecimiento de las
larvas de pez.

Gatesoupe (1991b, ¢, d) presenta a los probidticos como una alternativa
para eliminar los riesgo de proliferacién de Vibrios oportunistas y mejorar la tasa
de sobrevivencia y de crecimiento de las larvas de peces (S. maximus). El define
a los probidticos como una preparacion de gérmenes viables, generalmente
bacterias lacticas 0 esporas de bacilos, que no son capaces de desarroilarse en
los medios de cultivo y deben aportarse de forma continua, en el medio de
produccién de rotiferos (B. plicatilis). Los beneficios que han sido observados son:
mejora la tasa de produccion de rotiferos y evita la proliferacion de Vibrios
dominantes, lo que permite el desarrollo de una flora mas diversa. Los probidticos
usados mejoraron el peso de los peces y las esporas de bacilo mejoran la tasa
de sobrevivencia de las larvas de peces, en el caso de infeccidn experimental o
accidental con Vibrios oportunistas. Todos estos efectos pueden ser debido a
sustancias antibioticas provenientes de los probidticos.

En el Departamento de Microbiologia General y Marina de la Universidad
de Goteborg en Suecia, se realizan estudios sobre el efecto de la administracion
de probidticos en la microflora gastrointestinal, sus mecanismos de fijacién e
inhibicion, el aporte nutricional y enzimatico etc. de S. maximus. (Conwey et al,
1991).

Actualmente las levaduras son escasamente consideradas como probidtico
para dietas de camaron y en aquellos trabajos donde se mencionan, nunca se ha
descrito si las levaduras utilizadas eran activa o inactivas. Al realizar estos
estudios en el tracto intestinal de los camarones de debe incluir Unicamente el
tracto intestinal, sin el hepatopancreas, para evitar con esto la lisis de los
microorganismos presentes por el efecto de las enzimas contenidas en
hepatopéncreas (Espinoza, 1992)

SOBREVIVENCIA DE LA LEVADURA AL PROCESO.

De los trabajos cientificos consultados sobre uso de levadura en alimentos
balanceados, ninguno trata de la resistencia de la levadura viva al proceso de
peletizado. Solo se encontré un reporte que menciona pruebas de resistencia de
la levadura al peletizado (Lewis, 1990). En realidad se trata de una investigacion
realizada en laboratorio, en donde la levadura es sometida a variaciones de
temperatura, presién y humedad dentro de tubos de pared delgada colocados
dentro de un baio maria.

En este trabajo, se demostro la tolerancia de S. cerevisiae pura (Yea-Sacc
MR. 2 x 10° UFC/g) a temperaturas de 75 y 85°C por 8 min, su sobrevivencia
disminuye progresivamente hasta 0.1% (10° UFC/g) en 8 min. a 95°C (ver figura
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1).

Si la levadura pura es almacenada a una temperatura de 30°C por 6
meses, la sobrevivencia es del 1% y se mantiene a este nivel (10’ UFC/g) aunque
se le someta a 85°C por 8 min. Si se almacena a 2 0 18°C, la sobrevivencia es
mejor (50% Aprox.), pero baja a un 1% en 4 y 8 min respectivamente, durante la
prueba a 85°C, obteniendo a final de cuenta un resultado similar.

Lewis, 1990 trata a la levadura seca a altos niveles de humedad ambiental
y a una temperatura de 85°C. A 7% de humedad (condicion del producto original),
la sobrevivencia es de 100% durante a los 8 min, mientras que a 32% la
sobrevivencia baja a 0.1% (10° UFC/g) en solo 2 min y se mantiene en 200,000
UFC/g en los minutos siguientes. El menciona un posible efecto protector de las
células muertas y al extrapolar al medio ambiente de un pellet comprimido, el
contempla una estabilidad mayor en la peletizacion que en las pruebas en tubo.

10

]
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10
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7% 1% H* 9% E-32%
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Figura 1. Sobrevivencia de S. cerevisiae pura (Yea-Sacc) a 85°C, durante diferentes intervatos de
fiempo, en muestra con diferente contenido de humedad.

Ricque et al, 1990; Roques y Dussert, 1991 y Espinoza, 1992 realizaron
estudios con S. cerevisiae (Procreatin-7 de SAFMEX) en donde compararon el
crecimiento de P. vannamei alimentados con dietas al 0.5 y 1% de Procreatin-7.
De acuerdo con los resuitados de viabilidad de la levadura pura y su porcentaje
de incorporacion en fa dieta, se esperaba un resultado tedrico de 6.5 x 107 y 13
x 107 Cél/g respectivamente en la dietas terminadas. Sin embargo, los resultados
fueron de 8 x 10° Cél/g para Procreatin al 1% y 1.5 x 10* para Procreatin al 0.5%,
con una sobrevivencia de 0.62% y 0.02% respectivamente (factor de inactivacion
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162.5 y 4,333.0), estos valores son los mismo que fueron obtenidos por Lewis
(1990) a 32% de humedad. Aungue lograron un aumento en las tasas de
crecimiento de entre 2 y 6% con la incorporacion de 0.5 y 1% de Procreatin-7 y
mejoras en las tasas de conversion alimenticia de 11.5 y 10.5% respectivamente,
ellos concluyen que la cantidad de |levadura activa en los alimentos no fue la
suficiente para lograr un efecto significativo en el crecimiento y recomiendan el
uso de una presentacion mas resistente al proceso de peietizado.

La compania Diamond V de E.U.A, recomienda el uso de la levadura en
alimentos para trucha, bagre, angila y camarén, en un nivel de 0.5 y 1% en la
dieta, ya que provee de metabolitos y otros factores desconocidos que favorecen
el crecimiento. Al someter su levadura y el de otras comparias al proceso de
peletizado, ellos indican que aun las encapsuladas o protegidas, mueren a causa
del peletizado ¢ presentan una desactivacion del 86 al 99.9%, sin embargo, los
metabolitos no sufren variaciones y son estos, los que mejoran el crecimiento de
fos animales. Al estudiar el comportamiento de la levadura en condiciones de
anaquel, se determiné que almacenada a 0°C permanece sin variaciones, que la
almacenada a 16°C no varia en |as primeras 4 semanas, se desactivaba un 40%
a la semana 8 y un 95% a la semana 20. La levadura a 35°C se desactivada un
98% en las primeras 8 semanas; lo que determina, que la temperatura es un
factor critico para la viabilidad de la levadura.

MICROORGANISMOS EN EL TRACTO INTESTINAL DE

CRUSTACEOS

Dall y Moriarty (1983) encuentran microorganismos, especiaimente
diferentes bacterias, en el tracto digestivo de la mayoria de los crustaceos. Estos
son ingeridos por los animales y representan una fuente importante de su
alimento. Ellos detectan que la biomasa bacteriana de Metapenaeus beneftae
constituye mas del 30% del carbén organico ingerido y que los crustaceos poseen
glucanasas, lo gue hace pensar que son capases de lisar y digerir levaduras.

Heod y Meyers (1973) determinan que muchos crustaceos tienen diversos
microorganismos especificamente adaptados a vivir en €| tracto digestivo.

Yasuda y Kitao (1980) detectan en P. japonicus, que el numero de
bacterias presentes en el tubo digestivo varia de 2 x 10° a 1.8 x 10°, con un
numero maximo durante el estadio larvario Zoea, consumidor de bacterias y
microalgas. Durante este estadio el grupo Vibrio, domina tanto al tubo digestivo
de |las larvas como en el agua del cultivo. En los estadios larvarios siguientes, en
juveniles y adultos, Pseudomonas sp son dominantes tanto en los camarones
cultivados o silvestres como en el sedimento, sin embargo, €l genero dominante
en el agua es Vibrio. La presencia de Aeromonas y Vibric dominantes se traduce
entonces en un crecimiento retardado.

Dall y Moriarty (1983) sefalan la poca evidencia que existe sobre un
beneficio para el animal, por tener una flora bacteriana adaptada a su intestino.
Parece poco probable que la flora sea una importante fuente de enzimas
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digestivas, sobre todo, por los polisacaridos que no pueden ser digeridos por el
mismo animal. El alimento pasa muy poco tiempo en el tracto digestivo (tan solo
unas horas) y no hay tiempo suficiente para que la fermentacién bacteriana,
contribuya substanciaimente a la digestién de carbohidratos. Sin embargo, se ha
detectado que una posible funcién de 1a actividad microbiana en el tracto digestivo
es el suministro de vitaminas y aminoécidos esenciales.
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I.- EVALUACION DE LA LEVADURA
COMO FUENTE DE PROTEINA

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la compgosicion quimica de productos comerciales y
experimentales utilizados para formular diferentes dietas con levaduras S.
cerevisiae y S. exiguus respectivamente.

Comparar el crecimiento, sobrevivencia y conversion alimenticia obtenidos
en camarones alimentados con dietas que poseen niveles crecientes de S.
cerevisiae 0 S. exiguus.

MATERIAL Y METODO

AREAS DE TRABAJO

Este trabajo fue realizado en la FCB-UANL en las siguientes areas:
Laboratorio de Microbiologia Industrial y del Suelo "Dr. H.T. Dulmage", para la
abtencion de la biomasa de levadura y analisis microbiolégicos, Laboratorio de
Alimentos, para la fabricacion de las dietas y el analisis proximal, y en ei
Laboratorio de Maricultura, para el bioensayo con camaron.

DIETAS

Se preparé una dieta control y cuatro experimentales con S. cerevisiae
(Levina, M.R.) ¥y S. exiguus al 15 y 30%, con el objeto de detectar un eventual
efecto dosis-respuesta en la incorporacién de levadura como fuente de proteina.

En base a las recomendaciones de Tacon (1987), Akiyama (1988), Cruz-
Ricque (Com. Pers. 1992) y con el analisis proximal de |os ingredientes (ver tabla
2), se formularon |as dietas de acuerdo con los requerimientos nutricionaies para
camaron en la talla utilizada (formulacion con el programa MIXIT-2, 1992).

Con el objeto de conseguir dietas tanto isoproteicas como isolipidicas y que
ademas cubran con los requerimientos para un buen crecimiento y desarrollo de
los camarones, se vario el porcentaje de la M. de pescado, H. de trigo, metionina,
lecitina de soya y aceite de pescado en la formula, cada vez que se variaba la
especie 0 el nivel de incorporacion de la levadura en la dieta (reque-rimientos
tomados de Tacon, 1987, Akiyama, 1988 y Akiyama y Dominy, 1989).

Tablai1. Dietas experimentales fabricadas con Levina y S. exiguus.

" Levadura 0% 15% 30%
" Levina | = CONTROL ] 11§
S. exiguus ") v
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MATERIAS PRIMAS E INGREDIENTES ESPECIALES
ANALISIS PROXIMAL DE MATERIAS PRIMAS Y DIETAS

Para |a fabricacion de las dietas se utilizaron ingredientes convencionales
de uso comercial.

El andlisis proximal de los ingredientes, 1a elaboracion de las dietas y el
analisis proximal de las mismas, se llevo a cabo en el Laboratorio de Alimentos
de la FCB-UANL.

Se usd el método de andlisis proximal descrito por A.O.A.C. (1980), para
gstablecer los siguientes parametros:

Parametro Método
Humedad Gravimétrico
Extracto etéreo Gold Fisch
Fibra cruda Labconco
Proteina Kjeldahl
Ceniza Gravimetrico
ELN Por diferencia

Ademas se determind el contenido de acidos nucleicos de las fevaduras con
el método descrito por Ramirez y Leonel (1987).

LEVADURA EXPERIMENTAL
CONDICIONES DE TRABAJO EN EL FERMENTADOR (Palacios, 1993)

a) Activacion de la cepa.- S. exiguus se activo en agar malta, incubandola a 27°C
por 24 hr, de ahi se tomaron varias asadas y se inoculd un Matraz Erlenmeyer (250
ml de capacidad) con 50 ml de un medio de cultivo con etanol sintético de la
compaiia Celanese Mexicana, S.A., al 0.1%; manteniéendolo en un agitador
rotatorio a 200 RPM, durante 18 a 24 hry 27°C.

b) Produccién y condiciones en el fermentador.- Se uso un fermentador de 14 |,
(New Brunswick Scientific, Modelo MF-214), con una agitacion de 500 RPM, una
aireacion de 1 VVM y la cepa fue inoculada al 1% del volumen total. Se trabajé a
una temperatura de 27°C, a un pH 5, ajustandoio con HCl a 1N o NaOH a 1N du-
rante las 30 hr de fermentacioén y con un antiespumante tipo "A" (Dow Coming). El
medio de cultivo consistié en etanol sintético (1% del volumen total), una solucion
mineral y liquido de remojo de maiz (Productos de Maiz S.A. de C.V., Guadaiajara,
Jal), estabilizando e! medio a un pH de 4.5-5 (ver curvas de calibracién y
composicion de la solucion mineral y liquido de remoje de maiz en el apéndice).
Nota: se utilizé etanol sintético como fuente de carbén y energia en el medio de cultivo para
propagar la levadura S. exiguus, ya que este microorganismo presenta una buena caracteristica de
produccion de biomasa en este sustrato (Dr. L.Galan Wong y M. en C. L. Palacios Cortez, Com.
Pers. 1993).
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1.-  Durante la fermentacion, la medicion del pH se llevo a cabo con un electrodo
de pH “Ingold" conectado directamente al fermentador y para corroborarlo
se midié por separado una muestra con un potenciémetro.

2- La determinacion de la DO, se cuantificc en forma anticipada a la
fermentacion, hasta obtener una fase estacionaria. Esta determinacion se
hiza con un electrodo de oxigene "Johnson Borkowsky" a base de plata y
plomo, et cual independientemente de medir la actividad del oxigeno, nos
permitié conocer el porcentaje de saturacién del gas en el medio de cultivo.
Esta informacién es muy importante ya que nos permite visualizar si el
fermentador es capaz de cumplir con la demanda de consumo de oxigeno.

3.- Paradeterminarla biomasa de levadura durante un periodo de fermentacion,
se tomaron 15 ml.del medio cada dos horas; esta muestra se depasité en
papel aluminio tarado y se secd (por unas horas) a 100°C, pesando la
muestra al final. En el momento que la biomasa del fermentador sé
estabilizaba, es decir, que no habia un aumento significativo en el peso del
papel aluminio, este se cosechaba.

La cantidad minima de fabricacién de un alimento experimental es de 1 kg,
por lo tanto se requirié una produccién de 1,875 g de S. exiguus (P.H.) 0 469 g
(P.S.) para elaborar las dietas.

LEVADURA CONTROL

La "Levina" es un producto comercial de la compariia SAFMEX de Toluca,
México, y esta constituido de S. cerevisiae seca e inactiva.

Se escogié esta levadura como control comercial, para comprobar el valor
nutricional de |a levadura en dietas para camaron.

Para elaborar las dietas se utilizaron 450 g (P.S.).

FABRICACION DEL ALIMENTO EXPERIMENTAL

Los alimentos fueron procesados en el Laboratorio de Alimentos (FCB-UANL)
mediante el método de extrusion (via himeda) de la mezcla de materias primas en
un molino de carne (Hobart).

Los ingredientes fueron pasados por un molino de cuchillas y luego
tamizados (500 um de luz de malla), para ser posteriormente almacenados, en
recipientes herméticos de plastico, a una temperatura de 4°C.

Los ingredientes secos se mezclaron en una batidora Kitchen Aid Classic
con capacidad de 5 |; después se incorporaron los aceites y se homogeneizo la
mezcla; al final se hidrato con agua caliente (40% aproximadamente) hasta obtener
una pasta homaogénea. '

La levadura fue incluida a la mezcdla antes de la etapa de hidratacion,”

Después de esto y con |la ayuda del molino de came se procedié a la
fabricacién de pellets, de 2 mm de didmetro, los cuales fueron secados en una
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estufa a 35°C durante 12 hr. En el proceso de extrusion himeda (40% de humedad
en la mezcla), la temperatura que alcanzé el alimento a la salida del dado fue de
65 a 72°C. Una particula de la mezcla posee un tiempo de permanencia en el barril
de 2 min aproximadamente y se necesita 20 min en total para pasar 1 kg de
mezcla (Espinoza, 1992).

* En el caso de S. exiguus no se hidrato la dieta, ya que el producto se utiizo en base himeda
(75.9% de humedad).

LIXIVIACION DEL ALIMENTO.

Las pruebas de lixiviacion se emplean para determinar la perdida de materia
seca y la estabilidad de las dietas en el agua; para estas pruebas se utiliza un
aparato de fabricacidon casera que permite mover el alimento en el agua (Técnica
Aquacop, 1978; Meng, 1983 y Cruz-Ricque, 1987).

Con el objeto de investigar la lixiviacion, se le hicieron pruebas a las dietas
introduciéndolas en agua dulce 0 marina (35 ppt), a una temperatura de 30°C y con
un tiempo de permanencia en el agua de 60 min.

E! alimento fue colocado en una canasta de tela metélica (luz de malla de
1 mm) de 10 cm de ancho, 10 cm de largo y 10 cm de altura. Estas canastas,
antes de ser empleadas, se secaron durante una noche en un homo a 100°C.

Para cada dieta, se pesaron 3 canastas vacias (Pc), se les coloco 10 gac/u
y se pesaron nuevamente (P1), después se introdujeron al agua de lixiviacién
{dulce o marina) por una hora (Romero, 1993). Las canastas presentaron un
movimiento circular de 5 RPM, sin que la dieta saliera del agua.

Al final de esta fase, las canastas se secaron en el homo a 100°C por 8 hr
¥ se pesaron, la perdida en materia seca se evallo conforme a |a siguiente formula:

(P1-P¢c)x MS - (P2 -Pc)
Perdida en materia seca = x 100
(P1-Pc)x MS

en donde: P1 = peso canasta + alimento
Pc = peso canasta seca.
MS = relacién peso materia seca/peso alimento inicial.
P2 = peso canasta + alimento lixiviado secado.

Para preparar un litro de agua de mar a 35 ppt, se mezclan 17.6 g de super
concentrado marino de Fritz (M.R.) y 24.01 g de sal seca sin aditivos.
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ESQUEMA BASICO DE LIXIVIACION.

5 RPM
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CANASTA CANASTA AGUA SECADOR A CANASTA CON
SECA CON LA 100°C LA MUESTRA
(Pc) MUESTRA LIXIVIADA
(P1) (P2)

CONDICIONES EXPERIMENTALES
SALA DE BIOENSAYOS PARA CAMARON

Para evaluar el efecto de la incorporacion de las levaduras en dietas para
camaron, se efectud en la sala de bioensayos del laboratorio de Maricultura en la
FCB-UANL; en donde los parametros fisicoquimices entre tratamientos (dietas) y
replicados (acuarios), se pueden controlar. Esta cuenta con 48 acuarios de fibra de
vidrio, abastecidos con agua marina (9 recambios al dia) y aire (3 litros de aire por
minuto), asi como de tres tanques de aclimatacion y preengorda, para elegir lotes
experimentales homogéneos.

A continuacién se brinda una pequena descripcién técnica del sistema de
recirculacion de agua marina (Ver disefio en el apéndice |).

Ademas de los 48 acuarios y 3 tanques de preengorda ya mencionados, la
instalacion comprende lo siguiente:

-5 tanques de 1500 litros, tres de los cuales son colectores y dos son reservorios,
que estan, en posicion elevada y abastecen de agua a los acuarios. El
sistema cuenta ademés con dos bombas y tuberia para la recirculacion del
agua, dos contactores bioldgicos rotativos y dos espumadores ubicados en
los reservorios para oxidar el amonio y separar las proteinas disuelias
respectivamente.

-2 turbinas de aire y tuberia para el suministro de aire de acuarios y espumadores.
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- circuito separado de agua dulce con un boiler y bomba de recirculacion para
calentar el agua de mar por medio de un serpentin de manguera hundido en
los tanques reservorios.

- tinaco y tuberia de abasto en agua dulce.

PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Los paramefros fisicoquimicos que se determinaron diariamente en el agua
fueron: temperatura y salinidad y semanalmente el oxigeno disuelto, pH, amonio,
nitritos, nitratos. El flujo de agua y flujo de aire se igualaron en cada acuario al
inicio del experimento. El amonio, los nitritros y los nitratos se determinaron
mediante las pruebas colorimétricas de Aquarium System.

Los parametros que se presentaron durante el experimento fueron los siguientes:

1) Temperatura; 27 a 29 °C.

2) Salinidad: 33 a 35 ppt.

3) Oxigeno: 7a9 ppm.

4) pH: 8.1a87.

§) Amonio no disuslto; 0a 0.1 ppm.

6) Nitritos: 0 a 0.2 ppm.

7) Nitratos: 10 a 20 ppm.

8) Flujo de agua: 0.35 I/min (9 recambios al dia)
9) Flujo de aire: 3 litros de aire por minuto.
ORGANISMOS

ORIGEN

Se utilizaron camarones P. vannamei de 1 a 2 g de peso, los cuales
provenian de la granja "Las Lomitas" (Sinaloa, México) y fueron trasladados a la
Cd. de Monterrey, via aérea, en bolsas de polietileno con agua marina y oxigeno.

Los camarones fueron aclimatados, a la temperatura del agua de la sala de
bioensayos, en los tanques de preengorda (dimensiones de 1.4 x 1.15 x 0.4 m) con
capacidad de 500 | y recibieron |a dieta control como alimento balanceado.

DISTRIBUCION ,

Para el bioensayo, se seleccionaron camarenes conuna tallade 1a 1.76 g,
los cuales fueron pesados individualmente en una balanza digital (Ohaus E400D)
y distribuidos en cubetas equipadas con un difusor de aire.

Los organismos del rango de talla seleccionado, fueron pesados nuevamente
y distribuidos al azar a una densidad de nueve organismos por acuario (replicados),
con tres acuarios por dieta (tratamiento). Los tratamientos y sus tres replicados
fueron distribuidos en tres bioques de cinco acuarios ¢/u, en cada blogue existia un
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replicado del tratamiento, el orden del mismo dentro del bloque fue determinado al
azar.

Al dia siguiente, los individuos que murieron a causa del estres por el
manejo fueron reemplazados y se empezd a alimentar a los camarones con las
dietas experimentales,

MANEJO DIARIO

Los camarones fueron alimentados ad /ibitum con una tasa de alimentacion
inicial del 10%, respecto a la biomasa. El alimento fue distribuido diariamente en
dos raciones, un 30% en la mafana y un 70% en la tarde.

Los desperdicios alimenticios, las mudas y los camarones muertos se
sifoniaban diariamente. El registro de estas observaciones nos permitian ajustar,
cada dos dias, |a tasa de alimentacién por acuario y de esta manera; nos
aseguramos que no se desperdiciara alimento y que la tasa de conversion fuera |0
mas correcta posible. Los camarones fueron pesados al inicio, 14 y 28 dias de
experimentacion.

PARAMETROS BIOLOGICOS

Peso Iniclal (Pi) = Peso individual de los camarones al empezar la experimentacion.
El registro de este parametro, con la precisién de mg, fue necesaric para
comprobar la homogeneidad de los camarones al empezar el experimento y
asegurar, que las diferencias observadas al final del mismo fueron debidas al
alimento utilizado durante el bioensayo.

Peso final (Pf) = Peso individual de los camarones a los 14 dias (Pf14) o 28 dias
(Pf28) de experimentacion. Este parametro fue la base de los anélisis estadisticos
(método Duncan), ya que nos permite comparar los pesos promedios obtenidos por
las diferentes dietas experimentales.

Tasa de crecimiento (TC) = Peso ganado en relacién con el peso inicial.

peso final (g) - peso inicial (g)

TC=
peso inicial (g)

Este parametro describe el crecimiento generado por las dietas indepen-
dientemente de [os pesos iniciales y nos permite comparar diferentes experimentos.

21



Tasa de conversién alimenticia (TCA) = Gramos de alimento consumido por gramos
de peso corparal ganado.

alimento consumido (9)

TCA =
peso ganado (@)

Este parametro nos permite establecer la eficiencia de las dietas y
combinada con la estimacion de los costos de las diferentes formulas, fue la base
para el analisis economico de las mismas (Martinez, 1991).

Tasa de sobrevivencia (TS) = Porcentaje del nimero de animales que sobrevivieron
durante experimento.

No. final de animales
TS = x 100
No. inicial de animales

Este parametro nos permite determinar la adaptacién de los camarones a la
sala de bioensayos, a |las dietas y comprobar el buen desarrollo (Martinez, 1991).

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar |las diferencias y/o semejanzas significativas de los pesos
individuales iniciales y finales, se les aplico un prueba de homogeneidad de varian-
za 0 prueba de Bartlett, seguido de un analisis de varianza y un prueba de compa-
racion de medias por el método de Duncan (Martinez, 1991 y Espinoza, 1992).

A la tasa de crecimiento, sobrevivencia, consumo y tasa de conversion
alimenticia se les aplico el anélisis estadistico descrito anteriormente. Para esto se
utilizaron los valores estimados por acuario, de esta forma, se conté con tras datos
por dieta.

También se uso un analisis de varianza sobre los pesos individuales o
finales en los diferentes replicados de un mismo tratamiento, con el objeto de com-
probar la buena reproductibidad entre los acuarios que recibieron una misma dieta.

Se utilizd una computadora PC y el programa SPSS todos los analisis.

FACTIBILIDAD ECONOMICA

Se determind la relacion costo-beneficio, segln los resultados obtenidos en
8l bicensayos y en el costo de los ingredientes, usados en la fabricacion de las
dietas.
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ANALISIS PROXIMAL

RESULTADOS

El analisis proximal de los ingredientes (ver tabla 2), nos pemitid formular
dietas que fueran tanto isoproteicas como isolipidicas (ver tabla 3 y figura 2}; el
nivel de proteina varié de 35.20 a 35.98% y el de lipidos de 5.63 a 6.33%. El
contenido de proteina en el anélisis proximal de las levaduras esta subestimado,
ya que el NNA esta considerado dentro del mismo; de manera que el valor real de
proteina utilizado en la formulacion de las dietas, es la suma de |la proteina y del
NNA (requerimientos tomados de Tacon, 1987, Akiyama, 1988 y Akiyama y

Dominy, 1989).

Tabla 2. Andlisis proximal de los ingredientes en base himeda (%).

(e

INGREDIENTES HUM. PRO. | LIP. CEN. FIB. ELN NNA
Levina 3.52 28.12 | 1.31 6.44 0.18 | 48.08 87

S. exiguus 1.09 424 032 8.72 2.88 37.35 7.81

H. de Pescado 1.93 6420 | 7.48 13.13 0.55 12.73 —

H. de Trigo 569 1148 | 103 0.45 207 79.39 =

H. de Soya 7.24 4376 | 228 7.21 247 | 3704 —

H. de Camarén 3.53 3279 7.76 27.28 5.71 2291 _—
Gluten de Malz 3.29 4476 | 2.22 7.98 303 | 3874 -

Nota: la hanna de soya es del tipo desgrasada mecanicamente,

Tabla 3. Anélisis proximal de las dietas en base seca (%).

s se= e ———
Il DIETAS I [ n v v
|| PROTEINA | 3520 | 35.65 | 35.00 | 3508 | 35.84
l CENZA | 812 | 725 | 744 | 845 | 643
uppos | 622 | 563 | 636 | 809 | 647
HUMEDAD | 148 | 171 | 184 | 141 | 122
FIBRA 243 | 195 | 148 | 171 | 118
ELN 53.43 | 4754 | 4721 | 4836 | 5124
LS — | 130 | 281 | 197 | 234

* NNA = Resultado obtenidos con el Mixit-2+
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Tabla 4. Composicién de las dietas experimentales.

DIETAS | I L] v Vv
INGREDIENTES VARIABLES (%)

Levina — 15 30 — S
S. exiguus —_ — — 15 30
H. de Pescado 30 21 12 19 8
H. de Trige 364 2965 | 229 | 3165 | 259
Lecitina de Soya 1.7 15 t.28 17 1.7
Ace. de Pescado 1.78 25 32 225 35
Metionina 0,012 097 144 | 073 0.78

INGREDIENTES CONSTANTES (%)

H. de Soya 135 135 135 135 13.5
H. de Camarén ] 8 ] 8 8
Gluten de Malz 8 8 8 8 8
Mez. Vit. ' 1 1 1 1 1
Aglutinante 0.8 0.6 08 08 0.8

*Ver en al apéndice [a composicion de la mezcla vitaminica.

D.L. 30%
DIETAS (D)

E. EYEREQ
[Z3 e.LN(x10)

9 b
8
7
[
% 5
4
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1 ]
°
D.B D.L. 18%
El PROTEINA(X10)
(42 WUMEDAD
- (LEVINA-3, cerevisiae)
S.E.». )
B-Basg

D.8.E.I15%

£ ceniza
[J riBRA CRUDA

D.B.E.S0%

Figura 2. Anslisis proximal de las dietas elaboradas con levadura S. exiguus y Levina.
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VIABILIDAD DE LA LEVADURA S. exiguus

Se presenté una disminucién del NCTO de S. exiguus, durante su pasé a
través del molino de carne (ver tabla 5), esta tenia valores iniciales de 7.96 x 107
Célig y pasd a 1.7 x 10* y 1.06 x 10* en las dietas terminadas al 15 y 30%.

Tabla 5. Viabilidad de ia levadura S. exiguus al ser extruida con el alimento (Cél./g).

II PURA EXTRUIDA AL 15 % EXTRUIDA AL 30 % I

|| NCTO 7@8x 107 1.7x 10¢ 1.06 X 10 H

LIXIVIACION

Las dietas mostraron una estabilidad mucho mas baja en el agua duice que
en agua maring, es decir, que la perdida de materia seca (PMS) fue mucho mas
fuerte en el agua dulce que en agua salada (ver tabla 6). Las dietas |V y V per-
dieron hasta un 36 a 48% de su materia seca en el agua marina, respectivamente;
las dietas Il y Il perdieron un 22% y la dieta control o |, tan solo 2.75%.

Tabla 6. Perdida de materia seca de las dietas en diferentes tipos de agua (%).

]i DIETAS I

| [} m N \'}
AGUA
DULCE PMS 11.25 34,72 37.61 8588 88.10
MARINA PMS 275 21.15 22.61 3584 47.88
BIOENSAYO
_El peso final de los camarones alimentados con l|a dieta Ill, fue

significativamente mas alto y presentaron, una tasa de crecimiento de hasta un
110.05%, diferenciandose de la dieta control en un 48.23%. El resto de las dietas
carecieron de diferencias significativa con respecto a la dieta control (ver tabla 7).

Los camarones alimentados con la dieta control, mostraron |a sobrevivencia
mas baja de todas las dietas (55.55%), la dieta il tuvo el valor mas alto (88.88%)
sin diferir significativamente con las dietas Ill, IV y V (ver tabla 7 y figura 3).

El consumo de alimento fue m4s alto en las dietas con levadura que en la
dieta control. Las dietas con S. exiguus, presentaron el mayor consumo.

Los camarones alimentados con la dieta Ill, presentaron una tasa de
conversién alimenticia (TCA) y de crecimiento, significativamente mejores con
respecto a las otras dietas (ver tabla 7 y figura 3), ademas, presentd el mejor
incremento promedio y una de las mejores sobrevivencias (81.42%).

Se realizé una TCA tedrica al ajustar el valor de la tasa de conversién ali-
menticia con la lixiviacion de cada dieta (ver tabla 6). En este dato, la dieta |1l pre-
sentd nuevamente el valor mas bajo de TCA de todas las dietas, la dieta Il, IVy V
mostraron un importante descenso de la TCA inicial. Con esta correccién, las dietas
con levaduras demuestran tener una mejor TCA que la dieta control (ver tabla 7).
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B = (Base)

Figura 3. Tasa de Conversién Alimenticia, de Crecimiento y Sobrevivencia de los camarcnes (28
dias de binensayo).

Tabla 7. Resultados del Bioensayo de uso de diferentes levaduras como fuente de
proteina para la alimentacién de camarén blanco £. vannamei.

I= == —— —
Dietas ! I i N Vv Prob.
Peso inicial prom.(g) 1.32 1.32 1.32 132 1.32
Peso final Prom. (g) 2.13, 2.45, 2.77, 235, 221, 0.0006
Incremento (g) 0.81 113 1.45 1.03 0.88
Densidad Inicial (g/m’) 66 66 66 66 68
Densidad final (g/m?) 59.1 108.8 1128 87.03 90.03
Tasa de crecimiento (%) 6182, | 8637, | 11005, | 7785 | €693, | 0.0036
TCITC de DB 100 13809 | 17801 | 12610 | 108.28
No. inicial 27 27 27 27 27
Neo. Final 15 24 22 20 22

Sobrevivencia (%) 5555, | 8aass, 8148, | 7407, | 8148, | 00188
Consumo promedio (g/c) 3.80, 6.12, 6.68, 7.00, 6.71, 0.0023
TCA.' 4.68 5.41 458 6.79 7.54 0.0266
T.CA. teérico 4.56 423 355 438 397

Tos valores con Ia misma lefra o diieren signicativamente (P<0.05).
* Tasa de Conversién Alimenticia.
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COSTOS

Al considerar el precio de los ingredientes y la tasa de conversion alimenticia
obtenida con cada dieta, podemos determinar el costo de la misma y del alimento
para producir un kilogramo de camardn (el precio de los ingredientas estan
considerados en nuevos pesos y son de Septiembre de 1992).

Como podemos observar en |a tabla 8, la dieta Ill tiene la mejor tasa de
conversion alimenticia (TCA), sin embargo debido al alto costo de |a dieta (N$2.90),
al costo por Kg de camarén producido (CCA) fue de N$13.28, la dieta control (1),
por su parte, presenté una TCA mayor que la dieta Il (4.66 y 4.58 respectivamente)
y un CCA menor (47%), esto debido principaimente al bajo costo de la dieta. Aun
con el ajuste de la TCA al tomar en cuenta la lixiviacién (TCAt), el costo por kg de
camarén producido (CCAt) en la dieta control es mas bajo que en las distas con
levadura.

Tabla 8. Costos de las dietas.
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DISCUSION Y CONCLUSION

ANALISIS DE INGREDIENTES Y DIETAS

El contenido de nitrégeno proveniente de los &cidos nucleicos de la levadura
fue de 5 a 12% de su peso seco (Kihiberg 1972, Atack y Matty 1979, Rose 1979,
Crueger y Crueger 1984 y Espinoza, 1992). Esto puede llegar a ocasionar
variaciones en las tasas de crecimiento y conversién alimenticia de los camarones,
debido principalmente a que la cantidad de nitrégeno aminoacidico (proveniente de
aminoacidos), que se suministra con las dietas, es insuficiente. Para evitar esto, fue
necesario determinar primero la cantidad de acidos nucleicos presentes en la
jevadura seca y posteriormente el porcentaje de proteina en la misma.

El andlisis proximal y la extraccién de los acidos nucleicos, revelé que el
8.7% de la proteina proveniente de la levadura S. cerevisiae "Levina" es de origen
ne aminoacidico y el 7.81% de la proteina de S. exiguus es de la misma fuente,
estos valores son comparativos a los anteriormente descritos para la levadura
(Sénchez-Mufioz et al 1979, 1982, 1983, Tacon y Cooke, 1980). Podemos
considerar, por lo tanto, que el contenido de proteina de S. cerevisiae “Levina" fue
de 29.12% y el de S. exiguus de 42.4%; al tomar en cuenta estos valores al
momento de formular, se logro obtener dietas mas isoproteicas e isolipidicas
(Roques y Dussert, 1991 y Espinoza, 1992).

VIABILIDAD DE LA LEVADURA

La sobrevivencia de la levadura en las dietas, se vio afectada por la
extrusion humeda realizada en el laboratorio, presentando valores finales de 10*
Cél/g y un factores de inactivacion de 10° (ver tabla 5). Estos valores son muy
similares a los reportados por Espinoza (1992) y al igual que los descritos por Lawis
(1990), Roques y Dussert (1991); es necesario encontrar una forma para proteger
la levadura contra el calor que se genera durante el extruido, sin embargo, en el
caso de este experimento, la inactivacién de la levadura S. exiguus no cobra
importancia porque se trata de tomar su valor nutritivo como fuente de proteina y
no como: probiético.

LIXIVIACION

La estabilidad se ve afectada por el tipo de agua que se utiliza en las
pruebas de lixiviacidn, o que se demuestra con la tabla 6 en donde las dietas que
fueron expuestas af agua dulce poseen una mala estabilidad y el mayor porcentaje
de perdida de materia. Esto se debe principalmente a que el agua dulce posee una
mayor capacidad de disolucion que el agua marina a 35 ppt.

Este tipo de prueba es utilizada muy frecuentemente por acuacultores,
quienes para revisan la estabilidad del alimento, depositan un poco en frascos con
agua y ven la cantidad de materia que se pierde y el grado de hidratacion de los
pellet; sin embargo si estos acuacuitores no toman en consideracion el utilizar el
agua de sus estanques, en lugar de agua duice, pueden estar subestimando la
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estabilidad de sus alimentos y eliminando alimentos, que bajo condiciones mas
reales pueden ser utilizados perfectamente en la alimentacion del camaron.

El compactante utilizado en las dietas fue el CP-1000 de la compariia ENCO
8.A. de C.V., México (ver formula en el apéndice ll), este compactante esta basado
en urea formaldehido y se usa en las peletizadoras con inyeccién de vapor. Estos
aglutinantes son de doble capacidad y son activados por el vapor durante la
peletizacion; la relacion de condensacion puede ser controlada durante el
peletizado para dar la durabilidad y la estabilidad deseada al alimento (Tacon, 1980
a 1987). Sin la inyeccion de vapor (la presién y la relacion de temperatura/tiempo
que alcanza la peletizadora), la capacidad de agiutinacion del compactante se ve
reducida.

El problema de |a estabilidad deficiente en las dietas con S. exiguus, fue un
probiema técnico ocasionado por la humedad que poseia la dieta, esta hume-dad
no permitié el compactamiento adecuado de la misma. La humedad que poses la
dieta puede reducir la temperatura en el extrusor de care; como la dieta con levina
estaba mas humeda que la dieta control, esto redujo la temperatura durante el
extruido y afecto la capacidad de aglutinacién del compactante; las dietas con S.
exiguus estaban mas humedas que las dietas con levina y el potencial de
aglutinacién del compactante se ve aun mas afectado. A estas dietas les fue
necesario aplicar mas tiempo de secado por la gran cantidad de agua que tenian
al salir del molino de carne. Esta suposicion se ve reflejada en los resuitados de
latabla 6, en donde las dietas con levina peseen mayor lixiviacion que la dieta con-
trol y las de S. exiguus posee mayor perdida de materia que las dietas con levina
(Lewis, 1990).

CONSUMO DE ALIMENTO

La lixiviacion fue determinantemente en el ajuste de la racidn diaria, lo que
modifico asi los valores que se presentaron en la TCA.

La estimacion del consumo de alimento durante el experimento esta basada
en |a tasa de alimentacién diaria y cantidad de restos alimenticios que presentaron
los tanques, estos fueron subestimados para todas las dietas, menos la |, debido
principaimente a la alta lixiviacion de las mismas (48% minimo) (Martinez, 1991 y
Espinoza, 1992). Una buena parte de la dieta se disolvia en el agua y el camarén
no podia alimentarse de ella. Esto aumento la tasa de alimentacién diana y la
estimacion del consumo de alimento obtenida al final del bioensayo. Ademas las
dietas IV y V, presentaban un sabor amargo, mientas que las dietas Il y 1l tuvieron
un sabor similar al de la dieta I.

TASA DE CRECIMIENTO

Los camarones alimentados con las dietas que tenian S. cerevisiae "Levina"
0 S. exiguus mostraron una tasa de crecimiento superior al obtenido con la dieta
control, con la dieta Il (Levina al 30%) como la mejor de todas, esto es similar a
los resultados de Sick et al (1972), Balazs et al (1973), Deshimaru y Kuroki (1974),
Fenucci et al 1981, Cruz (1985) y Akiyama y Dominy (1989) quienes reportan que
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el uso de la levadura es benéfica para el crecimiento de los camarones y que
puede llegar a ser utilizada, en cierta medida como un substituto de la harina de
pescado debido principaimente a su aporte de proteina y digestibilidad.

TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

Diversos autores (Sick et al, 1272, Balazs et al, 1973; Deshimaru y Kuroki,
1974; Fenucci gt al, 1981; Cruz, 1985 y Akiyama y Dominy, 1989) han trabajado
con este ingrediente (levaduras), pero solamente utilizadndolo en concentraciones
bajas y no reportan la tasa de conversion alimenticia que presentan sus camarones.
Los valores encontrados en el presente estudio son demasiado altos (4.58 minimo),
como para ser considerados comao representativos en la industria de alimentos para
camardn, sin embargo, se pueden considerar desde un punto de vista comparativo.

Las tasas de conversion alimenticia de los camarones alimentados con leva-
dura, estan sobreestimadas debido principalmente a Ia lixiviacion que presentaron
las dietas (48% minimo). Una buena parte de las dietas se disolvia en el agua y ¢l
camardén no podia alimentarse totalmente de ella. Esto aumento la tasa de
alimentacion diaria y repercutié directamente en la tasa de conversién alimenticia.

La estimacion de una tasa de conversion ajustada (TCAt) corrige el efecto
artificial de la estabilidad deficiente de las dietas y permite el compararias de
manera mas equitativa. Con esta correccion, las dietas con levadura demuestran
tasas de conversién inferior a la de la dieta control y ademas, las tasas de
conversion son mejores con la dosis alta, lo que confirma la apreciacion positiva de
las diferentes valores antes mencionados.

COSTOS

Martinez (1991) al utilizar harina de subproductos de camarén del Pacifico,
recomienda su uso en |a concentracion més alta, aunque esto aumenta el costo de
la dieta (N$ 1.93 m.n.). Esta recomendacion se debe a que el ingrediente reduce
el costo por Kg de camarén producido de N$ 3.49 m.n. (dieta base), a N$ 2.31 m.n.
(Pacifica 18%). Contrariamente a lo encontrado por Martinez (1991), la dieta control
utiizada para este bioensayo, es mas barata que cuaiquiera de las otras dietas y
posee el menor costo por Kg de camarén producido.

Para que una levadura pueda incorporarse en una dieta a niveles mayores
del §% y que resulte rentable para un productor, el costo de esta debera ser igual
omenor al costo de |la harinas de pescado, lo que concuerda con la recomendacion
de Lawrence (Com. Pers. 11 Oct. 1990Q) quien menciona que para que la levadura
searentable para la acuacultura, su valor debera ser menor a 50 centavos de dolar

po Kg de levadura.
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Il.- PRUEBAS DE VIABILIDAD DE LA
LEVADURA ACTIVA.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el grado de desactivacion de la levadura seca activa S.
cerevisiae aglomerada, durante el proceso de fabricacion y almacenamiento de las
dietas, asi como durante la lixiviacidn del alimento en el agua.

MATERIAL 'Y METODO

LEVADURA BIOSAF

Estudios anteriores realizados por Espinoza (1992) sugieren la utilizacion de
una forma protegida de levadura aglomerada, para realizar los estudios de
viabilidad en dietas peletizadas, ya que las presentaciones tradicionales poseen
baja sobrevivencia al peletizado (99.9% de mortalidad).

La levadura S. cerevisiae usada para la elabaracion de las dietas extruidas
y peletizadas para camarén, fue donada por la compania SAFMEX. La levadura
Biosaf, es un producto experimental de SAFMEX constituido de S. cerevisiae seca
activa aglomerada, la cual se presenta en forma de esferas (0.2-1mm de diametro),
en donde las. células vivas son protegidas por una capa superficial de levaduras
muertas.

Se utilizaron tres preparaciones especiales de Biosaf, la primera con un
tamario de particula mayor de 0.8mm (Biosaf gruesa), la segunda de 0.2 a 0.8mm
(Biosaf media) y la tercera de 0.2mm (Biosaf fina).

El tamizado de la levadura se realizé en SAFMEX de Toluca, bajo la
supervision del Dr. Francisco Garcia.

Para la fabricacién de las dietas peletizadas, se €scogio la Biosaf fina y la
gruesa, la media fue solo considerada en las pruebas de viabilidad de levadura
pura y en las dietas extruidas en la FCB-UANL.

Para ia fabricacion de las dietas peletizadas se requirié de 3Kg de Biosaf fina
Yy 8Kg de Biosaf gruesa. Ef excedente de las muestras de Biosaf se usd en
Monterrey para fabricar dietas a escala experimental en un molino de came
{extrusién humeda) y poder asi comparar |a inactivacién de la levadura en una dieta
comercial y experimental.

ANALISIS PROXIMAL DE MATERIAS PRIMAS Y DIETAS

El andlisis proximal de [os ingredientes y de las dietas terminadas se llevo a
cabo de acuerdo con |as técnicas ya antes descritas (ver uso de la levadura como
fuente de proteina).
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FABRICACION DE DIETAS PELETIZADAS

Se fabricaron una dieta control, dos dietas peletizadas con 0.1 y 0.5% de
Biosaf fina y tres dietas con 0.1, 0.5 y 1% de Biosaf gruesa (Dietas de la A ala F).
Se utilizaron las dietas A, B y D para el bioensayo y para el estudio de factibilidad
econdmica.

. Tabla 9. Dietas peletizadas fabricadas con Biosaf fina o gruesa.

— e pye—
Talla de particula\dosis i 0% 0.1% 0.5% 1.0%
Inferior a 0.2 mm (Fina) A= CONTROL B=F0.1 C=F0.5
irMayor de 0.8mm (Gruesa) D=G0.1 E=G0.5 G=G1.0%

Los alimentos fueron fabricados en la compailiia NUTRIPAC (Culiacan,
Sinaloa, Méx.); la cual tiene una mezcladora de 3 ton y su equipo de peletizacién
industrial posee un minimo de fabricacion de 500 kg {ver formula de las dietas en
la tabia 16).

La l[evadura se mezcld con los microingredientes (aminoéacidos, harina de
camarén, vitamina C, mezcla vitaminica y compactante) en un costal inflado y se
les incorporé a la mezcla de macroingredientes (harina de pescado, trigo y soya),
después de los aceites (lecitina de soya y aceite de pescado). E! tiempo de
mezclado de todos los ingredientes fue de 5 minutos.

El alimento tardé 12 seg en atravesar la peletizadora, la falta de ventanas
en esta, no permitié la toma de muestras antes del peletizado.

La temperatura del alimento, después de pasar por el dado, fue de 82°C (tres
muestras fueron tomadas durante la fabricacién de los alimentos dos y cuatro).

La peletizadora poseia inyeccién de vapeor, lo que permitié al alimento recibir

humedad y calor por lo menos 12 seg antes de pasar por el dado.
Nota: para cada dieta, las muestras fueron colectadas en los costales 4 y 5 (la produccién total fue
de 10 costates por dieta).

FABRICACION DE DIETAS EXTUIDAS
Se fabricaron una dieta control y seis dietas experimentales con 0.1 y 0.5%
de levadura fina, media y gruesa de Biosaf (Dietas de la 1 a la 7).

Tabta 10. Dietas extruidas fabricadas con Biosaf fina, media o gruesa.

Talia de particula\dosis 0% 15% 30%
Infedor a 0.2mm (Fina) 1 = CONTROL 2=F0.1 3=F0.5
De 0.2 2 0.8mm (Media) 4=M0.1 5M05
Mayor de 0.8mm (Gruesa) 6=G60.1 7=G0.5
e =

La mezcla de los ingredientes y la fabricacién de las dietas extruidas se
dizo de la forma ya antes descrita (ver uso de la levadura como fuente de
ofeina).
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PRUEBAS DE VIABILIDAD

El conteo de |levaduras viables y totales de S. cerevisiae, tanto para las
muestras puras como para las dietas peletizadas y extruidas fue realizado en
SAFMEX de Toluca y el conteo de levaduras viables de S. exiguus y la
identificacion de la flora microbiana del tracto intestinal de los camarones, se realiz6
en el Laboratorio de Microbiologia Industrial y de| Suelo "Dr. H.T. Dulmage"” de la
FCB-UANL.

Las técnicas utilizada para determinar el nimero de céluias totales (NCTO)
y viables (NCVB), fueron indicadas por SAFMEX.

La dieta control y las peletizadas con Biosaf fina y gruesa al 0.1% fueron
almacenadas durante 15 y 30 dias, a temperatura ambiente y a 4°C. Al final de
estos periodos se les hizo el conteo de levaduras totales y viables, a fin de conocer
el grado de desactivacién que sufre la levadura durante el almacenamiento, este
serealizé en la Cd. de Monterray, durante los meses de Marzo a Abril de 1993, con
una temperatura promedio de 25 a 31°C.

Nota: El nimero de células totales (NCTO) es el nimero de células que se tifien con el azul da
melileno, lo que sefiala que poseen actividad celular, peroc no necesariamente capacidad

reproductiva. El nitmero de célufas viables (NCVB) son aquellas células que se determinan por
conteo en placa y que poseen capacidad reproductiva,

LIXIVIACION DEL ALIMENTO.

Para determinar la estabilidad de las dietas en el agua, tanto como para
establecer la viabilidad de la levadura en las dietas lixiviadas y su perdida en
materia seca, se utilizé el equipo y la técnica de lixiviacion descritas en el uso de
la levadura como fuente de proteina.

VIABILIDAD EN DIETAS LIXIVIADAS A DIFERENTE SALINIDAD Y

TIEMPO

Se determind la viabilidad de la levadura y perdida en materia seca de los
alimentos después de haber sido puestos en agua de diferentes salinidades (5, 35
y 65 ppt), @ una temperatura de 30°C y con tiempos de permanencia en el agua de
60y 120 min (Romero, 1993). Se hicieron pruebas preferentemente a las dietas B
y C, las cuales cubrieron el requisito de 10° NCTO/g (la seleccién de las dietas fue
en funcién de los resultados de viabilidad de la levadura en los aiimentos
peletizados y extruidos).

La lixiviacion de las dietas escogidas se realizo de acuerdo con la técnica
descrita en lixiviacion (ver uso de |a levadura como fuente de proteina). Solo que
en esta prueba las dietas no se secaron, sino que se tomaron muestras hitmedas
a las cuales se le realiz6 el estudio de viabilidad (Romero, 1993).
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RESULTADOS

DISOLUCION DEL GRANULO DE LEVADURA EN LA DIETA

En todas las dietas, tanto |as peletizadas como las extruidas, se separd una
muestra y el pellet fue quebrado (con un mortero) hasta que perdié su forma. Se
observo esta mezcla de ingredientes con un microscopio estereoscopio (4 y 6x) y
aunque se podian ver claramente las particulas de los diferentes ingredientes que
se utilizaron en las dietas, no se pudo encontrar ninguna particula de levadura
aglomerada (fina, media y gruesa) lo que demuestra que todas las presentaciones
de Biosaf se disolvieron perfectamente en las dietas.

VIABILIDAD
DE LA LEVADURA PURA

Se presento una ligera ventaja en el NCTO (nimero de células totales) y
NCVB (numero de células viables) en la levadura fina con respecto a las levaduras
media y gruesa (ver figura 4). Sin embargo podemos considerar los valores
promedio de 9.9 x 10° y 7.9 x 10° Cél/g del NCTO y NCVB, respectivamente.

100 %
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LEVADURA BIOSAF

B NCvY NCVE [ _J SOBREVIVENCIA (%)

Figura 4. Viabilidad de la levadura Biosaf pura.

TEORICA EN LAS MEZCLAS

Si se hace una extrapolacién del NCTO y del NCVB que se deberian de
observar en los alimentos, a partir de los conteos de levadura pura y de sus
porcentajes de incorporacién en el alimento, se obtienen los siguientes valores:
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Tabla 11. Numero tedrico de levadura en las dietas.

DOSIS 0.1% 0.5% 1%
LEVADURA NCTO NCVB NCTO NCVB NCTO NCVB
FINA 1.3 x 107 1.1 x 10 65x 10 53x 107 1.3 x 10" 1.1 x 10"
MEDIA 85x 10° 52 x 10% 43 x 10 26x 10 85x 10 52 x 107
GRUESA 8.2 x 10° | 8x 10¢ 41x10 4x 10 8.2x 10 82x 10’#

EN LAS DIETAS PELETIZADAS

El NCTO de la Biosaf fina pura tenia una ligera ventaja con respecto a las
ofras presentaciones (media y gruesa), sin embargo durante el peletizado esta
ventaja se ve disminuida. Globalmente, el NCTO promedio de todas las dietas con
levadura es de 4.4 x 107 Cél/g, ligeramente superior al valor teérico esperado, (ver
figura 5).

El NCVB es significativamente mayor (P<0.05) en las dietas con Biosaf fina
{dietas B y C) que en las dietas con Biosaf gruesa (D,E,F), con nimeros promedios
de 1.8 x 10° y 2 x 10* Cél/g respectivamente (ver tabla en el apéndice II). Por otro
lado conforme se incrementa la dosis, no crece el NCVB (ver figura 6). Esos
nimeros son mucho mas bajo que los esperados (ver porcentaje y factor de
inactivacion en la tabla 12)

E; Cel/g
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6 x 10 N
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2x10 1
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0.1%

DOSIS DE LEVADURA BIOSAF

BIOSAF FINA [ _] BIOSAF GRUESA

Figura 5. Células totales en dietas peletizadas.
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Figura 6. Células viables en dietas peletizadas.

Nota: Para la dieta testigo sin levadura, se obtuvo NCTO = 0, NCVB = 0.2 x 10" Gélg

EN LAS MEZCLAS REALIZADAS EN LABORATORIO

En la figura 7 se muestra que el NCTO es creciente al irse aumentando la
dosis de los ires tipos de levadura, fina, media y gruesa, con valores promedios de
2.9x 10° Célig para la dosis 0.1% y 7.2 x 10° Cél/g para la dosis 0.5%. El NCTO
solo aumenta en un factor 2 y |a dosis en un factor 5 (ver tabla en el apéndice l).

En la figura 8 se observa que el NCVB de las dietas con levadura fina es
mayor en comparacion con la levadura media y gruesa, y disminuye ligeramente
conforme se incrementa |a dosis de |a levadura en la dieta. Lo contrario sucede al
usar la levadura mediana y gruesa, donde crece el NCVB al incrementarse la dosis
de la levadura en la dieta. Sin embargo, este aumento (con un factor 2 y 4) es infe-
rior al aumento de la dosis (factor 5). Globalmente se puede considerar un valor de
3.7x 107 Céllg para el NCVB de todas las premezclas (ver tabla en el apéndice II).
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Figura 7. Células totales de levadura Biosaf en las premezclas del las dietas extruidas.
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Figura 8, Células viables de levadura Biosaf en las premezclas del las dietas extruidas.

Nota: para la dieta control sin levadura, ¢l valor de NCTO y NCVB fue de 0.

EN LAS DIETAS EXTRUIDAS

En todas las dietas extruidas, la mortalidad y perdida de viabilidad de las
células de levadura fue lo méas importante. Los conteos pasaron de 5 x 10° y 3.7
x 107 células totales y viables, en las premezclas, hasta un 5 x 10y 2.5 x 10" en
las dietas extruidas (ver figuras 9 y 10).
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Figura 9. Células totales de la levadura Biosaf en dietas extruidas.
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Figura 10. Células viables de Ia levadura Biosaf en dietas extruidas.

Nota: Para la dieta testigo sin levadura, se obtuvo NCTO = 0, NCVB = 0.05 x 10" Célig



‘N LAS DIETAS LIXIVIADAS

Al aumentar la salinidad y el tiempo de permanencia de la dieta en el agua
INCTO y NCVB disminuye ligeramente, el NCTQ queda en 10° Cél/g, y 10* Cél/g
ara el NCVB (ver figuras 11 y 12).

La dosis (0.1 y 0.5% de las dietas B y C respectivamente) no tiene un efecto
Jeterminante sobre los conteos de levadura en las dietas lixiviadas.
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igura 11. Células totales en dietas lixiviadas (1 y 2 horas) a diferentes salinidades (5, 35 y 65 ppt).
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Figura 12. Células viables en dietas lixiviadas (1 y 2 horas) a diferentes salinidades (5, 35y 65 ppt).
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DESPUES DEL ALMACENAMIENTO

La tabla 12 muestra que las dietas almacenadas en refrigeracion, presentan
un nimero mayor de NCTO y NCVB que las dietas que se almacenaron a
temperatura ambiente; pero sin diferencia significativa y sin tener una discrepancia

muy grande con el NCTO y NCVB de las dietas al momento de ser fabricadas.

Tabla 12. Viabilidad de Biosaf en dietas almacenadas a temperatura ambiente y refrigeracion.
]

posis' TEMPERATURA AMBIENTE’ REFRIGERACION (4°C)
DIETAS NCTO NCVB NCTO NCVB
B 1.7 x 107 1.4x10* 23x 107 45x 10*
Inac. (%) 52.78 9263 36.11 7632
D 1.8 x 107 1.1 % 10° 2.8x 10’ 1x 10
Inac. (%) 51.35 52.17 2432 56 .52

+Las dietas Tueron almacenadas en la Cd. de Monterrey (en recipientes de plastico
hermético) durante los meses de Marzo a Abril con una temperatura promedio de 25 a 31°C.

EN LA FABRICACION, ALMACENAMIENTO Y LIXIVIACION DE LAS DIETAS.
La figura 13 permite comparar los niveles de NCTO y NCVB en las diferentes
etapas del experimento. En el mezclado, el NCVB es inferior al NCTO,; aunque en
lalevadura pura, los valores son similares. El NCTO perdié una potencia de 10 (10°
a 10") durante el peletizado y otra (107 & 10°) durante la lixiviacion. EI NCVB perdié
dos potencias de 10 durante el peletizado y otra durante el lixiviado. Ambos
parémetros fueron afectados por la extrusién (perdida de 6 potencias de 10).

1o

10

Cellg 7,

M.T. M.L. P.
TIPOS DE FORMULACIONES (Dietas)

NCVV NCVB

LP. g8 Lov. Purg, M.T. 85 la Mpzcla Teorica al 0.1%, M.L.o8 la Mezcla de Laboraiario 8 0.1%, P es pelatlzo-
088 (0.1%), E o5 Extruidas (0,18} L1y L2 68 on diotas conlLev. Fina [(0.1%) lixivlades & 1y 2 Hr & 35 a/o0

gura 13. Células totales y viables durante las diferentes etapas del proceso de elaboracién de las
#las con levadura Biosaf.
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INACTIVACION DE LA LEVADURA EN LAS DIETAS PELETIZADAS

Y EXTRUIDAS

Se calculé el porcentaje de inactivacion de la levadura durante los procesos
de peletizacion y extrusion y el factor de inactivacion (factor que divide el numero
inicial para obtener el nimero de levaduras sobrevivientes)(ver tablas 13 y 14).

Tabla 13. Inactivacién de la levadura Biosaf en las dietas peletizadas.

LEVADURA FINA LEVADURA MEDIA LEVADURA GRUESA
DOsIS VARIABLE NCTO NCvB NCTO NCVB NCTO NCVB
01% % INACTIV. 0 98.20 —_— - 0 9.7
FACT.INACT 0.36 55.78 — — 0.38 347.8
05% % INACTIV. 56.5 99.97 - —_ 0 98.96
FACT.INACT 23 3824 — — 07 26686
10% % INACTIV. —_— —_— — = 0 98 .97
FACT.INACT — — — — 1.08 3850

La peletizacion no afecté practicamente el NCTO (factor de inactivacion cer-
ca de 1). Al contrario el factor de inactivacion es alto para el NCVB (valores de 56
23850). Conforme aumenta |a dosis, el factor de inactivacién también aumenta. Por
olro lado, larlevadura fina es mas resistente al peletizado que la levadura gruesa.

Tabla 14. Inactivaciéon de la levadura Biosaf en las dietas extruidas.
— =~ -_—

LEVADURA FiNA LEVADURA MEDIA LEVADURA GRUESA
DOSIS VARIABLE NCTO NCVEB NCTO NCVB NCTO NCVB
0.1 % % INACTIV. 93.999 908.998 95.999 £0.99% 99990 99,999

FACT.INACT 1.04 x 10° 1.08 x 10° 223x10* 415x 10° 2.10x 10* 69 x 10°

05% [ % INACTIV. 99.999 99.999 99.999 99.998 99.999 99.999
FACT.INACT 7.6x 10* 25x10° 8.6 x 10* 2.5x 10° 5x 10* 13x 10
_ - — — —— —

EINCTO, y el NCVB fueron todavia mas fuertemente afectados por la extru-
sibn, con factores de inactivacion del orden de 10 para el NCTO y de 10° para el
NCVB. No se observo un efecto determinante de la dosis o del tamafio de particula.

LIXIVIACION

Las dietas con levadura Biosaf que fueron lixiviadas en agua dulce perdieron
del 5.2 al 18.5% de su materia seca (PMS) y de 2.2 a 5.3% en el agua salada. En
ambas pruebas la dieta B fue una de las que presento mayor PMS. La dieta A
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presento el valor mas alto en el agua dulce y tuvo uno de los valores mas bajos en
sl agua salada. La dieta D por su parte presento valores intermedios de PMS en
ambas pruebas (ver tabla 15).

Tabla 15, Lixiviacién de las dietas con levadura Biosaf en diferentes tipos de agua (%).

DIETAS
A 8 c D E F
AGUA
DULEE PMS 18.54 17.72 15.18 15.67 13,57 | 16.71
L MARINA PHS 2.94 5.3 2.24 5.3 4.7 2.2

La perdida de materia seca (PMS) se ve fuertemente influenciada por la
salinidad y el tiempo de permanencia de la dieta en el agua. Conforme aumenta la
salinidad, el porcentaje de PMS disminuye. Al permanecer mas tismpo una dieta
en el agua la PMS aumenta, perdiéndose de un 8 a un 15% adicional en |a
segunda hora (ver figura 11). La dosis de levadura no tuvo efecto sobre |a perdida
en materia seca.

30
204 —
PMS (%)
10~ —
0
SALINIDAD
0.1% (1HR) 0.1% (2HR)

iz 0.5% (1HR) =24 0.5% (2HR)

Fiyura 14. Perdida en materia seca por lixiviacion durante 1 y 2 horas en diferentes tipos de
salhidades.
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DISCUSION Y CONCLUSION

EFECTO DOSIS DE LA LEVADURA EN LAS DIETAS

De manera general, es minima la diferencia que existe en las dietas con 0.1,
0.5y 1% de levadura Biosaf, sobre todo en los valores de NCV8B. En varios casos,
lanto en los resultados de premezclas como de dietas peletizadas o extruidas, el
NCTO o NCVB observado en la dosis 0.1% puede ser superior a |la dosis 0.5%, e
inclusive a la dosis 1% (caso del NCVB de la dieta peletizada con 1% de levadura
gruesa).

Por otro lado la variabilidad entre conteos repetidos fue muy importante (ver
figuras 5 y 6). Podemos considerar que la precisién de los conteos fue del orden
de una potencia de 10, aunque el conteo de levaduras totales parezca ligeramente
més preciso (mejor congruencia con (a dosis).

Este error estimado en un factor 10 fue debido a |a dificultad de homegenizar
las muestras de alimentos al momento de realizar las diluciones y sembrar las
placas de Petri.

EFECTO DEL TAMANO DE PARTICULA

La ventaja de viabilidad en la levadura fina, solo se comprobd
significativamente en el ndmero de células viables de las dietas peletizadas, con
una diferencia de un factor 10 y una inactivacién de 5 a 6 veces menor, en
comparacion con ia levadura gruesa (ver tabla 12). Esta ventaja desaparece en las
dietas extruidas, debido & la inactivacion tan drastica que sufre la levadura al pasar
por el molino de carne.

Las dietas peletizadas con 0.1 y 0.5% de levadura Biosaf fina, resultaron ser
las mejores en el NCTO y NCVB, sin embargo su bajo porcentaje de fabricacion
(menor al 10%, comunicacion personal con el Dr. Francisco Garcia, SAFMEX) y su
ato costo de extraccion; haria que este producto quedara fuera del mercado
mexicano, aunque se consideré el porcentaje de incorporacién mas bajo en las
dietas.

EFECTO DE LOS DIFERENTES PROCESOS

En la figura 13, se presentan los NCTO y NCVB obtenidos en las etapas
sucesivas del proceso de elaboracién y lixiviacion de las dietas con 0.1% de
levadura. Se promediaron los datos de los 3 tipos de levadura (fina, media y
Qruesa).

En general se presenta un NCTO muy superior al NCVB, debido
principalmente a la diferencia que existe en la técnica; en la primera se determina
& nimero de células totales, que por su adherencia al azul de metileno estan
activas metabolicamente pero que no poseen capacidad reproductiva y en la
segundo se determinan solo las células que pueden reproducirse.
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MEZCLADO

Los conteos en las mezclas realizadas en el laboratorio fueron 10 veces mas
elevadas que el valor tedrico (107 en el NCVB y en NCTO para las dosis al 0.1%
delevadura fina o gruesa) por dos razones posibles: una subestimacion del namero
de células en las levaduras puras (poco probable ya que alcanzan el 10"), o el ini-
cio del proceso de multiplicacién, debido a la hidratacion precoz de la mezcla. Aun-
que la extrusion se realizé justo después del mezclado, los conteos se hicieron va-
rios dias después del muestreo de las mezclas, con el tiempo suficiente para la mu-
ltiplicacién de las células. Por io tanto, &l factor de inactivacién (ver tablas 12 y 13)
s calculd a partir de los valores tedricos esperados en las mezclas (ver tabla 11).

EXTRUSION

La extrusién humeda tuvo un efecto drastico sobre la sobrevivencia de las
clulas totales y viables, con niveles finaies tan bajos como 10* y 10* Cél/g y un
faclor de inactivacion de 10* y 10° respectivamente (ver tabla 13).

El factor de inactlivacion de 10° para células viables es mucho més alto que
¢l obtenido durante |a fabricacidn de dietas experimentales por Ricque et al, (1990)
y Espinoza, (1992). En este caso se obtuvieron factores de inactivacion de 167 y
4333 (sobrevivencia de 0. 62% y 0.02%) para las células viables de levadura Pro-
creatin-7 en las dosis de 1 y 0.5% respectivamente (en ambos casos, se utilizd el
mismo equipo y la misma técnica que se emplearon en la presente investigacion).

Una explicacion de esto, puede estar ligada a la disolucion completa de la
particula de levadura en la dieta (observaciones al estereoscopio). Si realmente la
particula se disolvié durante el proceso, entonces la levadura se encontraba sin pro-
teccion y resulta factible que su resistencia sea inferior a la de la Procreatin-7, debi-
do a diferencias en el proceso de produccion (Ricque et al, 1990; Espinoza, 1992).

PELETIZACION

Supondremos que los valores tedricos de la tabla 11 son representativos
para la viabilidad en las mezclas realizadas en la planta de NUTRIPAC. En este
caso, obtuvimos valores de sobrevivencia a |a peletizacion de 43.5 a 277% para las
células totales (factor de inactivacion de 2.3 a 0.36) y de 1.79 a 0.03% para las
células viables (factor de inactivacion de 55.8 a 3850)(ver tabla 12). En esta tabla
se muestra que el numero de células totales no fue afectado por la peletizacién, sin
embargo, el numero de células viables disminuyd conforme se incrementd la dosis
y el tamafio de particula de la levadura, con valores de NCVB de 1.9 x 10°y 2.3
x 10* Céi/g para las dietas con levaduras fina y gruesa respectivamente.

Los nimeros de células viables de esta investigacion son similares a los
obtenidos con la Procreatin-7 al 1% (8 x 10° Célig) o al 0.5% (1.5 x 10* Cél/g) en
distas extruidas en el laboratorio (Ricque et al, 1990 y Espinoza, 1992).

La humedad en las mezclas, el tiempo de permanencia en el dado y el
secado son los tres aspectos del proceso que pueden explicar la diferencia que
existe en la viabilidad de las dietas peletizadas y extruidas.

La primera diferencia entre las dietas peletizadas y extruidas, estriba
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pincipalmente en una mayor humedad en las mezclas a extruir; esta humedad que
puede Wlegar a ser del orden de 35% y es un factor que no se presenta en el
proceso de petetizado, aun cuando el equipo llegue a presentar inyeccion de vapor.
De acuerdo con Lewis (1980), entre mayor sea la humedad que entra en contacto
con la levadura, el efecto de la temperatura se ve incrementado y la viabilidad y
sobrevivencia de la célula, disminuye.

El tempo de pasc a través del peletizador (12 seg.) fue mucho menor que
enel molino de carne (2 min. Aprox.) aunque la temperatura haya sido mayor (82°C
vs 32-72°C), pero sin rebasar el tope de 85°C mencionado por Lewis (1990).

Las dietas peletizadas una vez que han salido del dado, pasan a un
enfriador vertical donde el paso del aire exterior permite disminuir la temperatura
del pellet. Al salir del enfriador, el pellet posee menos de un 10% de humedad en
su composicién. Las dietas extruidas en cambio, se secaron en un estufa a 65°C
por § horas y después se dejaron enfriar a temperatura ambiente.

LIXIVIACION

La perdida de materia seca en el agua dulce es mucho mayor que en agua
salada; este fendmeno se debe principalmente a la mayor capacidad de disolucion
que presenta el agua dulce con respecto al agua salada. Este punto es muy
importante ya que muchos acuacultores realizan estas pruebas con sus alimentos
y debe usar el agua que pasen sus estanques ya que se si ufilizan agua dulce
pueden estar sobreestimando la perdida de materia seca y desechando lotes de
gimentos que son de buena calidad (Romero, 1993).

La incorporacion de |a levadura aglomerada en dietas para camaron carecio
de efecto sobre la estabilidad (perdida en materia seca) en el agua, esto es un
punto positivo, ya que los acuacultores son particularmente vigilantes sobre este
parametro.

Sin embargo, es interesante recordar que no se observé ninguna particula
aglomerada en el examen estereoscopico de las dietas, Posiblemente la disolucion
completa de las particulas en la mezcla haya evitado un eventual efecto sobre la
estebilidad de la dieta, pero al mismo tiempo al perderse el efecto protector en la
pared de la particula aglomerada se incremento la inactivacion de las células de
ievadura.

La viabilidad de la levadura se ve poco afectada por la lixiviacién de la dieta
en agua salada, esto es un punto paositivo que permite determinar la factibilidad del
u1so de S. cerevisiae en el medio marino.

ALMACENAMIENTO DE LAS DIETAS

Las dietas con ievadura protegida no presentaron desactivacion por el alma-
cenamiento a diferentes temperaturas (ambiente y 4°C) lo que difiere con lo reporta-
do por Lewis (1990) y Espinoza (1992) al trabajar con S. cerevisiae, encantraron
una desactivacion de hasta un 50% del numero inicial, lo que demuestra que la S.
cerevisiae protegida puede ser utilizada mas eficientemente para dietas.
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.- EVALUACION DE LA LEVADURA
COMO PROBIOTICO

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efectc sobre el crecimiento, sobrevivencia y conversion
aimenticia de P. vannamei alimentados con dietas formuladas con 0.1% de S.
cerevisiae seca activa aglomerada (fina o gruesa).

Determinar el efecto probidticc de |a levadura seca activa aglomerada (S.
cerevisiae) en camaron por medio del conteo de la flora de bacterias heterotrofas
totales, vibrios y cantidad de levaduras viables del tracto intestinal de los
camarones. ‘

MATERIAL Y METODO

AREAS DE TRABAJO

Ef trabajo se desarrollo en la FCB-UANL para las siguientes areas: en ol
laboratorio de Maricultura, en donde se realizé el bioensayo con camarén, y en el
Laboratorio de Microbiologia industrial y del Suelo "Dr. H.T. Dulmage", para el
conteo de la flora en el tracto intestinal de los camarones.

DIETAS

Las dietas formuladas y peletizadas que se utilizaron para este bioensayo
fueron las By D, con 0.1% de levadura aglomerada fina o gruesa respectivamente
y la dieta control, todas ellas fabricadas en NUTRIPAC.

La eleccion de estas dietas se debid a que:

6 Se desea comparar el efecto de la levadura fina ¢ gruesa a la misma
dosis, ya que el tamizado aumenta el costo de 1a levadura fina y si no hay
diferencia significativa entre los dos tipos de levadura con la TCA y
crecimiento de los camarones del bioensayo, la dieta con levadura gruesa
resulta ser la mas rentable (Com. Pers. Dr. Francisco Garcia, 1993).

Ademas, el estudio de viabilidad, demostré la falta de un mejor
resultado de NCTO o NCVB al aumentar la dosis de la levadura en las
dietas, por lo que conviene utilizar la menor dosis de levadura (0.1%), con
el fin de disminuir lo mas posible el costo de las dietas.

La forma como fueron fabﬁcadas las dietas peletizadas fue descrita
anteriormente (ver pruebas de viabilidad de la levadura activa).
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MATERIAS PRIMAS Y FORMULACION.

Las dietas que se fabricaron para esta investigacién poseian ingredientes
wnvencionales tales como harina de pescado, soya, trigo, camardn, aceite de
mscado, lecitina de soya etc. y la levadura Biosaf (levadura aglomerada) de
granulometria fina y gruesa.

Se formulé la dieta controi en base a los requerimientos nutricionales de
umarén (P. vannamei) en la talla utilizada segun las recomendaciones de Tacon
(1987), Akiyama D.M. (1988) y Cruz-Ricque (Com. Pers. 1992)(formulacion con ei
grograma MIXIT-2, 1992).

Al incluir la levadura en las dietas, no hubo maodificaciones en la proporcion
ge los otros ingredientes (ver tabla 16).

Tabla 16. Composicion de las dietas experimentales con levadura Biosaf como probidtico (%).

DIETAS A B (o} D E F

INGREDIENTES VARIABLES (%)

Bioasf —_ 0.1 05 0.1 05 1.0

INGREDIENTES CONSTANTES (%)

H. de pescado 338 H. de trigo 20.86
H. de soya 0.05 A. de Pescado 115
Compactante 08 H. de camarén 038
Vitaminas 05 Metionina 0.5
Lisina 05 Lecitina 0.5
VitaminaC 0.05

Nola. La formuta del compactante induslirial y de la mezcka vitarninica, estén en el apéndice 1y I, respectivamente

ANALISIS PROXIMAL DE MATERIAS PRIMAS Y DIETAS

El andlisis proximal de los ingredientes de las dietas terminadas se llevo a cabo
de acuerdo con las técnicas antes descritas (ver material y método en el uso de la
levadura como fuente de proteina).

.|XIVIACIQN DEL ALIMENTO.
La estabilidad de las dietas A, B y D fueron determinadas en agua marina
% ppt) a 30°C por una hora (ver resultados en |as pruebas de viabilidad).

CONDICIONES EXPERIMENTALES
S$ALA DE BIOENSAYOS PARA CAMARON

Para evaluar el efecto bioldgico de la incorporacién de levadura S. ceravisiae
ndietas para camaron, se requirié de |a sala de bioensayos, cuyas caracteristicas
afueron descritas anteriormente (ver uso de la levadura como fuente de proteina).
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PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Los parametros fisicoquimicos que se determinaron en el agua fueron:
femperatura y salinidad (diariamente) y oxigeno disuelto, pH, amonio, nitritos,
niratos (semanalmente). El flujo de agua y flujo de aire se igualaron en cada
acuario al inicio del experimento. EI amonio, los nitritros y los nitratos se
determinaron mediante las pruebas colorimétricas de Aquarium System.

Los parametros que se presentaron durante el experimento fueron los siguientes:

1) Temperatura: 26 a 30°C.

?) Salinidad: 34 a 36 ppt.
3) Oxigeno: 7a9 ppm.
4) pH: 8.2a87.

§ Amonio no disuelto: 0 a 0.1 ppm.
§) Nitritos: 0 a 0.2 ppm.
7) Nitratos: 10 a 20 ppm.
8) Flujo de agua: 0.38 I/min (9.6 recambios diarios)
9) Flujo de aire: 3.04 |/min.
ORGANISMOS

ORIGEN

Se utilizaron camarones P. vannamei, provenientes de la Sociedad
Cooperativa “"Acuacultores de la Peninsula” de Baja California en La Paz, B.C.S.
con un peso de 3 a 5 g; los camarones fueron trasladados a la Cd. de Monterrey
(via aérea), en bolsas de polietileno, con agua marina y oxigeno. Se eligio esta
thase de talla para facilitar la diseccién del tubo digestivo al momento del muestreo
para las pruebas microbioldgicas.

DISTRIBUCION

Para el hioensayo se seleccionaran animales que pertenecian a la clase de
lala de 3.5 a 4.25 g. Cada individuo fue pesado en una balanza digital {Ohaus
E400D) antes de ser distribuido en una cubeta equipada con un difusor de aire.

Los organismos del rango de talla seleccionado, fueron pesados nuevamente
y distribuidos al azar a una densidad de 5 organismos por acuario (replicado) y
siele acuarios por dieta (tratamiento). Los tratamientos y sus siete replicados fueren
dstibuidos en siete bloques de tres acuarios c/u, en cada bloque existia un repli-
tdo del tratamiento, el orden del mismo dentro del bloque fue determinado al azar.

Al dia siguiente, se reemplazaron los individuos que murieron a causa del
tstres en el manejo y se inicio Ja alimentacién con las dietas experimentales.

HANEJO DIARIO
Las camarones fueron alimentados y tratados de igual forma, como se
tpiico en el bicensayo | (ver uso de la levadura como fuente de proteina).



CONTEO DE MICROORGANISMOS EN EL TRACTO INTESTINAL

Las muestras del tracto intestinal fueron colectadas a los 30 min. de
gimentar a los camarones can su respectiva dieta {Moriarty, 1972 y Anderson et
al, 1989).

El tracto intestinal anterior y posterior del camardn (sin hepatopancreas) fue
disectado con la ayuda de tijeras y pinzas, esterilizadas a |la flama; para este
propdsito se cortd el cefalotorax del camaron, a la altura de las branquias, se
secciond el exoesqueleto y el musculo a lo largo del abdomen y con la ayuda de
las pinzas se retird el tracto intestinal.

Se prepard la muestra del tracto intestinal con la ayuda de un
homogenizador tipo poter (teflon y vidrio) y se hicieron diluciones de la misma
dicucta, las cuales fueron sembradas en |os medios correspondientes a fin de
conocer el nimero total de colonias de levaduras, vibrios y bacterias heterotrofas
lotales que existen.

Se realizaron cinco muestreos alo largo del bioensayo, uno al inicio (semana
0)y uno mas cada semana (4 semanas en total), a fin de conocer los cambios que
presentaba la microfiora con respecto a las dietas y al tiempo Para detectar estos
cambios se usaron los medios y métodos de cultivo para levadura, vibrios y
bacterias heterotrofas totales. Los muestreos se realizaron de la siguiente forma:;

Muestreo 0. Se colectaron 5 camarones del lote de base y a cada uno de ellos se
les extrajo el intestino, se (e determino el contenido de levaduras, vibrios y
bacterias heterotrofas totales, con el objetivo de detectar las variaciones
individuales que presentan los camarones.

Muestreo 1. Se colectaron 3 camarones de cada dieta, se disectaron los intestinos
y se hizo un "pool" con los tres intestinos de los camarones de cada dieta,
determinandole a este pool el contenido de levaduras, vibrios y bacterias
heterotrofas totales.

Muestreo 2. Se realizé de igual forma que el muestreo 1.

Muestreo 3. Se realizd de igual forma gue el muestreo 1.

Musstreo 4, Se colectaron 5 camarones de cada dieta y a cada uno de ¢'1s se le
extrajo el intestino determinandole el contenido de levaduras, \ibrios y
bacterias heterotrofas totales, con el objetivo de detectar las variaciones
individuales que presentaron los camarones dentro de cada grupo
experimental, a fin de comparar estadisticamente los promedios entre
grupos.

LEVADURAS

Se uso un medio selectivo para levaduras: Agar Malta (Merck) de pH 4.8 con
Telraciclina (2 mg/l). La muestra fue homogeneizada en una solucién de NaCl 8.5
W estéril y dilvida de 10 en 10 en tubos de ensayo. Dos aliquotas de 0.1 ml de las
diuciones adecuadas fueron mezcladas con 20 mi de Agar Malta a 45°C en cajas
fa Pefri y s@ incubarén las cajas por 48 hr a temperatura de 30-37°C.
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VIBRIOS

Se uso un medio selectivo para vibrios: Agar TCBS (Kobayasih y Coll, 1963
en Prieur, D., 1980) de pH 8.8. La muestra fue homogeneizada en una soluciéon de
NaCl 8.5 g/l estéril y diluida de 10 en 10 en tubos de ensayo. Dos aliquotas de 0.1
ml de las diluciones adecuadas fueron mezcladas con 20 mi de agar TCBS a 37°C
an cajas de Petri y se incubaron las cajas por 18-24 hr a temperatura de 30-37°C.

BACTERIAS HETEROTROFAS TOTALES .

Se usd un agar para bacterias heterotrofas totales: Agar Marino de Zobell
2218E (Oppenheimer et Zobell, 1952 en Prieur, D., 1980). La muestra fue
homogeneizada en una solucidn de NaCl 8.5 g/l estéril y diluida de 10 en 10 en
iubos de ensayo. Dos aliquotas de 0.1 mi de las diluciones adecuadas fueron
mozcladas con 20 ml de agar marino de Zaobell a 45°C en cajas de Petri, y se
incubaron las cajas por 48 hr a temperatura de 30-37°C.

* 4 g de Bacto pectona, 1 g de extracto de levadura, 250 m! de agua destilada y 750 mi da agua
marina.

EVALUACION BIOLOGICA
La evaluacion biologica se realizb de acuerdo con los parametros descritos
en el primer bioensayo (ver uso de la levadura como fuente de proteina).

ANALISIS ESTADISTICO

Se aplico a los pesos individuales iniciales y finales un test de homogeneidad
de varianza o test de Bariett, seguido de un analisis de varianza y un test de
tomparacién de medias por el metodo de Duncan, para determinar las diferencias
ylo semejanzas significativas. Ademas se realizé el mismo andlisis estadistico a las
tasas de crecimiento, sobrevivencia, conversion alimenticia y al consumo estimado
por acuario.

Para el analisis estadistico de los microbiolégicos, se utilizé el nimero de
colonias por gramo de intestino que presento cada caja Petri, como un replicado;
de cada tratamiento se obtuvo un nimero de resultados pertenecientes a los
replicados y se les aplicd un analisis de varianza y una comparacion de medias de
acuerdo con los métodos anteriormente descritos.

Por otra parte, a partir de los resuitados de los siete acuarios de cada dieta,
serealizaron andlisis de correlacion entre los diferentes parametros de crecimiento,
consumo, sobrevivencia y conversion alimenticia.

Se utilizé una computadora PC y el programa SPSS.

FACTIBILIDAD ECONOMICA

Se determind la relacion costo-beneficio basadndonos en las tasas de
conversion alimenticia obtenidas en €l bioensayo y en la cotizacién de los
ingredientes de los alimentos.
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RESULTADOS

ANALISIS PROXIMAL Y DE LIXIVIACION

El andlisis proximal (ver tabla 17) nos muestra que las dietas A, By D son
casi isoproteicas con rango de 37.39 a 37.93%; el nivel de lipidos fue mas dispa-
rejo, presentandose un range desde 4.6 a 6.1% (ver tabla 17 y figura 15). La dieta
A contiene la mayor cantidad de proteina y lipidos y la menor cantidad de fibra.

Las pruebas de lixiviacién en agua marina mostraron una faita de diferencia
significativa en la perdida de materia seca entre las dietas peletizadas. No obstante,
las dietas B y D presentaron un valor ligeramente superior de PMS que {2 dieta A
(5.29, 4,69 y 2.48% respectivamente)(ver pruebas de viabilidad).

Tabla 17. Analisis proximal de las dietas peletizadas y sus ingredientes (%).

DIETAS HUM, PROT. LIP, CEN. FIBRA ENER. ELN
A (CONTROL) 7.28 37.93 6.19 i2.80 1.7 343 34.08
B (0.1% FINA) 7.58 37.70 4.63 13.55 212 3.30 34.42
D (0.1% GRUESA) €.84 3739 592 13.51 2.38 3.38 33.96

INGREDIENTES

Biosaf 528 41.70 0.49 3.80 031 — 48.42
H. de Pescado 551 42.18 5.25 13.78 244 - 30.87
H. de Trigo 9.51 10.60 0.85 8.82 0.31 == 69.81
H. de Soya 747 39.63 1.1 556 5.05 -— 41.19
H. de Camarén 6.76 39.80 311 2592 8,63 — 15.78

La energia esta expresada en Kcal/g,

14 7
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%43 HUMEDAD ELN (x10) T3 FIBRA CRUDA

Figura 15. Andlisis proximal de las dietas con la levadura Biosaf (S. cerevisiae) seca acliva
8glomerada, fina y gruesa (%).
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PRUEBAS BIOLOGICAS

La evaluacion biologica se usé para demostrar la reproductibilidad de los
replicados de un mismo tratamiento (dieta), se les realizdé un andlisis de varianza
con los pesos individuales que presentaron sus replicados (acuarios) y se demostro
que no hay diferencias significativas entre ellos, es decir que la media de los pesos
que expone cada replicadc es muy similar a los otros replicados de su tratamiento.

El andlisis de varianza entre tratamientos (con [os pesos individuales y/o
peso medio del acuario), no demostré una diferencia significativa; sin embargo, la
dicta que presentd la mejor tasa de crecimiento fue la dieta B (Biosaf fina al 0.1%);
la dieta A (Dieta control) tuvo vaiores intermedios y muy cercanos al alimento D ¥
la dieta D (Biosaf gruesa al 0.1%) por su parte, posee la peor tasa de cracimiento
(ver fabla 18 y figura 16).

La sobrevivencia de los camarones fue mayor en la dieta D (86%),
intermedia en la dieta B (77%) y la dieta A presento la peor sobrevivencia (71%){ver
tabla 18 y figura 18).

El consumo de alimento fue mayor en los camarones alimentados con ta
dieta B que para la D; la dieta A por su parte, fue la que expuso el mayor consumo
de alimento (ver tabla 18 y figura 16). Sin embargo, el anélisis estadistico no sefialo
diferencias significativas entre los tratamientos.

La tasa de conversion alimenticia fue i@ Unica variable que presentd
diferencias  significativas entre los fratamiento, con un valor promedio
significativamente menor en la dieta B.

Tabla 18. Resultados del use de la levadura Biosaf como probittico, para la alimentacion de
camardn blanco P. vannamei (promedios + EE ).

DIETAS A 8 D
Peso inicial proem (g) 378303 3.8040.3 3.7910.3
Peso final prom. (g) 4.8710.7b 5.02+0.8b 4.5310.8b
Incremento (9) 0.89 1.22 0.74
Densidad inicial(g/m’) 105 1055 105.2
|[ Densidad final (gfm”) 88.98 106.9 108.9
|LT de crecimiento (%) 23.5418.1b 32.1049.3b 19.52£11.1b
TC/TC de DB 100 128.31 866
No. inicial 35 35 35
No. final 25 27 30
- Sobrevivencia (%) 71.42£15.7b 77.14417.9 85.71£15.1b
Consume (g) 11.28¢1.0b 10.81+0.4b 10.3520.7b
T.CA* 10.7140.6b 79310 4a 11.4320.9b

Cos valores con la letra 'a difieren signiicativamente (P<0.0).
* Tasa de Conversién Alimenticia.
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La dieta control presentd una correlacion negativa (P<0.01) entre la TCA y
la sobrevivencia (-0.8651) y una paositiva entre €l consume del aiimento y el creci-
miento (0.835); ademas, exhibié una correlacién positiva (P<0.05) de la TCA con
¢l consumo y el crecimiento (0.6918 y 0.7373) y una negativa de la sobrevivencia
con los mismos factores (consumo y crecimiento, -0.7142 y -0.7613)(ver analisis de
correlacién en el apéndice ill).

La dieta B (0.1 % levadura Biosaf fina) mostré una correlacian positiva entre
la TCA y el consumo del alimento (1.0000) y una correlacion negativa (P<0.05) de
la sobrevivencia con la TCA y el consumo (-0.6963 y -0.6962 respectivamente)(ver
anélisis de correlacion en el apéndice [Ii).

La dieta D (0.1 % levadura Biosaf gruesa) dio una correlacidn positiva entre
la TCA y el consumo del alimento (0.9992), una correlacion negativa (P<0.05) de
la sobrevivencia con la TCA y el consumo de alimento (-0.7946 y -0.7981,
respectivamente) y una positiva del crecimiento con los mismos parametros (0.7501
y 0.7492)(ver andlisis de correlacion en el apéndice l1).

35 “4 o
30 - 1

25

D. CONTROL DB DD
DIETAS

M CRECIMIENTO W TCcA [JSOBREVIVENCIA (x10)

Figura 16. Sobrevivencia y Tasas de Conversjon Alimenticia y Crecimiento de los camarones
dimentados con las dietas peletizadas (28 dias de bioensayo).

MICROBIOLOGICOS

Los camarones de la semana 0 presentaron una variacion individual fuerte;
esto se puede ver claramente en €l medio de Zobel en donde la muestra dos
presento hasta 107 colonias por gramo (ver figura 17); por otra parte los conteos
obtenidos en los medios de maita y TCBS presentaron valores que fueron desde
0 hasta 10° y 10° respectivamente (ver tabla 19 y figura 18).
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El peso de los intestinos disectados vario de 3.4 a 76.5 mg. Para poder
comparar los resultados micraobioldgicos entre camaranes individuales (semana 0
y 4) 0 en las dietas (semana 1, 2 y 3), los valores fueron expresados en
microorganismaos por gramo de intestino (ver tabla 19).

ZOBEL

Al estudiar el numero de bacterias heterotrofas totales por gramo de intestino
que presentaron los camarones alimentados con las dietas (A, B y D) durante el
bioensayo, no hay una diferencia significativa entre ellas; solamente en la semana
3y para la dieta A, existe un aumento del nimero de bacterias totales. Sin
embargo, al estudiar los tratamientos individualmente a lo largo de bioensayo, solo
ladieta B presenta una diferencia significativamente en la semana 1 (ver figura 19).

MALTA

Los camarones alimentados con las dietas peletizadas presentaron valorgs
significativamente mayares (levaduras por gramo de intestino) durante la primera
‘smana de bioensayo, sin embargo al compararse |os tres grupos estudiados, no

y encuentran diferencias significativas (ver figura 20).

Tabla 19. Andlisis microbioldgicos de las dietas durante el bioensayo.

SEM { MEDIO DIETAS Prob.
0 ZOBEL 239x 10’ 0.0010
S MALTA 149 x 10° 0.0613
TCBS 7.32 x 10° —
A B o}
1 20BEL 1.15 x 107, 7.00 x 107, 461 x 10, 0.3272
MALTA 862 x 10%, 8.26 x 10°, 4.33x 10°, Q.2357
TCBS 0.00 0.00 1.03x 10" —
2 ZOBEL 1.86 x 104, 1.01x 10, 8.34 x 10°, 0.2054
MALTA | 4.09x 10% 409 x 10°b. 1.60 x 10, 0.0148
TCBS 0.00 0,00 0.00 e
3 ZOBEL 6.70 x 10%, 154x 10%, 1.47 x 105, 0.0000
MALTA 0.00, 6.41x 10%, 4.15x 10%, 05913
TCBS 4.84 x 10 0.00 0.00 —
4 ZOBEL 119 x 107 656 x 10* 491 x 10°
= 0.0042 0.0000 4.0000
MALTA 251 x 10* 2.64 x 10° 4.06 x 10°
« 0.8048 0.0685 0.5174
TCBS 1.08 x 10¢ 0.00 345 x 10°
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igura 17. Cantidad de bacterias heterotrofas totales que presentaron los camarones al inicio del
ioensayo.
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jura 18, Cantidad de levaduras totales que presentaron los camarones al inicio del bioensayo.

55



Cel/g

TIEMPO (Semanas)

I 0. CONTROL DIETAB [_JIDIETAD

Figura 19, Cantidad de colonias de bacterias heierotrofas totales por gramo de intestino de los
camarones alimentados con las dietas peletizadas, durante el bioensayo.
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Figura 20. Cantidad de colonias de levadura por gramo de intestine de los camarones alimentados
con fas dietas pelstizadas, durante el bioensayo.
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Figura 21. Cambios en la cantidad de bacterias heterotrofas totales por gramo de intestino en los
tamarones alimentados con las dietas peletizadas, durante el bioensayo.

6

10 g . _‘ P =

| LA
L
v

o L //z
1 O é///,/ \Q\\ ) ~ F |
Celrg 10 ET
- N ,
5 ; _ /
10 E AT il
- ~
2 ’; | 1 1.
10 o 1 2 3 4

TIEMPQ (Semanas)

——D. Control —+ DIETAB —* DIETAD

Figura 22. Cambios en la cantidad de levaduras por gramo de intestino en los camarones
aimentados con las dietas peletizadas, durante el bioensayo.
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DISCUSION

{NALISIS PROXIMAL, MEZCLADO Y COMPOSICION PRIMARIA DE
LA MEZCLA

La variacion observada en el andlisis proximal de las dietas A, By D (ver
tabla 17) no pueden atribuirse a la adicién de levadura, ya que un nive! de incorpo-
racion de 0.1%, no modifica el aporte nutricional a las dietas; esto es similar a lo
reportado por Akiyama y Dominy (1989) quienes al aplicar un ingrediente en canti-
dades muy bajas no efectian modificaciones en la formula original. Sin embargo
. eslas variaciones en la composicion de las dietas, no afectaron de manera signi-
ficativa el aporte nutricional de estas a los camarones, ya que la dieta B, que tenia
un poco menos de energia, fue la que dio el mejor crecimiento (ver tablas 17 y 18).

Estas variaciones en las dietas, pueden deberse a errores humanos durante
lapreparacion de la mezcla de ingredientes que fueron peletizados, al mezciado in-
suficiente o deficiente por la capacidad del equipo, a muestreos no representativos
de la mezcla o de las dietas y a errores en las técnicas del analisis proximal.

La mezcladora utilizada para la fabricaciéon de las dietas peletizadas
empleadas en esta investigacion, fue una clasica mezcladora harizontal de tres
toneladas. Con un lote de fabricacion de tan sole 500 kg, la carga de la mezcladora
fue de 1/6 de su capacidad; es por esto que inferimos que el mezclado de los
ingredientes es el principal responsable por los diferentes valores en el analisis pro-
ximal. Aliguai que nosotros Behnke (1991) considera que la mezcladora horizontal
es de las mezcladoras mas utilizadas por los fabricantes de dietas y presentan
deficiencias en su mezclado al no ser cargadas con su capacidad maxima.

Los errores humanos en la preparacion de la mezcla de ingredientes, los
muestreos poco representatives y los errores en las técnicas del andlisis proximal,
posiblemente puedan afectar el resultado del analisis proximal, sin embargo estos
tres puntos fueron verificados por la misma persona y consideramos que tienen
gscaso efecto en las variaciones presentes en las dietas.

CRECIMIENTO

La dieta con levadura Biosaf fina presento el mejor resuitado, conuna T.C.,
significativamente superior al de las dietas A y D. Sin embargo el crecimiento fue
globalmente muy bajo si lo comparamos con lo que se espera en estanques
nisticos.

Tacon (1987); Villalon (1991) y Zendejas (1991) consideran que el
cecimiento de los camarones durante un cultive, se ve influenciado tanto por
factores extrinsecos (calidad de alimentacién que presentaron en los estadios
empranos de desarrollo, competencia por espacio y alimento, etc) coma por
factores intrinsecos (estado de salud, factores genéticos, etc). Este crecimiento
normal de los camarones durante su cultivo puede expresarse con ia clasica

campana de Gaus;
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Figura 23. Distribucién de pesos (g) en un estanque de cultivo de camaron.

la cual nos revela, que generalmente existen pocos camarones can un peso
grande, pocos con un peso pequeno y una gran cantidad de camarones con un
peso intermedio. Por desgracia, los camarones pequefos, llamados cola de lote,
aunque se les cambie un lugar en donde las condiciones les sean mas favorables,
no alcanzan la talla de los normales y su talla seguira siempre pequenia.

Los camarones que se utilizaron en este bicensayo representaban la talla
pequefia que poseia el estanque; este tipo de camarones como se explico
anteriormente, al utilizarse en experimentos sufren de bajo crecimiento, aunque las
condiciones les favorezcan.

Este podria ser el principal factor, por lo malos resuitados de crecimiento y
TCA que fueron obtenidos en la presente investigacion.

CONSUMO DE ALIMENTO Y TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

El consumo de alimento se calculé en base a la cantidad de alimento
distribuido en el tanque menos la cantidad de restos alimenticios del mismo. A los
28 dias de experimentacion, se estimé una tasa de consumo diaria promedio de
95, 8.7 y 88% (con respecto al peso individual) para las dietas A, B y D
respectivamente. Tacon (1987), Vilialon (1991) y Zendejas (1991) al manejar
gstanques de cultivo semiintensivo e intensivos reportan valores de consumo de
aimento muy inferiores a los encontrados en estéd investigacion.

El consumo de alimento influencia directamente la TCA {ver formula en
metodojogia del uso de la levadura como fuente de proteina). Por este motivo el
andiisis estadistico muestra una correlacién entre el consumo y la TCA, ya que el
valor de TCA deriva del consumo.

La dieta A y D presentaron coirelaciones positivas entre consumo y
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cracimiento es decir que entre mayor fue ei consuma de alimento méas crecieron [0S
camarones, sin embargo la dieta B no presenta ninguna relacién.

El consumo por su parte esta negativamente correlacionado con la
sobrevivencia es decir que entre menos animales hay en el estanqgue, mayor es el
consumo de alimento, esto se debe a que existe una racién alimenticia mucho mas
alta por camardn, esta relacion se presenté en todas las dietas (Ver analisis de
correlacion en el apendice).

La dieta B (0.1% Biosaf fina) presento una T.C.A. sighificativamente menor
que las dietas A y D. Es interesante recordar que justamente esta dieta no presento
una correlacion significativa entre consumo y crecimiento entre los diferentes
replicados, es decir que ia mejora en crecimiento tiene que ser por otra razon,
posiblemente a la accidn de la levadura por ejemplo, efecto sobre |a digestibilidad,
gracias a la accidn de las enzimas. De hecho se observo un desarroilo microbiano
precoz en el alimento. El alimento, al permanecer mas de un dia en el agua
formaba burbujas, debido a la fermentacion del alimento en el fondo del acuarig.

MICROBIOLOGICOS

Los estudios microbioldgice revelaron que los camarones, aungue provenian
del mismo lote y fueron tratados y alimentados de la misma forma, tenian
variaciones individuales significativas (ver figura 17 y 18). Una manera de eliminar
estas diferencias individuales al realizar este tipo de estudios, es el trabajar con una
muestra de varios individuos (pool) a fin de que las diferencias sean debido al
estudio y no a las variaciones individuales en los camarones (Yasuda y Kitao 1980,
Roques y Dussert, 1991, Espinoza, 1992).

De acuerdo con Gatesoupe et al (1989 al 1991), Conway et ai (1990), Garza
en Avila et al (1990), Hoyos {1990) y Dale (1992) conforme se alimentan los
camarones con una dieta que tienen bacterias o levaduras activas (probictico) y al
paso del tiempo, el probidtico estard presente en el tracto intestinal de los
tamarones y el numero de bacterias heterotrofas totales y vibrios disminuiran. Sin
embargo, el analisis estadistico fue incapaz de sefialar una correlacion inversa o
directa entre el nimero de levaduras y bacterias heterotrofas totales que presento
¢l tracto intestinal de los camarones (ver figuras 21 y 22).

El porque la levadura no permanece en el tracto intestinal de los camarones
puede deberse a ios siguientes factores: al sufrir una desactivacion causada por la
peletizacion, la levadura es incapaz de reproducirse en €l tracto intestinal, aunque
este activa; Hood y Meyers (1973), Lewis (1990), Ricque et al (1990), Roques y
Dussert (1991) y Espinoza (1992) reportan que se levadura se desactivo a causa
del proceso en la fabricacian del alimento. Otro factor es el reportado por Conway
etal (1990), Wasterdahl et al (1991) y Christer et al (1992) en el cual el tiempo tan
torfo que pasa el alimento en el tracto intestinal del camarén impide la fijacién de
lalsvadura al mismo . Otro factor es el tiempo que pasa desde que se alimento el
camarén hasta la toma de muestra del tracio intestinal (30 min. en Ila presente
investigacién); Moriarty, (1972) y Anderson et al, (1989) aseguran que el momento
para tomar las muestras es durante la primera hora después de que el camarén se
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alimento; sin embargo, Conway et al, (1990); Wasterdahl et al, (1991) y Christer et
g, (1992) han trabajado con S. maximus y L. limanda, y reportan que es mejor
tomar las muestras después de varias horas de alimentarseles, pero ellos también
nos indican que la fijacion y el nimero de bacterias disminuye conforme pasa el
tempo. Otro factor estriba en el hecho que, debido a su tamano, la levadura puede
ser utilizada como alimento y las enzimas del hepatopancreas la digieren total o
parcialmente, de ser asi la cantidad suministrada en el alimento llegaria a ser muy
inferior a la requerida para que se fije al tracto intestinal; Hood y Meyers, (1973) le
dan a este punto, una gran fuerza ya que lo han considerado como uno de los
factores por el cual sus bacterias (Bacillus firmus y Beneckea neptuna) no se fijaron
al intestino de camarones (P. setiferus).

De acuerdo con lo que esperabamos, |la levadura S. cerevisiae deberia
fiarse al tracto intestinal de los camarones (Hoyos, 1990b) y al competir por
gspacio con bacterias patdgenas traeria como consecuencia un aumentc de
crecimiento en los camarones. Sin embargo la levadura no sobrevivié mucho al
proceso de peletizado, ademas de estar ya presente en forma natural en el tracto
intestinal, por lo que el aumento del crecimiento de los camarones no fue debié a
|a fijacién de |a levadura al tracto intsstinal, sino a los otros beneficias que tienen
los probiético, como metabolitos que ayudan a la digestién y/o asimilacion de los
nutrientes, etc. (Conwey, P. et al, 1991; Dale, N, 1992, Apligen, 1993 y Fox S,
1993).

En los dltimos dos afos se han incrementado los trabajos concernientes al
uso de bacterias y sabre todo al uso de levaduras en alimentacion de organismos
acuaticos (peces, anguilas, crustaceos etc). Algunos autores (Conway et al, 1990,
Hoyos, 1990; Garcia, F. Com. Pers, 1992 eic) y algunas compaiiias privadas
(SAFMEX, APLIGEN, TOROAX, DIAMOND etc) consideran que el factor mas
importante involucrado con el uso de levadura y/o bacteria como probi6tico es la
capacidad que poseen algunas cepas para contribuir a la digestion de los nutrientes
que hay en el tracto intestinal.

Es importante calcular la cantidad de levaduras que suministra el alimento
y compararlo con las levaduras presentes en el tracto intestinal. El alimento
presentd un ndmero de levaduras de 2 x 10° (dieta B) a 10* (dieta D), el alimento
lixiviado durante 1 hr y a 35 ppt presento un conteo de levaduras de 5 x 10* a 2
x 10°., El aporte en levadura viva que suministro la dieta a los camarones fue
comparable al conteo microbiolégico del tracto intestinal, por [0 anterior
consideramos que hubo poco cambio en la fiora bacteriana.
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CONCLUSION

l.-EVALUACION DE LA LEVADURA COMO FUENTE DE PROTEINA

La levadura S. cerevisiae inactiva es una buena fuente de proteina y puede
ser utilizada en altas concentraciones (15 y 30% en la formula) en dietas
comerciales para camaron, sin ocasionar problemas de palatabilidad. Su uso
siempre sera factible economicamente, cuando su precio sea menor o igual al
precio que posea la harina de pescado.

La mala estabilidad obtenida en las dietas con levadura S. exiguus se debe
principalmente a un problema técnico al momento de fabricar las dietas, ya que el
exceso de humedad que poseian estas dietas impidd la buena compactacién de las
mismas.

I.- PRUEBAS DE VIABILIDAD DE LA LEVADURA ACTIVA

La falta de congruencia de los conteos con las dosis, asi como la variabilidad
importante entre conteos replicados, dejan sospechar un error importante en los
resultados de viabilidad, del orden de un factor 10.

La diferencia en células viables a favor de las dietas peletizadas con la
levadura Biosaf fina puede ser considerada como significativa, ya que alcanza un
factor 10.

El proceso de peletizacion a escala comercial tuvo una sobrevivencias de
100% en células totales, un 1% en células viables de la levadura fina, y un 0.1%
en células viables de la levadura gruesa, resultando en conteos de 107, 10° y 10*
Célfg en los alimenios terminados, sin importar la dosis (0.1, 0.5 y 1 %).

El proceso de extrusién himeda resulté mucho mas drastico que previsto,
con un factor de inactivacidn del orden de 10°, y conteos finales en 10° células
totales y 10" células viables por gramo de alimento.

La lixiviacién tuvo un efecto ligero sobre la viabilidad de las levaduras, con
un factor de inactivacién del orden de 10, no importa cual sea la salinidad ni la
duracién (1 o 2 horas) del contacto con el agua marina.

El conjunto de resultados en dietas peletizadas y extruidas no permite de-
mostrar una gran ventaja en resistencia de la levadura Biosaf sobre la Procreatin-7,
al contrario,

.- EVALUACION DE LA LEVADURA COMO PROBIOTICO

La levadura S. cerevisiae activa aglomerada fina usada a bajas
concentraciones (0.1%), disminuye significativamente la TCA (26% menos con
respecto al control), justificando su uso como probiético.

La mejora en crecimiento y tasa de conversién alimenticia, obtenido por los
camarones que fueron alimentados con dietas con levadura activa aglomerada, no
se debié a la fijacion de la levadura al fracto intestinal de los camarones, si no
probablemente a los otros benéficos que poseen los probiéticos (aumento de la
digestibilidad y asimilacion de nutrientes).

62



RECOMENDACIONES

Al fabricar una nueva dieta o al utilizar una ya existente, se debe verificar
la buena estabilidad de la misma, antes de ser empleada en los camarones.

Al fabricar una dieta en una peletizadora industrial se debe aplicar un
marcador, a fin de verificar el correcto mezclado de los macro y microingredientes.

Los camarones utilizados en los bioensayos deben pertenecer la lote normal
del estanque y nunca a los lotes de los extremos de la campana de Gaus.

Los camarones que se utilizen en un bjoensayos en donde se estudiara la
tasa de crecimiento, conversion alimenticia y sobrevivencia, deberan tener un peso
inferior a los 500 mg a fin de obtener los mejores resultados y cuando se trabaje
con el tracto intestinal es preferible trabajar con camarones de mas de 1g a fin de
extraerles el tracto intestinal sin muchos problemas.

Se recomienda otras pruebas de viabilidad tomando como testigo a
Procreatin.

Es recomendable que se utilice S. exiguus secas al momento de extruir una
dieta, ya que el exceso de humedad repercute en la estabilidad de las dietas.
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APENDICE |

Composicién de la solucidn mineral en el medio de cultivo para S. exiguus.

NH,CI  25g/
KH,PO, 25"
MgSo, 12"

Tabla 20. Composicién del Liquido de Remojo de Malz ( Palacios, 1993).

IT——-_—' = — =

Nitrégeno Total 40 Ceniza 1.2 Totales 51.0
Ac. Lactico 15.01 Azu, Reductor 96 AzU. Reductor Des, de Hidrojiss 68

MICROINGREDIENTES (%)

Alanina 25 Valina 35 Hiemo 0.01-0.3
Potasio 20.0 Fenilalanlna 20 Cakia 0.01-0.03
Arginina 8 Fesforo 1§ Cromo 0.001-0.003
Ac. Glutamico 8 Cisteina 10 Plata 0.001-0.003
Leucina 6 Metionina 10 Plomo 0.001-0.003
Prolina 5 Sodio 0.3-1 Magnesio 0.003-0.3
isoleucina 35 Cobre 0.01-0.3 Zinc 0.003-0.08
Treonina 35

Vitaminas B (ug g

Aurelina 41-49 Rivofiavina 3947 Ac. Folico 0.26-06
Bivtinas 0.34-0.38 Pantotenato de Calcio 14.5-215 Nicotinamida 30-40

————— =)

ANALISIS ESTADISTICO (Palacios, 1993)
Anatisis de regresion de la variable de agitacion (RPM) en funcion Yx/s
(coeficiente de rendimiento celular en base al sustrato).

RPM Y cal (Yx/s)
200 0.184
300 0.188
400 0.192
500 0.196
600 0.200
700 0.204
800 0.208

Valor en negrillas es el escogido para la fermentacién

Analisis de regresién de la variable de aereacién (VVM) en funcién Yx/s.
VWM Y cal (Yx/s)

0.5 0.148
1.0 0.204
15 0.228
20 0.222

valor en negrﬂias es el escogido para la fermentacion
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Figura 24. Efecto de la velocidad de agitacién (RPM) sobre el coeficiente de rendimiento celular
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;‘gura 25, Efecto de la cantidad de aire (VVM) sobre el coeficiente de rendimiento celular (Yx/s) de
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Figura 26. Variaciones del pH durante la fermentacién de S. exiguus.

Mexcla vitaminica DE LAS DIETAS | a V . La mezcla vitaminica s de |la merca OVNI de Omnitrition
intemational, Inc. EU.A.

Carbohidratos 12 g Sodio 23 mg
Potasic 250 mg Vitamina A 100 mg
Vitamina C 200 mg Tiamina (B,) 100 mg
Rivoftavina (B,) 100 mg Niacina 100 mg
Calcio 10 mg Vitamina D 50 mg
Vitamina E 100 mg Vitamina By 100 mg
Vitamina B,, 1060 mg Magnesio 10 mg
Zinc 100 mg Cobre 25 mg

Biotina 50 mg Ac. Pantotenico 100 mg
Manganeso 05 mg Selanio 50 mg
Cloro 50 mg
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Figura 28. Estructura de los tanques de experimentacion de la sala de bioensayo.
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Fura 29, Sistema de recirculaci6n del agua en la sala de bioensayos,
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APENDICE Il

Tabla 21. Viabilidad de las levadura BIOSAF en dietas peletizadas.

DETA® NCTO NCVB DIETA NCTO NCVB DIETA NCTO NCvB
A 0.0 0.0
0.1 x 10
0.3 x 10
Prom. 0.0 0.2 x 10'
B 56x 10 3.2x 10° C 750x%x10° | 24x10°
16x 10’ 12 x 10° 127x 10" | 14x10°
1.2x 10° 1,2x 10°

Pom. | 36x 107 18x10° ]| Prom. | 43x10 1.7 x 10°

) 6.02x 10" | 1.06x 10* E 870x 10" | 1.3x10* F 129 x 107 1.14 x 10°
15x 107 1.8x 10 6.7 x 107 1.2%10* 79%x 10 1.1x 10
4.08 x 10* 2x10* 4x10'

Fom. | 3.7x10° 2.3x 10° Prom. | 7.70x 10" | 15x10° } Prom, 45x 10 208 x 10*

Tabla 22. Viabilidad de la levadura BIOSAF en las premezcias de las dietas extruidas.

#ﬁm————_
LEVADURA | DIETA NCTO NCVB DIETA NCTO NCVE
— 1 0.0 0.1 x 10’
FINA 2 33x10" | 79x1¢ 3 73x10° | 6x 10
MEDIA 4 42x10° 1.1x 10 5 78x10" | 2x 10
GRUESA 6 1.1x 10 1x 107 7 g4x10* | 4x10 |

Tabla 23. Viabilidad de las levadura BIOSAF en dietas extruidas.
= e —— ———

T — =
LEVADURA | DIETA NCTO NCVB DIETA NCTO NCVE
— 1 0.0 090
0.1 x 10°
FINA 2 1.25x 10? 6.8x 10 3 8.5 x 10° 3x 10
78x10' 1.2x10'
MEDIA 4 38x 10? 1.3x 10' 5 49x 10 1x 10! i
1.2 x 10! 1x10'
GRUESA 8 3.9 x 10° 1.1x 10" 7 82x 10% 3x 10'
12x 10 3x1Q'
=I=.
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Tabla 24. Lixiviacién de la

s dietas peletizadas con Yevadura B!OSAF fina,

—

e —
Horas | SAL | DIETA | Hum | s | pieta | wum | pus
1 5 B | 4415 | 771 | ¢ | s602 | 1542
2 4531 | 2480 893 | 2782
1 35 B |49 [ 53 [ ¢ | 5003 | eso
2 .12 | 11.01 4898 | 1475
1 65 8 | 5112 381 | ¢ | s215 | 28
2 | 5350 | 830 5355 | 544
Nota: La salinidad (SAL) estd basada en ppm y la humedad (HUM) y 1a perdida de materia seca
(PMS) estén basados en %.
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APENDICE i

MEZCLA VITAMINICA USADA EN LAS DIETAS PELETIZADAS
\itamina A 6'000,000 Ul Niacina 15,000

@
Vitamina D3 3'000,000 U.l. Riviflavina 4,000 o
Vitamina E 4,000 U.l. D-Pantotenato de calcio 3,000 m
Vitamina K 1,500 U.l.  Vitamina B, 6 m
Cloruro de colina 100,000 mg Antioxidante 140,000 1]
Excpiente c.b.p. 2,000 mg

COMPACTANTE DE ALIMENTOS BALANCEADOS (CP 1000-C).

Urea U.S.P. 40 %
Polimetilcradanida 106 %
Silprec 93 %
Vehiculo 401 %

ANALISIS ESTADISTICOS DE CORRELACION
PROCESS IF (DIETA EQ 1).

CORRELATIONS /VARIABLES TCA COMSU SOBRE CRE WITH TCA COMSU
$O0BRE CRE /OPTIONS /STATISTICS all.

Veriable Cases Mean Std Dev
TCA 7 10.7185 0.6053
COMSU 7 9.7885 1.0282
SOBRE 7 68.5714 15.7359
CRE 7 26.1910 8.1276
Comelations: TCA CcOMSU SOBRE CRE
TCA 1.0000 0.6918 -.8651 7373
( N (D (7N (N
P=.000 P=.043 P= .006 P=.029
COoMSU 6918 1.0000 -7142 .8350
( N (7 (7 (7N
P=.043 P=.000 P=.036 P=.010
SOBRE -.8651 -7142 1.0000 - 7613
( N ("N (7 (N
P= .006 P=.036 P= .000 P= .023
CRE 7373 .8350 - 7613 1.0000
( 7 (7 ) (7
P= .029 P=.010 P= .023 P= 000

{Coefiicient / (Cases) / 1-tailed Significance), " . " Is printed if a coefficient cannot be computed
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PROCESS IF (DIETA EQ 2).
CORRELATIONS /VARIABLES TCA COMSU SOBRE CRE WITH TCA COMSU
SOBRE CRE /OPTIONS 1/STATISTICS all.

Variable
TCA
COMSU
SOBRE
CRE

Cases

NN~

Correlations:
TCA

COMSU

SOBRE

CRE

TCA
1.0000
(7
P=.000
1.0000
(7
P= .000
-.6963
(N
P=.041
4482

("
P= .157

Mean Std Dev

7.9320 4011

96374 4873

77.1429 17.9947

32.7299 0.3323
COMSU SOBRE
1.0000 -,6983
(7 (N
P=,000 P= .041
1.0000 -6962
(7D (7
P= .000 P= 041
-.6962 1.0000
(7 (7
P=.041 P= ,000
4482 -.2032
(D (7
P= 157 P= 331

CRE
4482
(7
P= 157
4482
(7
P= 157
-.2032
(D
P=.331
1.0000

(7
P= 000

(Coefficient / (Cases) / 1-tailed Significance). " . " is printed if a coefficient cannot bs computed

PROCESS IF (DIETA EQ 3).
CORRELATIONS /VARIABLES TCA COMSU SOBRE CRE WITH TCA COMSU
SOBRE CRE /OPTIONS 1/STATISTICS all.

Variable Cases
TCA 7
COMSU 7
SOBRE 7
CRE 7

Comrelations:
TCA
COMSU

SOBRE

CRE

TCA
1.0000
(D
P=.000
9902

« 9
P=.000
-.7946
(0
P=.016
7501

(N
P=.026

Mean Std Dev

11.4507 9035

9.2183 7187

85.7143 15.1186

222979 11.1679
COMSU SOBRE
9992 ~.7946
(9 ( 7
P=.000 P=.016
1.0000 -.7981
(D ( 7
P= .000 P= 016
-.7981 1.0000
(D (7
P=.016 P= 000
7492 -.3429
(7 (7N
P= .026 P= 226

CRE
7501
(7
P= 026
7492
(7
P=.026
-.3429
{7
P= 226
1.0000

(7
P= 000

{Cosfficient / (Cases) / 1-tailed Significance), " ." is printed if a cosfficient cannot be computed
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