





BIBLIOTECA
CICESF

CENTRO DE INVESTIGACI(')N CIENTIFICA
Y DE EDUCACION SUPERIOR DE ENSENADA.

DIVISION DE OCEANOLOGIA

DEPARTAMENTO DE ECOLOGIA

DISENO Y EVALUACION DE UN ALIMENTO NEBULIZADO PARA LA

LARVICULTURA DE CAMARON BLANCO, Litopenaeus vannamei.

TESIS

que para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de MAESTRO

EN CIENCIAS presenta:

CARLOS ENRIQUE MEDINA REYNA

Ensenada, Baja California, México. Noviembre de 1998.



RESUMEN de la Tesis del C. CARLOS ENRIQUE MEDINA REYNA, presentado
como requisito parcial para la obtencién del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en
ECOLOGIA MARINA. Ensenada, Baja California, México, Noviembre de 1998.

DISENO Y EVALUACION DE UN ALIMENTO NEBULIZADO PARA
LA LARVICULTURA DEL CAMARON BLANCO, Litopenaeus vannamei..

Resumen aprobado por:

Este trabajo evalua el desempefio de un alimento nebulizado (AN) ligado con dos
ficocoloides (x-Carragenano y Alginato de Calcio) en la produccién de larvas de camarén
blanco (Litopenaeus vannamei). La disolucion media de sdlidos de los alimentos
producidos con la técnica de secado por aspersién depende de la concentracion del
ficocoloide y tiempo, resultando menor en la concentracién de 5% y 2%, en base seca, para
el k-Carragenano (KAR) y Alginato de Calcio (ALGIN), respectivamente. En ambos casos
se formaron microesferas con tamafios medios de particula que variaron de 8.45 a 27.28
um. La evaluacidn bioldgica se realiz6 sembrando 100 nauplios por litro en matraces
redondos de 1.5 L. Se adiciond una dosis unica inicial de microalgas vivas (SDLA) que
consisti6 de 70 cél mL™ de Chaetoceros muelleri y 30 cél mL' de Isochrysis galbana. La
racién diaria de alimento nebulizado varié de 6 a 16 mg L™ d' cada cuatro horas de 08:00 a
20:00. No se realizé recambio de agua durante los 10 dias del experimento. El alimento
control consistio del régimen convencional de microalgas y Artemia. Con el alimento
nebulizado con KAR las postlarvas tuvieron la mayor sobrevivencia (61+4.6 %), peso seco
individual medio (104+20.9 pg) y una elevada tasa metamorfica (81£14 %), seguido por el
alimento con ALGIN vy sin ligante. Sin embargo, el alimento nebulizado con KAR resulté
equivalente al alimento vivo (p<0.05), salvo en la tasa metamorfica. Los alimentos
nebulizados produjeron més amoniaco y nitrito en el agua que el alimento vivo, aunque no
rebasaron los limites de toxicidad recomendados.

Palabras claves : Disefio, alimento nebulizado, larvicultura, Litopenaeus vannamei.



ABSTRACT of the Thesis of CARLOS ENRIQUE MEDINA-REYNA, presented as
partial fullfillment to obtain the degree of MASTER OF SCIENCE in MARINE
ECOLOGY. Ensenada, Baja California, Mexico. November 1998.

DESIGN AND EVALUATION OF A SPRAY-DRIED FEED FOR
THE LARVICULTURE OF WHITE SHRIMP Litopenaeus vannamei.

ABSTRACT

The present work evaluates the effectiveness of several formulations of spray-dried
feed (SDF) manufactured with either one of two phycocolloids, Ca-Alginate (ALGIN) or
Kappa-Carrageenan (KAR), or no binder at all (SL) for the commercial larviculture of
white shrimp (Litopenaeus vannamei). Mean solid disolution of SDFs was time and
phycocolloid concentration dependent. Mean solid disolution of SDFs indicated that
optimum levels of KAR and ALGIN were 5% and 2%, dry weight basis, respectively. Mean
particle size of microspheres ranged from 8.45 to 27.28 um. Feeding trials were carried out
with larvae from captive breeders. One hundred nauplii per liter were stocked in 1.5 liter,
round-bottom flasks. To stimulate larval digestive enzimatic activity, Chaetoceros muelleri
(70 cell pL"y and Isochrysis galbana (30 cell uL!y were added live, in a single dose at
Nauplius VI stage. The larvae were fed 6 to 16 mg L™ da’ every four hours from 8 :00 am to
8:00 pm for 10 days, without water changes. The control treatment consisted of live
Chaetoceros muelleri (100 cell pL'l), Tetraselmis suecica (20 cell pL™") and newly-hatched
Artemia nauplii (5 mL™), the typical conventional food in hatcheries. The SDF with KAR
yielded the highest postlarval survival rates (61+4.6 %), individual dry weight within the
normal range (104£20.9 pg) and the highest metamorphic rate (81+14 %). Although the
KAR formulation was not significantly different (p>0.05) from the control as far as survival
rate and individual dry weight are concerned, it yielded higher metamorphic rates than the
control. Treatments with SDFs produced more unionised ammonia and nitrite than the
control, but did not exceed toxic levels established for larval penaeids.

Keywords : Design, spray-dried feed, larviculture, Litopenaeus vannamei.



DEDICATORIA

Sen mde,

A Wontaonat 4 Cartoe AHfones, molive canstante de mi eviolencia;

A Ronina, mi siempre compasiona de esta aventuna - pesadilla-realizacion;

A mis padnes, mis aliadsa.



AGRADECIMIENTOS

Muchas personas participaron directa e indirectamente en la realizacion de este
trabajo asi como en la formacién de su servidor.

A Manuel Acosta, quien creyo y confié en mi; Carlos Martinez, Cristina Chavez y
Ruth Pedroza les agradezco por habernos comprometido en este trabajo. Beatriz Cordero
por su especial apoyo y amistad. A Fernando Diaz, Victor Wong, Facundo Marquez por sus
observaciones. A Jaime Farber por su apoyo. A Luis Gradilla por su asistencia en la
presentacion.

A Ana Calero, Cecilia Flores, Leén Olivera, Norberto y Pati, por su amistad y
compaierismo en CICESE.

A mis profesores, amigos, alumnos y compafieros de Ensenada, Mazatlan y Puerto
Angel.

A Irma Martinez, Blanca Gonzélez, Ana Puello, Ravinder Singh Sangha, Nuno
Simoes, Patricia Dominguez, Rosa Medina, Omar Calvario, Marisol Morales, y Crisantema
Hernandez, todos del CIAD-MZT.

A Maximo Raymundo Leyva, Samuel Zarate y los demés pesqueros de Salina Cruz
en Mazatlan.

A Amelia Chavez, Blanca Mufioz, Lupita Morales y Cecilia Gonzélez por hacer
mas sencillo la nutricién bibliotecaria.

Al Dr. Rubén Ricérdez, por su apoyo en UMAR, Dra. Beatriz Avalos y Dr. Jests
Ponce Palafox por sus comentarios.

Al CONACYT, por mantenerme a dieta de procuraciéon durante este lapso que se
llamé maestria.

A mis padres, que afortunadamente me complementaron esa dieta del CONACYT.



RECONOCIMIENTOS

Este trabajo fue posible gracias al apoyo de los proyectos: "Evaluacion de la
capacidad digestiva de las larvas de camardn Penaeus vannamei frente a los diferentes
constituyentes de la dieta, mediante estudios zootécnicos, bioquimicos e histologicos"
registro CONACyYT No. 0556P-N9506 y “Efecto de diferentes niveles de vitamina C en
microencapsulados y dietas vivas en larvas de camardn blanco Penaeus vannamei” registro
CONACyT No. 0718P-T9506, otorgados a Dr. Carlos A. Martinez Palacios y a la Dra.

Cristina Chavez Sanchez, respectivamente, ambos del CIAD-Unidad Mazatlan.



CONTENIDO

INTRODUCCION

I.1. La alimentacion artificial en el larvicultivo del camaron

[.2. Objetivos

1.3. Establecimiento de las hipotesis de trabajo

. MATERIALES Y METODOS

I1.1. Esquema metodoldgico
I1.2. Disefio del alimento nebulizado
I1.2.1. Requerimientos nutricionales de las larvas de camaron
I1.2.2. Seleccion de ingredientes
I1.2.3. Formulacién basal del alimento
I1.2.4. Uso de ficocoloides como ligantes
I1.2.5. Definicién de los parametros del proceso de nebulizacion
I1.3. Evaluacion fisicoquimica del alimento nebulizado (AN)
I1.3.1. Disolucién de sélidos y morfologia
I1.3.2. Analisis de distribucion de tamafios
I1.3.3. Analisis proximal
I1.3.4. Analisis de datos
I1.4. Uso de alimento nebulizado en la cria larvaria de camardn blanco
I1.4.1. Abastecimiento de nauplios
I1.4.2. Unidades experimentales
I1.4.3. Procedimiento de la cria larvaria del camaré6n blanco
I1.4.4. Calidad de agua
I1.4.5. Analisis de datos

0 00 N NN W

12
13
16
L7
17
18
18

19
20
20
22
22



CONTENIDO (Continuacién)

Pégina

ITII. RESULTADOS 23

I1I.1.Evaluacidn fisicoquimica del alimento nebulizado 23

ITI.1.1. Disolucién de sélidos 23

III.1.1.1. Alimento ligado con k-Carragenano (KAR) 23

III.1.1.2. Alimento ligado con Alginato de Calcio (ALGIN) 26

II.1.2. Morfologia 29

I11.1.2.1. Alimento ligado con x-Carragenano (KAR) 29

II1.1.2.2. Alimento ligado con Alginato de Calcio (ALGIN) 29

III.1.3. Anaélisis de distribucioén de tamafio 32

III.1.4. Analisis proximal 32

II1.2. Evaluacién biologica del alimento nebulizado 33
IT1.3. Acumulacién y remocién estimada de metabolitos toxicos durante

la evaluacion bioldgica del alimento nebulizado 35

IV. DISCUSION 38

IV.1. Evaluacion fisicoquimica del alimento nebulizado 38

IV.2. Evaluacion bioldgica del alimento nebulizado 43

IV 3. Produccién de metabolitos durante la crianza larvaria 48

V. CONCLUSIONES 51

LITERATURA CITADA 53

FECHA DE INGRESO

MAR 24 1999
L_BIBLIOTECA CICESE




LISTAS DE FIGURAS

FIGURA Pigina
1 Proceso diagramatico de la elaboracion del alimento
nebulizado. 15
2 Efecto de la concentracion de x-Carragenano (1, 2.5, y 5%) y

el tiempo (15, 30, 60, y 90 minutos) en la disolucion media de

sélidos del alimento nebulizado con este ficocoloide. Los

puntos indican la media = D. E. 24,

3 Efecto de las variables descritas en la Tabla III y el tiempo
(15, 30, 60 y 90 minutos) en la disoluciéon media de sélidos
del alimento nebulizado con Alginato de Calcio. Los puntos

indican la media + D. E. 28

4 Microesferas nebulizadas conteniendo diferentes
proporciones, en base seca, de x-Carragenano. A : 1%, B:

2.5% 7y C : 5%. 30

S Microesferas nebulizadas a diferentes condiciones (Tabla IIT)
empleando Alginato de Calcio como ligante y seleccionadas a
partir de la disolucion de sélidos. A : AF1,B: AF2,C: AFS5y
D : AF7. 31



TABLA
I

I

v

LISTA DE TABLAS

Composicion proximal media (n=3, % en base seca) de los
subproductos pesqueros preseleccionados en el Puerto de

Mazatlan, Sinaloa. ELN : Extracto libre de Nitrogeno.

Composicion de ingredientes (g Kg'l) de la dieta (CIAD-DME-

03) para larvas de camaron blanco, Litopenaeus vannamei.

Disefio experimental para seleccionar la condicién dptima

de ALGIN para la nebulizacion del alimento.

Anadlisis de Varianza factorial de medidas repetidas (Modelo I)
del efecto de la concentracion de x-Carragenano (A :1, 2.5, y
5%), tiempo (B : 15, 30, 60, y 90 minutos) e interacciones sobre
la disolucién de sélidos del alimento nebulizado con KAR.

Nombre individual de los tratamientos como en el texto.

Anédlisis de Varianza factorial de medidas repetidas (Modelo I)
del efecto de la concentracion de CaCl, como gelificador (A :
80 y 280 mg), pH (B: 3 y 7), concentracion de Alginato de
Calcio (C: 2 y 4 g), tiempo (D : 15, 30, 60, y 90 minutos) e
interacciones sobre la disolucion de sdlidos del alimento
nebulizado con ALGIN. Los nombres de los tratamientos como

en la Tabla III.

Pagina

11

16

25

27



VI

Vil

VI

LISTA DE TABLAS (CONTINUACION)

Caracteristicas del tamafio de particula (um) de los mejores

tratamientos obtenidos en la nebulizacion del alimento.

Valores medios del Peso seco (% PS) composicion proximal (%
con base en PS) y nivel de energia (kJ g PS) de los alimentos
seleccionados con base en su caracterizacion fisicoquimica. Los

datos son medias + D. E. (n=3).

Valores medios de sobrevivencia, peso seco individual,
longitud del caparazén y tasa metamorfica de las larvas de
Litopenaeus vannamei alimentadas con alimento nebulizado
ligado con diferentes tipos de polimeros. D. E. : Desviacién

estandar en paréntesis.

Acumulacién y remocidn estimada de nitrito (mg Iy N-NO,) y
amoniaco (mg L' N-NH3) durante la crianza larval de camarén
blanco. P, : Produccién de amonio por alimento. R4 : Consumo

de amoniaco.

32

33

34

37



DISENO Y EVALUACION DE UN ALIMENTO NEBULIZADO PARA LA

LARVICULTURA DE CAMARON BLANCO, Litopenaeus vannamei.

I.  INTRODUCCION

El cultivo de camarén es el sector acuicola de mayor crecimiento a nivel mundial
(Phillips et al., 1993) debido a los incentivos de un alto precio, generacion de empleos,
entrada de divisas extranjeras, desarrollo de tecnologia de cultivo, y la disponibilidad de
larvas de laboratorio (Chitravadivelu, 1992). Esta tendencia se ha presentado en México, en
donde de 2 000 toneladas producidas en 1985 se ha llegado a 15 867 ton. en 1995 (Reyes-
Quintero y Reyes-Moreno, 1996), por lo que es el segundo productor latinoamericano y
décimo a nivel mundial (Sierra, 1996). Los niveles de produccién de esta biotecnologia
estan basados en la operacion de 200 granjas de engorda y de 18 laboratorios de producciéon
larvaria o LPL (Rosenberry, 1997).

La produccion comercial de camar6n se basa en la siembra de postlarvas (Maugle,
1993), la cual tiene dos fuentes de abastecimiento: larvicultivos y medio silvestre.
Cualesquiera que sea el origen de las postlarvas, el factor que determina el fracaso de una
operacion comercial de engorda es su calidad (Hernandez-Gonzélez, 1997).

En México, la produccién de postlarvas por los larvicultivos solo llega a cubrir el
30% de la demanda, por lo que 3 736 millones de postlarvas deben capturarse del medio
natural o adquirirse en el extranjero (Sierra, 1996).

Recientemente, Kraus (1996) demostr6 en Ecuador que el éxito del cultivo de

camar6n debe basarse en la capacidad de siembra en cualquier época del afio, es decir no



depender de la produccidn silvestre de postlarvas, de tal manera que se incremente la
disponibilidad de camardén para cualquier mercado. Esta capacidad se adquiere
exclusivamente con el desarrollo biotecnoldgico que los larvicultivos logran y que permiten
la permanencia en el mercado (Chamberlain, 1995). La oferta de los LPL esta determinada
por multiples factores biotécnicos, siendo la alimentacién y enfermedades, los mas
sobresalientes (Sorgeloos y Léger, 1992 ; Jones et al., 1993).

El reto del larvicultivo es la produccién de organismos que sean semejantes a los
producidos en la naturaleza (Bengtson, 1993), aunque como se menciond anteriormente, la
alimentacion y enfermedades hacen que la mortalidad comiinmente sea muy alta. La
alternativa para controlar estos factores de la produccién masiva, es el uso de alimento de
alta calidad que mantenga un ambiente saludable, reduzca el riesgo de enfermedades y que
permita una sustancial disminucién en los altos costos del alimento vivo, que a menudo
presenta una alta variabilidad nutricional (Yufera y Lubidn, 1990 ; Brown ef al., 1997 ;

Cordero-Esquivel ef al., 1996).

I.1. La alimentacién artificial en el larvicultivo del camarén

La larvicultura consiste en la crianza de larvas planctotréficas que pasan por varios
estadios, los cuales poseen distintas estrategias de alimentacion. En la naturaleza, las larvas
dependen basicamente de diatomeas y zooplancton (Preston et al., 1992) que les brindan
todos sus requerimientos nutricionales. En laboratorio, se trata de emular la alimentacion

natural a través de cultivos masivos monoalgales y de Artemia. Dichos cultivos presentan



(US)

una alta variabilidad en su produccion y calidad (Brown et al., 1997 ; Mourente y
Rodriguez, 1997) por lo que los beneficios obtenidos por esos organismos deja mucho que
desear (Benneman, 1992). Como paliativo a esta situacién, se ha desarrollado el alimento
artificial, cuya aplicaciéon radica en el reemplazo parcial o total del alimento vivo
(Sorgeloos y Léger, 1992; Muir y Sutton, 1994). El alimento artificial puede clasificarse, de
acuerdo a su presentacion, en alimento seco y alimento liquido. Los alimentos secos gozan
de gran popularidad por ser los primeros en ser lanzados al mercado. Jones et al. (1974),
modificaron la técnica de polimerizacion interfacial de Chang et al. (1966) y obtuvieron
una microcapsula que se probo experimentalmente para larvas de camarén, langostino y
Artemia (Jones et al., 1975, 1979, 1987). Posteriormente, Kanazawa et al. (1982),
describieron la preparacién de alimento microligado y microcubierto para larvas de
camardn, como una alternativa sencilla a la microencapsulacion (Teshima et al., 1983;
Teshima y Kanazawa, 1983; Bautista et al., 1989; Koshio et al., 1989). Como una medida
para disminuir los problemas de lixiviacién y estabilidad, problemas comunes con
alimentos secos, Villamar y Langdon (1993), sofisticaron la preparacion del alimento
microencapsulado mediante la creacién de una doble capa que cubre el nicleo de las
capsulas. Recientemente, el alimento liquido entra al mercado del alimento artificial por
medio de lipoesferas hidroestabilizadas y microemulsiones estables (D. F. Villamar, Cargill
Feeds, Inc.)

A pesar de que al inicio de esta industria, el principal problema a vencer era de

indole tecnologica (Jones et al., 1975), actualmente la investigacion se centra en la



busqueda de ingredientes digeribles y asimilables que promuevan “un ambiente amistoso”
con las larvas (Jones, 1995), sin olvidar el factor econémico, ya que este siempre dicta el
uso proporcional del alimento. Bajo este contexto, las técnicas para elaborar alimento seco
se han adecuado paulatinamente conforme el mercado se va diversificando. Una de las
técnicas que ha sido poco explorada para este fin es la del secado por aspersiéon o spray
drying, con gran potencial para ingredientes frescos y labiles pues el producto obtenido
presenta poca modificacion quimica debido a la rapidez del proceso (Dziezack, 1988 ;
Biedenbach et al., 1990 ; Mourente y Rodriguez, 1997).

Jones et al. (1997b), manifestaron que existe poca informacion sobre la nutricion
larvaria de camarones y que esta es una gran limitaciéon en el desarrollo de las dietas
artificiales. Sin embargo, el reemplazo del alimento vivo puede hacerse mejorando la dieta
basandose en estudios de la fisiologia digestiva de las larvas o modificando las estrategias
de alimentacién y el ambiente larvario (Jones et al., 1997c).

El conocimiento de la fisiologia digestiva de las larvas ha permitido explicar las
carencias de la alimentacion artificial y de las deficiencias de los regimenes de alimentacion
existentes (Abubakr y Jones, 1992; Jones et al. 1997a; Kumlu y Jones, 1995, 1997; Jones,
1998) pero ha servido para delimitar el grado de éxito de otros compuestos que intervienen
en la digestibilidad de la dieta. Ante esta tendencia, Puello-Cruz (1996) basada en la
actividad de las enzimas proteoliticas encontr6 que, para las especies del Pacifico mexicano
sujetas a cultivo, las larvas presentan una tendencia carnivora. En estrecha relacion a lo

anterior, Jones ef al. (1997a) sefialaron que ante la imposibilidad fisiolégica de las larvas



carnivoras y omnivoras de aumentar los niveles enzimdticos en respuesta a dietas
artificiales, el uso de alimento vivo es el inico método de cultivo, de tal manera, que el
reemplazo parcial de microalgas mas una dieta de proteina facilmente digerible
proporcionard los mejores resultados para especies que exhiban ese comportamiento

fisiolégico.

I1.2.  Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es disefiar y evaluar un alimento nebulizado
para el larvicultivo de camaron blanco induciendo la produccién de enzimas digestivas a
través de una dosis unica inicial de microalgas vivas.

Como objetivos especificos se plantean los siguientes:
1.- Seleccionar macro-ingredientes disponibles regionalmente para la formulacion de una
dieta semipurificada para larvas de camar6n blanco.
2.- Emplear el proceso de nebulizacion en la elaboracion del alimento.
3.- Seleccionar y determinar la concentracion adecuada de los polimeros, Alginato de
Calcio (ALGIN) y k-Carragenano (KAR), empleando como pardmetros la disolucion de
solidos y morfologia del alimento obtenido.
4.- Evaluar el alimento producido con las concentraciones adecuadas de polimeros

empleando el andlisis de distribucion de tamafio de particula y andlisis proximal.



5.- Evaluar los alimentos obtenidos en base a lo anterior en el larvicultivo de camarén
blanco empleando la dosis Unica inicial de microalgas vivas como estimuladores de la
actividad enzimatica.

6.- Determinar la produccién de amonio no ionizado y nitrito de cada tipo de alimento

producido.

1.3. Establecimiento de las hipétesis de trabajo

Para el presente estudio se establecieron tres hipdtesis que predicen que :

H,: La disolucién de solidos de los alimentos elaborados con cada polimero no es diferente

en las concentraciones y/o condiciones a probr.

H,: Los alimentos producidos con la concentracion adecuada de cada polimero proporciona
una sobrevivencia, crecimiento y tasa metamorfica equivalente al alimento vivo durante la

cria larvaria del camarén blanco.

H;: La produccion de amonio no ionizado y nitrito es igual entre los alimentos

desarrollados y el alimento vivo durante el larvicultivo de camarén blanco.



II. MATERIAL Y METODOS
II.1. Esquema metodolégico

La idea detras de este estudio fue proporcionar al sector camaronicola un alimento
tecnoldgicamente factible que permita, por un lado, disminuir los altos costos en la
produccion de larvas de camaron, y , por otro, incidir en estudios que optimicen la calidad
de las postlarvas mediante la administracion oral de nutrientes especificos. Para esto, la
metodologia descrita en esta seccion adopta un mecanismo reduccionista basado en
aspectos tecnologicos desarrollados desde 1980. Este estudio, busca en el apartado I1.2 y
I1.3, determinar la condicion optima de dos ficocoloides para la preparacion de microesferas
mediante el proceso de nebulizacion (Apartado I1.2.5.) para después evaluarlo en la crianza
larvaria de camar6n empleando un régimen alimenticio recientemente descrito (Apartado

11.4)

II.2. Diseiio del alimento nebulizado

Se siguio, en la medida de lo posible, el protocolo recomendado por Tacon (1987)
para la preparacion de alimento artificial para peces y crustadceos. La siguiente metodologia
es una modificacion debida a los modos de alimentacion planctotrdfica de las larvas de la

especie involucrada en este estudio.



I1.2.1. Requerimientos nutricionales de las larvas de camaron

No existen trabajos que evaluén sistematicamente los requerimientos nutricionales
de los estadios tempranos de vida de las diferentes especies de camaroén (Dall et al., 1990).
El enfoque empleado para intuir estos requerimientos es imitar la composicion proximal de
las presas naturales de las larvas de camardén (Preston et al., 1992). En base al perfil de los
alimentos usados en cultivos de larvas y a los requerimientos nutricionales inferidos de los
ensayos de mantenimiento larvario (Jones et al., 1997b), para este estudio se manejo el
siguiente requerimiento nutricional : 50% de proteinas, 15% de lipidos, y 15% de
carbohidratos, con un contenido caldrico de 16.86 KJ g'l. Se empled la adiciéon de las
premezclas de vitaminas y minerales para larvas carnivoras presentada por Tacon (1987) y

recomendado por Puello-Cruz (1998).

I1.2.2. Seleccion de ingredientes

Los macroingredientes para la dieta analizados en este estudio fueron seleccionados
por su calidad nutricional, costo, y disponibilidad en el drea de Mazatlan, Sinaloa. Para
esto, los productos preseleccionados fueron: pulpa de camarén (Litopenaeus vannamei),
pulpa de pescado (Polylepis sp), manto de calamar (Loligo opalescens), pulpa cocida de
jaiba (Callinectes toxota), gonada de atin (Thunus albacares), y pulpa de ostion
(Crassostrea iridescens). A cada subproducto se le realiz6 el analisis proximal, descrito en

el apartado II.3.3. Los resultados de este analisis se presenta en la Tabla I.



Tabla 1. Composicion proximal media (n=3, % en base seca) de los subproductos
pesqueros preseleccionados en el Puerto de Mazatlan, Sinaloa. ELN:

Extracto libre de Nitrogeno.

Subproducto Proteina Lipidos ELN Cenizas
Pulpa de camaron 7592 331 4.00 5.81
Pulpa de pescado 88.92 1.56 6.51 2.9
Manto de calamar 68.07 4.36 6.05 6.91
Pulpa de jaiba 80.84 1.32 5.45 3.8
Gonada de atun 63.33 16.67 6.83 5.17

Pulpa de ostion 40.52 13.54 9.00 6.51




Pese a su alto valor protéico, se descartd a la pulpa de camarén por ser vehiculo
potencial de enfermedades virales, via transmision horizontal, presentes en las costas de
Sinaloa (Martinez-Palacios, C. A. Com. pers. CIAD-Mazatlan, Sin.) y su alto precio.

La pulpa de pescado se descartd por su mala calidad, derivada de un mal manejo del

producto, y su bajo contenido lipidico.

I1.2.3. Formulacién basal del alimento

En base a los puntos anteriores se realizé el balance de alimentos empleando la
técnica de tanteo mediante la aplicacion del algoritmo lineal disefiado en CIAD-Mazatlan.
Brevemente, el algoritmo tiene como datos de entrada los requerimientos nutricionales de la
especie, el porcentaje de inclusién de los macroingredientes y el andlisis proximal de los
mismos. Como salida tiene una féormula para preparar 100 g de alimento. Para este estudio,

la formula basal, CIAD-DME-03, se presenta en la Tabla II.



Tabla II. Composicion de ingredientes (g kg‘l) de la dieta (CIAD-DME-03) para

larvas de camarodn blanco, Litopenaeus vannamei.

Pulpa de ostion de placer 370.2
Came de atun aleta amarilla 118.4
Pulpa de jaiba azul 92.8
Manto de calamar 183.6
Aceite de girasol 15.2
Aceite de higado de Bacalao 1 52.8
Almidén de maiz 2 107.0
Lecitina de soya ' 10.0
Colesterol 5.0
Premezcla de vitaminas ** 1.0
Premezcla de minerales® 2.0
Rovimix Stay C 25 ° 2.0
Ligante Descrito en texto

Energia de (kJ g"):

Proteinas 9.00
Carbohidratos 2.58
Lipidos 5.28

Total 16.86

: Drogeria Cosmopolita SA de CV. México DF.

? Aranal SA de CV. México DF

* Sigma Chemicals, St. Louis, MO. USA.

* Tacon, 1987. *Premezcla de vitaminas (mg/Kg o IU/Kg por Kg de dieta):
mononitrato de tiamina 90 mg; riboflavina 90 mg; D-pantotenato de calcio 300 mg;
biotina 0.75 mg; acido félico 18 g; cianocobalamina 0.12 g; niacina 450 mg;
piridoxina HCL 90 mg; cloruro de colina 3200 mg; mio-inositol 2100 mg; acetato
de retinol 12000 mg; colecalciferol 4000 mg; acetato de DL-tocoferol 400 mg;
bisulfito de sodio menadiona (k) 14 mg; BHT 25 mg; Etoxiquina 100 mg.
®Premezcla de minerales (mg/Kg de dieta): 100 FeSO,.7H,0; 120 ZnS0,.7H,0; 12
CuS0,.7H,0; 1.2 CoS0Oy; 60 MnSO,.7H,0; 1.0 CrCl;.6H,0; 6 CalOs; 0.25 Se.

> Hoffinan-La Roche, Basilea, Suiza.
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I1.2.4. Uso de ficocoloides como ligantes

Las gomas o hidrocoloides de macroalgas (ficocoloides) son carbohidratos,
polimeros de azicares y/o acidos urdnicos. Los acidos 1,4,p-D-Manurénico y o-L-
Gulurédnico forman polimeros de alginatos (Heyraud et al., 1990) obtenidos de Macrocystis
pyrifera. Los dimeros alternantes de a-1,3 y B-1,4-Galactosa forman la estructura de los
polimeros de los carragenanos (Guist, 1990), obtenidos por Gelidium sp. y Gigartina
(Chondracanthus ) sp.

Debido a su disponibilidad regional y su aplicacion comercial en la industria
alimenticia como adelgazantes, geles, estabilizadores y/o emulsificantes, se selecciond al
Alginato de Calcio y x-Carragenano como ligantes en la fabricacion del alimento
nebulizado.

La inclusion del x-Carragenano ha sido ampliamente usado en la elaboracion de
alimento para larvas de camardn (Kanazawa et al., 1977; Kanazawa et al., 1982; Teshima y
Kanazawa, 1983; Teshima et al., 1983; Galgani y AQUACOP, 1989; Bautista et al., 1989;
Kanazawa, 1990; Koshio et al., 1989; Teshima et al., 1991; Koshio et al., 1992; Garcia-
Prisco y Baez-Dueiias, 1994; Lopez-Alvarado et al., 1994). En todos esos estudios, el nivel
de inclusion fue del 5%.

El uso de Alginato de Calcio en la preparacion de alimento artificial para larvas de
camardn no es comun aunque se reporta su utilizacion en la cria de otros crustaceos (Levine

etal., 1983 ; Villamar y Brusca, 1987 ; Cary et al., 1992 ; Polk et al., 1994).



11.2.5. Definicion de los pardmetros del proceso de la nebulizacién

La nebulizacién o secado por aspersion (Spray drying) es una tecnologia muy
empleada en la industria farmacéutica, quimica y alimenticia (Dziezak, 1988). El principio
reside en la atomizacién de una solucion por aire comprimido en una camara de desecacion,
y secado por una corriente de aire caliente. Este proceso tiene cuatro fases separadas
(Masters, 1985) :1) Nebulizacion de la solucion en forma de aerosol, 2) Contacto del
aerosol con aire caliente, 3) Secado del aerosol y 4) Separacion del producto seco y el aire
cargado con el solvente

El secado por aspersion proporciona dos tipos de productos que dependen de la
concentracion y caracteristicas del polimero: microcapsulas, en las cuales es evidente una
pared y un nucleo, y microesferas, creadas dentro de sistemas matriciales que parten de
mezclas complejas de liquidos que comprenden un principio activo disuelto con un
polimero en un solvente organico (Benoit et al., 1996).

Los sistemas de nebulizacién existentes son de dos tipos (Masters, 1985): a)
Turbina: La nebulizacion se realiza por un disco rotatorio, y b) Atomizador: La
nebulizacion se realiza por aire comprimido a través de un aspersor.

En la actualidad existen diversos equipos para el secado por aspersion que varian
desde el nivel laboratorio hasta la escala piloto y comercial. Benoit et al. (1996)
recomiendan el uso de aparatos a escala piloto ya que minimizan la variabilidad de los
resultados obtenidos con equipos de laboratorio.

El uso experimental del secado por aspersion en México se inicid con la aplicacion

de la goma de mesquite en la encapsulacion de aceites esenciales (Vernon-Carter y



Sherman, 1980). Debido al potencial de este polimero como agente encapsulante se incidi6
en la microencapsulacion de alimento para larvas de langostino con relativo éxito (Ponce-
Palafox' et al.,, 1995). Recientemente, Pedroza-Islas et al. (en prensa) reportan la
microencapsulacion de dietas para larvas de camarén empleando mezclas de polimeros
como goma de mesquite, goma arabiga, y maltodextrina. En base a las experiencias de esos

trabajos, se empleo el proceso descrito en la Figura 1.



Mezcla de ingredientes en licuadora,
excepto ligante y almidén,
en agua destilada.

Gelatinizacion de almidoén

y homogenizar con mezcla anterior. 3 s

Ultrahomogenizacion
Homogenizador Gaulin 2x
6000-8000 rpm

Adicion de ligante y gelificador

2 min.
Homogenizador Silverson L4R min

Adicion de Vitamina Cy BHT
Homogenizar de novo

Secado por aspersion
Mobile Minor Atomizer
In: 150°C, Out: 100°C
2 bary 20 mL.min

Empaque en bolsas de plastico
4°C y oscuras

Figura 1. Proceso diagramatico para la preparacion del
alimento nebulizado



I1.3. Evaluacion fisicoquimica del alimento nebulizado (AN)

Para la elaboracion del AN con «k-Carragenano (KAR) se probaron tres
concentraciones, con respecto a la base seca de los ingredientes : 1, 2.5 y 5%, denominadas,
en lo sucesivo, CF1, CF2 y CF3, respectivamente.

En el caso del uso del Alginato de Calcio (ALGIN) en la preparacion del AN se
disefiaron ocho formulaciones derivadas de dos concentraciones de agente gelificante

(CaCl,), dos pH y dos concentraciones de ALGIN (Tabla III).

Tabla III. Disefio experimental para seleccionar la condicion 6ptima de ALGIN en la

nebulizacion del alimento.

Tratamiento  [CaCl;] mg pH [ALGIN] g
AF1 80 3.5 2,
AF2 80 55 4
AF3 80 7 2
AF4 80 7 4
AF5 280 3.5 2
AF6 280 3.5 4
AF7 280 7 2
AF8 280 7 4

El enfoque empleado en este apartado es determinar, en base a la disolucion de

sélidos y morfologia, que tratamiento de cada ficocoloide es el mejor para la preparacion



del AN. Una vez realizado lo anterior, se evalud la distribucion de tamafio y analisis

proximal con el fin de continuar con su evaluacidn biolédgica.

I1.3.1. Disolucion de sélidos y morfologia

La técnica para la determinacion del lavado residi0 en pesar una muestra de
alimento y colocarla en un tubo de ensayo previamente pesado. Posteriormente se le agregd
al tubo de ensaye 25 mL de agua de mar y se incubd sin agitacion a 29°C durante 15, 30, 60
y 90 min. Después de la incubacion se filtré la muestra de alimento a través de un filtro
Whatman 40, previamente secado y pesado. El material filtrado se seco a 70°C por 36 h. Se
hizo un blanco de 25 mL de agua de mar. Esta prueba se realiz6 por duplicado.

Para examinar la estructura externa y la forma del AN, estos se cubrieron con grafito
por medio de un evaporador de metales JEOL. El AN cubierto se observé con un
microscopio electronico de barrido (JEOL modelo JSM-35CF). Las caracteristicas por

observar fueron: forma, pared, dimples, fracturas, y caps (Rosemberg et al., 1988).

I1.3.2. Andélisis de distribucion de tamafios

Se obtuvieron distribuciones volumétricas (volumen de particulas de cada clase de
didmetro) y acumulativas de tamafio del AN con un analizador de tamafios de particulas
Malvern modelo 2600 SBOD (Malvern Instruments, Malvern, Inglaterra), usando un
modelo lognormal (Masters, 1985). Este equipo proporciona un estimado del valor medio

del didmetro al 50% de la fraccion acumulativa de volumen (FAV). El diametro medio



(dso) y la desviacion estandar aritmética (,=0.5 [dgs-di6]) se calculd a partir de la curva de

distribucion acumulativa (Alexakis et al., 1995; Sun et al., 1995).

I1.3.3. Analisis proximal

Los macro-ingredientes y la dieta basal se analizaron para formular y confirmar su
perfil bromatoldgico. La humedad se determind por desecacion en estufa. Las cenizas se
calcularon a partir de calcinacion en mufla eléctrica. El extracto etéreo se estimo con el
método Soxhlet. La proteina cruda se cuantificé con el método Kjeldahl-Gunning
empleando un analizador TECATOR ®. Todas estas marchas son procedimientos aprobados
por la Association of Official Analytical Chemist (AOAC), 1990. La energia disponible se
calcul6 usando los factores de conversién 18.0, 35.2 y 17.2 kJ g en base seca para las

proteinas, lipidos y carbohidratos, respectivamente (Mourente y Rodriguez, 1997).

I1.3.4. Analisis de datos

Los datos se exploraron con la prueba de Kolmogorov-Smimov (K-S) como bondad
de ajuste a la distribucion normal; asi como la prueba de Bartlett que determina la igualdad
de variancias (Zar, 1984; Sokal y Rohlf, 1995).

Los datos provenientes de la prueba de disolucién de sdlidos fueron comparados a
través de un Analisis de Varianza (ANOVA) factorial de medidas repetidas (Steel y Torrie,
1960, Damon y Harvey, 1987) siguiendo el siguiente modelo general:

L=p+F+d+T+FTa+ep

siendo



L : disolucién de sélidos
u : media
F, : factor 1 (entre factores)
T, : tiempo
d; : error entre factores
erz : error dentro de medidas repetidas

Para cada ficocoloide empleado en la preparacion del AN, se descartd a aquellos
tratamientos que a los 30 min de incubacion rindieron un 50% de lavado, ya que de acuerdo
a Jones et al. (1997b), éste es el tiempo de gastroevacuacion en las larvas de peneidos y al
cabo de este ocurre otra ingestion. Se realizaron comparaciones planeadas mediante
contrastes ortogonales (Day y Quinn, 1989) con dichos tratamientos empleando el paquete

de computo STATISTICA.

I1.4. Uso del alimento nebulizado en la crianza larvaria de camarén blanco
I1.4.1. Abastecimiento de nauplios

Se adquirieron por donaciéon 10,000 nauplios (NIII) de camarén blanco
fototacticamente activos provenientes de diferentes progenitores cautivos del laboratorio de
produccion de postlarvas de la empresa Maricultura del Pacifico S. A. de C. V. (Walamo,
Sin.). Una vez en el laboratorio hiimedo del area de Nutricion del CIAD (Mazatlan, Sin.) se
procedid a aclimatarlos a 29°C mediante el recambio parcial y paulatino de agua de mar
filtrada a 5 pm. Después de la aclimatacion se coloco todo el lote de nauplios en un

estanque rectangular de fibra de vidrio en donde por medio de la luz se realiz6 la seleccion



para la siembra de los organismos en las unidades experimentales, previa inspeccion ocular
en busqueda de sintomas patogenos y determinacion de la calidad del lote (Treece y Fox,

1993). El estadio de siembra fue nauplio V.

I1.4.2 Unidades experimentales

El disefio de las unidades experimentales (UE) esta basado en el descrito por Kumlu
y Jones (1995) y otorgan mejores condiciones para el cultivo y manejo de los camarones
que el recomendado por Wilkenfeld et al., 1985 y Smith et al, 1992. Se usaron 25
recipientes de vidrio de 1.9 litros de fondo esférico equipados con sendos tubos de vidrio
que proveen una suave aireacion (2-3 burbujas de aire por segundo), circulacion constante
de agua y saturacion de oxigeno disuelto. Los matraces se colocaron en un bafio de agua
termostaticamente controlado a 29°C. El agua de cultivo fue agua de mar doblemente
filtrada con un filtro de papel de S pm a una presion menor de 10 psi. No existio recambio
de agua durante los experimentos (Jones et al., 1997c). La intensidad luminosa durante el

) 14 oIl g
experimento se mantuvo a 0.3 x 10 quantas s cm o

I1.4.3. Procedimiento de la cria larvaria de camarén blanco

Se tomaron nauplios activos a la luz del tanque de aclimatacion y se sembraron en
las UE a una densidad de 100 nauplii por litro. Las UE se llenaron a 1.5 litros. La
asignacion de los tratamientos y sus repeticiones fueron aleatorios dentro del bafio de agua
(Simoes, N Com. pers. SOS-UCNW, Bangor, UK). A‘ cada matraz de cultivo se inoculd

una dosis Unica de microalgas vivas (SDLA) en fase exponencial a una concentracion de



100 cel u.L'] (Jonmes et al., 1997¢), obtenidas del cultivo de microalgas del CIAD y crecidas
en medios f/2 con doble racion de silicatos, para el caso de diatomeas. La SDLA estuvo
constituida por 70% de Chaetoceros muelleri y 30% de Isochrysis galbana. La
identificacion de los estadios larvales se basd en las descripciones de Kitani (1986) y fue
determinada diariamente mediante la inspeccion ocular de los matraces testigos que
ofrecen una magnificacion por su forma esférica.

Las microdietas artificiales se hidrataron por 3 minutos y fueron proporcionados a
los organismos a las 0800, 1200, 1600, y 2000 h. Los niveles de alimentacién son
similares a los usados en los laboratorios: 8 mg/L por dia para Zoea, 12 mg/L por dia para
Mysis y 16 mg/L por dia para M3-PLS, calculados en base a peso seco total (Kumlu y
Jones, 1995). El tratamiento control, que debe ser alimento vivo en este tipo de estudio
(Bengtson, 1993), consisti6 en la adicién de 80-120 cél pL' de SDLA diaria, en la misma
proporcion que los tratamiento con AN, durante los estadios de zoea. A partir de mysis I se
agregd 3-5 nauplios recien eclosionados de Artemia sp.(cepa GSL, Aquafauna Biomarine
Inc. Hawthorne, CA.) mas 20 cél L™ de Tetraselmis suecica.

Al llegar al subestadio PL1 o dia 10 de cultivo se di6 por terminado el ensayo. Se
determiné el numero de sobrevivientes de cada réplica. Se tomaron aleatoriamente 10-15
ejemplares de cada matraz para medir la longitud del caparazén (L.C.), incluyendo el rostro,
y determinar el nimero de PL1, previa fijacion en formol al 4%. Se calculd el peso seco
individual por triplicado en muestras de 5-15 organismos de cada repeticion secados a 60°C

por 24 horas.
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I1.4.4. Calidad de agua

Se determino la calidad del agua de cultivo al inicio, al quinto y al décimo dia (final)
del bioensayo con el fin de describir el efecto de la adicion de alimento artificial en las UE.
Los metabolitos determinados fueron nitrito (N-NO,) y nitrégeno amoniacal total o NAT
(N-NH,). En ambos casos se siguieron las técnicas descritas por Parsons et al., 1984. Para
el calculo de la fraccion no ionizada del NAT (amoniaco), se empleé la conversion
propuesta por Huguenin y Colt (1989). Se empled la ecuacion de balance de masa (EBM)

para estimar la remocioén de amoniaco por microorganismos (Losordo y Westers, 1994).

11.4.5. Analisis de datos

Se realiz6 la prueba de Kolmogorov-Smimov (K-S) como bondad de ajuste a la
distribucion normal, y la prueba de Bartlett que evalda la igualdad de variancias (Zar, 1984;
Sokal y Rohlf, 1995). En el caso en donde no se cumplieron estas premisas del modelo
general lineal aditivo (Steel y Torrie, 1960), se empled la transformacion logaritmica (Log
X+1)y arco seno v (arc sen ¥ X) segun el caso.

La significancia de las diferencias en los tratamientos se determiné usando un
analisis de varianza (ANOVA) Se compararon todas las medias por pares siguiendo el
método de Tukey. En la ultima prueba, el error de la comparacién global se controlé via
Bonferroni (Wilkinson, 1987; Day y Quinn, 1989).

Para todos los casos, el nivel de significancia nominal fue del 5%. Estos calculos

estadisticos se desarrollaron con el paquete de computo SYSTAT ®
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Figura2.  Efecto de la concentracion de k-Carragenano (1, 2.5 y 5%) y el tiempo (15,
30, 60, y 90 minutos) en la disolucion media de solidos del alimento
nebulizado con este ficocoloide. Los puntos indican la media + D. E.



Tabla IV. Andlisis de varianza factorial de medidas repetidas (Modelo I) del efecto de
la concentracion de x-Carragenano (A : 1, 2.5 y 5%), tiempo (B : 15, 30, 60,
90 min.) e interacciones sobre la disolucion de solidos del alimento

nebulizado con KAR. Nombre individual de los tratamientos como en el

texto.
Fuente gl S.C. C.M F p

Entre A 6 329.48

A 2 319.98 159.99 50.43 0.004
Error a 3 9.52 3.17

Dentro de B 18 5407.91

B 3 4568.91 1522.98 223.67 <0.001
AB 6 vl A3 129.62 19.03 <0.001
Error b 9 61.27 6.80

Contrastes a 60 min

CF3 vs. CF1 1 SR 55.72 4.17 0.13
CF3 vs. CF2 1 0.42 0.42 0.03 0.87
error 3 40.09 13.36

Contrastes a 90 min

CF3 vs. CF1 1 12.71 12:71 7.06 0.07
CF3 vs. CF2 1 504.45 504.45 280.56 <0.001
error 3 5.93 1,79




I11.1.1.2. Alimento ligado con Alginato de Calcio (ALGIN)

La disolucién media de los alimentos disefiados con Alginato de Calcio (ALGIN)
variaron de 8 a 94 %. La menor tasa de disolucion fué obtenida con el alimento AF7 (0.11
% min"") y la mayor con el AF3 (0.84 % min™).

La disolucion media del alimento nebulizado resulté homogénea a las dos
concentraciones del agente gelificante (CaClz) y a los dos pH probados (Tabla V). Las
variables que tuvieron un efecto en la disolucién media fueron la concentracion de ALGIN
y el tiempo (Tabla V). Se encontraron fuertes evidencias estadisticas que indicaron que el
efecto de los factores probados depende de la concentraciéon de ellos mismos, si los
tomamos como las interacciones de primer, segundo y tercer orden (Tabla V). Los
alimentos con mayor disolucién (>50 %) a los 30 minutos fueron AF2, AF4, AF6 y AFS,
por lo cual fueron excluidos de los analisis a posteriori. El resto de los alimentos
presentaron ese nivel de disolucién después de los 60 minutos, siendo el tratamiento AF5 el
menos lavado durante los tiempos analizados (Figura 3), por lo que se consideré como el

mejor.



Tabla V. Analisis de varianza factorial de medidas repetidas (Modelo I) del efecto de
la concentracién de la concentracién del CaCl, como gelificador (A : 80 y
280 mg), pH (B : 3 y 7), concentracion de Alginato de Calcio (C: 2y 4 g),
tiempo (T : 15, 30, 60, 90 min.) e interacciones sobre la disolucion de solidos
del alimento nebulizado con ALGIN. Los nombres de los tratamientos como
en Tabla III.
Fuente - S.C. C.M F p

Entre factores 15 1983273

A 1 20.28 20.28 0.50 0.49

B 1 46.29 811 1.15 0.31

3 1 13020.24 13020.24 323.53 <0.001

AB 1 3667.00 3667.00 86.14 <0.001

AC 1 481.86 481.86 11.97 0.008

BC 1 1238.78 1238.78 30.78 <0.001

ABC 1 1058.28 1058.28 26.29 <0.001

error d 8 321.92 40.24

Dentro de tiempo 48 4298.32

1 3 9103.32 3034.44 253.33 <0.001

AT 3 1249.41 416.47 34.77 <0.001

BT 3 140.01 46.67 3.89 0.021

CT 3 326.52 108.84 9.08 <0.001

ABT 3 445.05 148.35 12.38 <0.001

ACT 3 515.01 171.67 14.33 <0.001

BCT 3 850.59 283.53 23.67 <0.001

ABCT 5 229.14 76.38 6.37 0.002

Error e 24 287.28 11.97

. Contrastes a 60 min

AFS vs. AFI 1 11.02 11.02 0.46 0.51

AFS vs. AF3 1 187.41 187.41 7.89 0.02

AFS5 vs. AF7 1 497.73 497.73 20.93 0.001

error 8 190.22 23.78
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Figura3.  Efecto de las variables descritas en la Tabla Il y el tiempo (15, 30, 60 y 90
minutos) en la disolucion media de solidos del alimento nebulizado con
Alginato de Calcio. Los puntos indican la media + D. E.



I11.1.2. Morfologia
I1I.1.2.1. Alimento ligado con k-Carragenano (KAR)

Las microesferas ligadas con «k-Carragenano (KAR) exhibieron la geometria
externa de particulas esféricas con indentaciones algo profundas o dimples (Figura 4). La
caracteristica recurrente en las particulas fueron las capsulas adheridas a la pared (caps) de
la microesfera, siendo mayor en la concentracion de 2.5.% de KAR (Figura 4b). La
presencia de poros se reveld6 en los tres tratamientos, siendo mas notorio en la
concentracion de 2.5%. La presencia de una pared en las microparticulas producidas no fue
observado, sin embargo, es evidente un recubrimiento externo en todas la microesferas. El
tratamiento CF3 se caracterizd por presentar dimples pero escasa presencia de rugosidades

y poros en la pared (Figura 4c).

II1.1.2.2. Alimento ligado con Alginato de Calcio (ALGIN)

El alimento preparado con este polimero presento distintas formas que comprenden
desde ovoides hasta elongamientos, aunque dominaron las particulas esféricas (Figura 5).
Las caracteristicas comunes entre los tratamientos fueron las dimples y las caps. En ultimo
término, la presencia de poros fue visible. Las caps observadas en su mayoria fueron
captadas durante su fase de formacion, lo que representan poros o inicios de fractura, que
con la hidratacion pueden llegar a desprenderse. El tratamiento AF5, presenté mas dimples
rugosidad en la pared, sin embargo, la presencia de poros es menor que en los otros

tratamientos (Figura 5).
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Figura4. Microesferas nebulizadas conteniendo diferentes proporciones
en base seca, de k-Carragenano. A: 1%, B: 2.5% y C:5%.
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BE 116 AF 1004V S| 1400 SE 132 AF3 y

Det WO ——— 20m
SE 11.7 AFb

Figura 5. Microesferas nebulizadas a diferentes condiciones (Tabla III)

empleando Alginato de Calcio como ligante y seleccionadas a
partir de la disolucidn de so6lidos. A: AF1, B: AF3, C: AFS, D:
AF:7.
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IIL. 1.3. Analisis de distribucién de tamaiio

Las particulas seleccionadas a partir de la seccion III.1.1 y III.1.2. presentaron una
tipica distribucion log-normal con didmetros medios que variaron de 8.45 £ 10.35 pum a
27.28 + 34.5 pm (Tabla VI). En este andlisis se incluy6 un tratamiento extra que consistid
en el homogenizado fresco de ingredientes sin ligante (SL). El menor tamafio medio de

particula lo presento el tratamiento SL, seguido por CF3 y AFS (Tabla VI)

Tabla VL Caracteristicas del tamarfio de particula (um) de los mejores tratamientos

obtenidos ela elaboracion el alimento nebulizado. d: décil.

Tratamiento Diametro Desviacion dio dgo Coeficiente de
medio estandard variacion
CF3 13.28 15.65 3.93 44.00 117
AF5 27.28 34.5 5.78 104.42 126
SL 8.45 10.35 252 28.35 122

I11.1.4. Analisis proximal

La composicion proximal y contenido energético de los tres alimentos se presentan
en la Tabla VII. Existio una mayor diferencia entre el contenido energético calculado (Tabla
1) y el obtenido después del proceso de nebulizacion (Tabla VII), sobre todo con los lipidos

(5.28 vs 6.86) y carbohidratos (2.58 vs 3.77).



Tabla VII.  Valores medios del peso seco (% PS), composicion proximal (% con base
en PS) y nivel de energia (kJ g' PS) de los alimentos seleccionados en base

a su caracterizacion fisicoquimica. Los datos son medias + D. E. (n=3).

Composicién Contenido energético
Peso seco 9244+ 13
Proteina 51.78 £ 1.24 931+£0.22
Lipidos 19.50 £ 0.40 6.86£0.14
Carbohidratos 21.95+1.20 377+ 028
Cenizas 6.76 £ 0.76
Total 19.94 £ 0.30

II1.2. Evaluacién biolégica del alimento nebulizado

La sobrevivencia media de los camarones al final del experimento varié de 49.2 a
61.0 %, siendo mayor con el tratamiento CF3, pero no siginificativamente diferente al
alimento AFS5 ni al alimento control. La menor sobreviviencia de los organismos fue con el
tratamiento SL (Tabla VIII).

El peso seco individual medio (PSIM) de las postlarvas vari6 de 79.3 a 114.0 pg .
El mayor PSIM observado resulté con el tratamiento control, el cual fue significativamente
mayor al alimento con ALGIN y no diferente al resto de los alimentos utilizados. Los PSIM
de los camarones que fueron mayores a 100 pg se obtuvieron con el alimento vivo (Control)

y alimento nebulizado CF3 (Tabla VIII).



El crecimiento larvario de los camarones como incremento de longitud fue obtenido
a través de la medicion de la longitud media del caparazén (LMC). Esta varié de 1.275 a
1.340 mm, siendo mayor en las postlarvas alimentadas con el control. Sin embargo, el
alimento vivo no fue estadisticamente diferente al AFS. La menor LMC obtenida de los
camarones resulté del tratamiento CF3, el cudl no fue significativamente diferente al
alimento SL (Tabla VIII).

La tasa metamorfica media (TMM) de las larvas de camarén estuvo dentro del
intervalo de 52 a 81 %. La TMM fue significativamente mayor con el alimento CF3 pero no
diferente al resto de los alimentos, con excepcién del control, aunque este no resulto

diferente al alimento ligado con AFS ni al SL (Tabla VIII).

Tabla VIII.  Valores medios de sobrevivencia, peso seco individual, longitud del caparazén
y tasa metamorfica de las larvas de Litopenaeus vannamei alimentadas con
alimento nebulizado ligado con diferentes tipos de polimeros. D. E:

Desviacion estandar en paréntesis.

Tratamiento Sobrevivencia Peso seco Longitud del Tasa
(%) individual (pg) caparazon metamorfica*
(mm) (%)
AFS 56.9(4.1) 79.3(12.2)° 1.318(0.058)*>¢ 65 (10)
CF3 61.0(4.6)° 104.6(20.9)° 1.275(0.060)° 81 (14)*
SL 49.2(6.2)° 95.6(20.6) 1.287(0.051)%¢ 76 (12)*
Alimento vivo 51.3(7.9) 114.0(25.9)*° 1.340(0.056)° 52 (8)°

Valores en la misma columna con diferentes superindices son significativamente diferentes a p< 0.05.
*Tasa metamorfica es el porcentaje de larvas que llegaron a PLI.



IT1.3. Acumulacién y remocion estimada de metabolitos téxicos durante la evaluacién
biolégica del alimento nebulizado

Los niveles detectados de la concentracion de nitrito (N-NO;) y nitr6geno amoniacal
total (N-NH3+NH,) o NAT en al agua al inicio del bioensayo fueron 0.01 y 0.004 mg L™,
respectivamente (Tabla IX).

Al quinto dia de cultivo, la concentracion de nitrito en al agua se triplicé en todos
los tratamientos, siendo mayor en el tratamiento con alimento vivo. Al final del
experimento, los niveles acumulados de la concentracion de este metabolito aumentaron un
orden de magnitud, quedando cercanos al nivel recomendado por Treece y Fox (1993), sélo
para los alimentos CF3 y SL; mientras que el alimento AF5 y control aumentaron en diez
veces su concentracion, superando los niveles recomendados (Tabla IX).

La acumulacién de amoniaco o amonio no ionizado en el agua al quinto dia mostré
un incremento similar (seis veces) entre los tratamientos con AN, siendo dos veces mayor
que en el alimento vivo (Tabla IX). Al final del experimento, la acumulacién de este
metabolito exhibié una mayor variabilidad, la cual estuvo dentro del intervalo de 0.074 a
0.092 mg L para los alimentos con AN, mientras que para el alimento vivo fue de 0.045 m
L. La acumulacién de este producto de excrecién en el agua presenté un incremento de
seis veces del inicio al quinto dia y posteriormente un ligero incremento de tres veces del
quinto al décimo dia; en tanto, la acumulaciéon de amonio por efecto del alimento vivo
present6 un aumento constante ( tres veces) en los mismos lapsos (Tabla IX).

Como una estimacion indirecta del papel de ‘la comunidad bacteriana mantenida en

el agua de cultivo larvario con cada alimento, se tomé a la ecuacion de balance de masa



(EBM) descrita por Losordo y Westers (1994) como una prediccion de la remocién o
consumo de Amoniaco.

La EBM asume, para el caso de sistemds de flujo cerrado de agua en ambientes
aerobicos, que :

Acumulacién = Generacion - Remocion

o mejor dicho

Croti=PnaT-RnaT .. (1)
siendo

Pnar = (A) (P) (0.102)......... 2)
en donde
A : Alimento total suministrado
P : Porcentaje de proteinas del alimento
0.012 : Estimado de NAT producido por la actividad metabdlica de organismos acuéticos
(Losordo y Westers, 1994)
Cio-ti : Acumulacion actual medida del tiempo to a ti .
Despejando Rnat

Rnat =Pran- Croti.oooo. 3)

Si se transforma el NAT a amoniaco y si se considera que este compuesto gaseoso
mantuvo una difusion constante ya que la aireacion fue igual en todos los tratamientos, por
lo tanto, Rnart reflejara el consumo o remocion por bacterias heterotrdficas e inclusive por
microalgas o protozoos. Estos parametros se presentan en la Tabla IX. Si las suposiciones

de la EBM son validas y considerando una produccién de 0.13 mg L™ de amoniaco por el



alimento vivo, entonces éste presentd el mayor consumo de este compuesto siendo diez,

cinco y tres veces superior que los alimentos SL, CF3 y AF5 respectivamente.

Tabla IX. Acumulacién y remocién estimada de nitrito (mg L™ N-NO,) y amoniaco (mg L
N-NH3-) durante la crianza larval de camaron blanco. Pa: Produccion de

amoniaco por alimento. R4 : Consumo de amoniaco.

Tratamiento CF3 AFS SL Alimento vivo
Tiempo NO, NH;3 NO, NH; NO, NH;3 NO; NH;,
Inicio 0.01 0.004 0.01 0.004 0.01 0.004 0.01 0.004
Dia 5 0.03 0.021 0.02 0.027 0.03 0.028 0.04 0.013
Dia 10 0.13 0.083 0.22 0.074 0.14 0.092 0.37 0.045
P 0.101 0.101 0.101 0.13
Ra 0.017 0.026 0.008 0.085

Niveles seguros recomendado porTreece y Fox ( 1993). NO,-N: 0.1 mg L!
NH;-N: 0.1 mgL"



IV. DISCUSION
IV.1. Evaluacion fisicoquimica del alimento nebulizado

La tecnologia de la nebulizacion o spray drying es bien conocida y es comtn en la
industria alimentaria. Los productos obtenidos con ella tienen su exitosa aplicacion en la
medida de que se logre una alta retencion de los materiales durante el proceso,
almacenamiento y aplicacion. En el caso del presente estudio, la retencion tiene un papel
muy importante ya que las particulas nebulizadas entran en contacto con el agua de mar por
espacio de 10 minutos y son ingeridas por los organismos en el lapso de 20-30 minutos
(Jones et al., 1997a,b). Lo anterior justifica la estimacién de la retencién o lavado de
materiales dentro de ese tiempo (Bengtson,1993 ; Lopez-Alvarado et al., 1994).

El proceso de emulsificacion, previo a la nebulizacion, estuvo determinado por la
calidad de los macroingredientes, que de una u otra forma promovieron la adsorcion de la
molécula de proteina a la interfase aceite-agua. Esta adsorcion pudo afectar la
emulsificacion de la fase aceite, la naturaleza de la pared y las propiedades coloidales de las
microparticulas recién formadas (Magdassi y Vinetsky, 1996). Estos macroingredientes
fueron la pulpa de ostion, gonada de atin y manto de calamar, de entre los cuales la
vitelogenina y colageno fueron las proteinas predominantes. Estas proteinas indirectamente
demostraron tener una actividad superficial en términos de adsorcion inicial y reduccion de
tension superficial, que determind la caracteristica de la mezcla emulsificada y la formacion
de una pared alrededor de la dieta rindiendo microesferas dentro de una matriz de

ficocoloide (Magdassi y Vinetsky, 1996).



Dado lo anterior, la disolucion de sdlidos refleja el lavado de las particulas
elaboradas con estos ingredientes bajo el marco tecnolégico de la nebulizacidn.

Bajo este contexto, la disolucion media de los alimentos nebulizados fue diferente
en las tres concentraciones de x-Carragenano (Tabla IV) resultando menor a una
concentracion de 5 % (Figura 4). Esta concentracion es usualmente empleada para aglutinar
alimento microparticulado (Kanazawa et al., 1982) y esta basado en la capacidad de
reactividad de la proteina. Esta propiedad es debida a la presencia de grupos de esteres
sulfatados del polisacérido y de los grupos cargados de las proteinas (Guist, 1990). Una
explicacion al aumento de la disolucién media después de 60 minutos es la fragmentacion
de los caps en la pared de las microesferas debido a la hidratacion con agua de mar (Figura
2).

La disoluciéon de solidos del alimento nebulizado ligado con Alginato de Calcio
(ALGIN) permitié evaluar tres parametros: concentracion de CaCl, como agente
gelificante, pH y la concentracion de ALGIN. Estas tres variables caracterizan a este
ficocoloide como térmicamente irreversible (Guist, 1990). Sin embargo, éstas a su vez
dependen de la composicion del ALGIN, es decir, de la proporcién de dcido manurdnico y
gulurénico, siendo este 1ltimo, el responsable de la formacién del gel y el que rinde mejores
propiedades mecéanicas (Heyraud et al., 1990). En este estudio, se encontré6 que la
disolucion media de so6lidos fue homogénea a las dos concentraciones de agente gelificante
y a los dos pH probados (Tabla V). Lo anterior coincide con lo descrito por Heyraud et al.,
1990, pues como se menciond anteriormente, el factor'determinante en la gelificacion es la

concentracion del acido alginico, el cudl incidié directamente en la formacion de la matriz



donde se incluyeron los macroingredientes (Tabla V). Por otro lado, el tiempo de
exposicion al agua de mar tiene un efecto en la disolucion media ya que el alginato absorbe
agua rapidamente (Guist, 1990) y esta produce como consecuencia la fracturaciéon y
escision de los caps y permeabilidad a través de los poros (Figura 3).

Dado el modelo estadistico empleado en el disefio experimental, se encontr6 que las
interacciones de primer, segundo y tercer orden fueron significativas, es decir, hubo
dependencia entre los factores probados, no existié paralelismo dado el andlisis de las
interacciones por separado (Tabla V). Sin embargo, existieron alimentos con disolucion de
solidos a los 30 minutos mayores de 50% (Figura 5) siendo estos valores elevados como
para considerarlos posteriormente en los anilisis de morfologia. El hecho de escoger al
alimento AFS se baso en presentar una menor disolucion de sélidos a los 60 minutos
(Figura 5).

La morfologia en general de todos los alimentos analizados fue similar. La
geometria externa recurrente fue de particulas esféricas con indentaciones poco profundas,
propias de la nebulizacion (Rosemberg et al., 1988). En la mayoria de las microesferas
existio la presencia de caps, escasa formacion de poros y fracturas (Figura 2 y 3).
Rosemberg et al., 1988, reportaron que la formacién de los dimples o indentaciones son el
resultado de la perdida de agua de las gotas deshidratadas en las primeras fases del proceso.
La formacién de éstas estructuras estd ligada también a la aparicion de caps, una
caracteristica recurrente en este estudio. Para éstas, un enfriamiento lento pero con

temperatura interna mayor pudo ser el proceso de formacion, esto es, el calentamiento de



gas o vapor atrapado dentro de la esfera es muy rapido y el crecimiento externo del cap es
mas rapido que el encogimiento debido a la pérdida de agua.

La caracterizacion fisicoquimica permitio reducir los alimentos, que hasta este punto
son el CF3y AFS, para el caso del carragenano y alginato, respectivamente. Sin embargo,
como se establecié anteriormente, se considero interesante agregar al tratamiento SL o sin
ligante, pues se encontrd que éste presentd una viscosidad adecuada y la misma proporcion
de solidos y proteinas que los otros alimentos. Aunque este trabajo no identificéd a la
proteina causante de la emulsificacion, es probable que la vitelogenina presente en la
gonada de atin y ostion, asi como el coldgeno presente en el calamar y jaiba actuaron para
propiciar el sistema de emulsion estabilizada (Magdassi y Vinetsky, 1996). Precisamente,
éstas propiedades permiten explicar las distribuciones de tamafio de particulas. Al respecto,
Benoit et al. (1996) mencionan que la presion del aire comprimido, el didmetro interno del
atomizador, la viscosidad y la tasa de flujo de la soluciéon a nebulizar producen una
distribucion gaussiana monodispersa. En este estudio, todas esas condiciones se
mantuvieron constantes, salvo la viscosidad. Por lo que este parametro, asi como la
configuracién en solucién de los ficocoloides permitié explicar los resultados. De hecho, el
alimento SL presentd el menor tamafio seguido por el CF3 'y, por ultimo, el AF5 (Tabla
VI). Los dos primeros presentaron una distribucion mesokurtica, ya que los deciles de 90%
no pasaron de 50 pm, mientras que el tratamiento AFS resulté en una distribucion
platikurtica (Tabla VI). El peso molecular de los ficocoloides puede servir como una
estimacion de la viscosidad a través de la ecuacién de Mairk—Houwink, por lo que para KAR

y ALGIN, se reporta el intervalo de 100 000 a 500 000 (Heyraud et al., 1990), teniendo



mayor viscosidad intrinseca el KAR. De esta manera, el tratamiento SL, sin ficocoloides,
presento una menor viscosidad, comparada a los otros alimentos, por lo que al momento de
la atomizacion, la turbina proyect6 particulas mas finas (Benoit et al., 1996). En el caso de
KAR, no se empled iones para producir la gelificacién, pues se ha visto que este
polielectrolito forma complejos proteinizados (Guist et al., 1990). De esta forma, la
conformacion de KAR en solucion es la de dimeros helicoidales que con temperaturas altas
puede mantenerse. Asi, en el proceso, el tratamiento con KAR pudo presentar menor
viscosidad y facilitar la nebulizacién, produciendo particulas cercanas a 10 um. En el caso
de ALGIN, la gelificaciéon con CaCL; permiti6 la formacién del llamado modelo de caja de
huevos, en donde los segmentos de la cadena de Poliguluronato envuelven a los iones
Calcio, como “huevos” en “cajas de huevos” (Heyraud et al., 1990). Estos geles de alginato
forman agregados voluminosos que aumentan la viscosidad y volumen. Como consecuencia
al proceso empleado en este trabajo, la gelificacion del alginato pudo producir los tamafios
de particulas mas grandes.

El andlisis proximal y contenido de energia del alimento nebulizado mostro una
mayor proporcion de proteinas, lipidos y carbohidratos que la formula basal, siendo mas
evidente para los segundos (Tabla I y VII). Estos resultados son coherentes pues forman
parte de la incertidumbre de las técnicas empleadas. El alimento present6 un adecuado nivel
de energia derivada de las proteinas pues es similar al reportado para alimento artificial,
Artemia y suplementos alimenticios. Sin embargo, el nivel energético producido por los
lipidos es muy inferior al referido para Artemia y microalgas, pero mayor para el alimento

artificial comercial. La discrepancia de la alta proporcion de carbohidratos se debe a que



se estima a partir del extracto libre de Nitrogeno, que es producto de la sustraccion de las

determinaciones de proteinas, lipidos y cenizas.

IV.2. Evaluacién biolégica del alimento nebulizado

De acuerdo a Sorgeloos y Léger (1992), Bentgson (1993) y Jones et al. (1993), el
reto del larvicultivo es la produccion de organismos que sean similares a los de la
naturaleza. Las técnicas actuales de larvicultivo residen en el mantenimiento de organismos
a altas densidades en donde se puede ocasionar altas mortalidades derivadas por el deterioro
de la calidad de agua y problemas ocasionados por la llamadas etapas criticas, causando
grandes pérdidas econdmicas. Para esto, el desarrollo de dietas artificiales pueden
potencialmente disminuir la mala calidad de agua y problemas patolégicos, asi como
reducir los altos costos del alimento vivo (Wilkenfeld, 1992).

Bajo este enfoque, es digno mencionar que este estudio abord6 un esquema que ya
se habia planteado desde los trabajos de Hudinaga (1942) y que se le denominé el método
de cultivo en comunidad (Simon, 1978, Mohamed et al., 1982; Kontara et al., 1986), el cual
Jones et al. (1997c) modificaron imponiéndole restricciones como tratamiento previo de
agua, inoculaciéon de una sola dosis de microalgas vivas, no recambio de agua y
dosificacion controlada del alimento. El esquema de este tltimo trabajo tiene la premisa de
estimular la actividad enzimatica del intestino primitivo de la larvas para la adecuada
digestion de la proteina proporcionada por el alimento artificial (Abubakr y Jones, 1992;
Jones et al., 1993; Le-Vay et al., 1993; Rodriguez et al., 1-994; Kumlu y Jones, 1995; 1997,

Jones et al., 1997a,b; Puello-Cruz, 1996). En particular dos puntos se deben tocar al



respecto de las larvas de camaron blanco: i) Segun Puello-Cruz, 1996 y Jones et al., 1997a,
las larvas de esta especie tiene tendencias carnivoras por lo que la adicién de compuestos
que estimulen la actividad enzimatica es imprescindible para la digestion de alimento
artificial y ii) que las enzimas digestivas estin adaptadas a las fuentes de proteinas y a la
calidad de los carbohidratos, por lo que su induccion a la calidad del alimento en las larvas
es independiente del desempeiio del crecimiento (Le-Moullac et al., 1994). En la evaluacién
realizada se agregd 100 cél pL' como dosis tnica de microalgas vivas, que representa 3.3
veces mas por lo recomendado por Jones et al. (1997¢), con el fin de lograr una adecuada
induccion de enzimas digestivas de las zoeas de camarén (Puello-Cruz, 1996) y
proporcionar alimentos a las larvas que presentaron atraso en su ultima muda naupliar.

Los indicadores objetivos de la calidad de las postlarvas criadas bajo el esquema de
esta investigacion (Tabla VII), toman criterios como sobrevivencia, duracion del ciclo
larval y peso seco, probados por Kuban ef al. (1983) y Castille et al. (1993) para no causar
confusion con las pruebas de estrés (Hernandez-Gonzilez, 1997). Asi, la sobrevivencia
obtenida con los alimentos probados fueron equivalentes al control, aunque entre ellos el
mejor fue el tratamiento CF3 (Tabla VIII). Lo anterior es un resultado esperado pues esta
igualdad ha sido reportada por otros investigadores en crianzas semejantes con otros
peneidos (Kanazawa et al., 1982; Jones et al., 1987; Galgani y AQUACOP, 1989; Bautista
et al., 1989; Kurmaly et al., 1989; Teshima et al., 1991; Amjad y Jones, 1992 a,b; Le-Vay
et al., 1993; Teshima et al., 1993; Kumlu y Jones, 1995). La sobrevivencia media obtenida
con el alimento control (algas + artemia) es baja pero dentro del intervalo de la especie

(51.3 £12 vs. 83.86 £ 7.9 %) segln lo reportado por Smith et al., 1992. La variabilidad se



puede deber a la calidad nutricional y la concentracion de las especies de microalgas
empleadas (Simon, 1978; Brown et al,, 1997). En cuanto a la sobrevivencia obtenida con
los alimentos elaborados es probable que el tamafio del alimento jugé un papel importante
al finalizar los subestadios mysiales. En el caso del tratamiento SL que presenté el menor
tamatfio de particula (Tabla VI), es probable que se incremento el grado de dificultad de la
captura raptorial de las microesferas, esto es, la larva debié invertir mayor gasto energético
para poder atrapar una mayor cantidad de particulas alimenticias lo que ocasiona un
desgaste del punto de saturacion de reserva (PSR) y conduce a una muda no muy exitosa
(Gore, 1985). Esto se traduce en una sobrevivencia baja (Angers y Dawirs, 1981), ya que
ésta es prioritaria para la distribucion de la energia asimilada para la muda (Knowlton,
1974).

Como se menciond anteriormente, se puede encontrar equivalencia en la
sobrevivencia entre alimentacion artificial y vivo, pero en crecimiento es comun hallar
desigualdad. En este sentido, las larvas mantenidas con el alimento vivo presentaron mejor
crecimiento en peso y longitud, aunque para el primer caso s6lo fue significativamente
diferente al tratamiento SL (Tabla VIII). Kuban et al., 1985 concluyeron que el peso seco de
los organismos es el mejor indicador del valor nuricional de una dieta larvaria. Bajo este
contexto, Smith et al., 1992 indicaron que el intervalo del peso seco de decapoditos de esta
especie es de 100 a 150 pg, con un promedio de 127.5 + 17.58 pg, por lo tanto, los
alimentos CF3, SL y control estin dentro del intervalo reportado. El crecimiento en
longitud present6 el mismo patron arriba descrito para lbs organismos a los que se les

proporcion6 alimento vivo. Sin embargo, sélo el tratamiento AFS5 lo igualé (Tabla VIII).



Esta discrepancia del crecimiento puede explicarse no por razones nutricionales sino por
factores externos. Kitani (1993) reveld que los decapoditos de esta especie capturadas en el
mar presentan rostros mas cortos que los criados en laboratorio; mientras que Kuban et al.,
1985 y Lester, 1988 atribuyeron a factores genéticos y maternales las diferencias en las
tasas de crecimiento de las larvas de esta especie. Es posible que los factores descritos por
esos autores hayan intervenido en el crecimiento en longitud, aunque también es probable el
error en la medicion de la longitud del caparazén de los animales.

Galgani y AQUACOP, 1989; Castille et al., 1993 y Jones et al., 1997¢ coincidieron
en mencionar que la duracion del ciclo larval es un indicador de la calidad de la postlarva.
La duracidn del ciclo larval puede durar 9 a 12 dias, aunque 10 dias es el tiempo recurrente
bajo el régimen de alimentacion natural (Op. Cit., L. Ottogalli, Com. pers. Aquanova SA de
CV, Mazatlan, Sin.). Jones et al. (1997¢) reportaron 12 dias de duracidn del cultivo larvario
cuando emplearon alimento microencapsulado (MED) mas Artemia, y un decremento de un
dia cuando utilizaron extractos de microalgas incorporados en el alimento
microencapsulado en comparaciéon contra MED sélo. En este trabajo, se observaron
decapoditos a partir del dia 9 de cultivo y se prefirié suspenderlo en la mafiana del dia
siguiente por efecto del canibalismo. La ultima muda larval sucedi6 en la noche y se
prolongo durante el décimo dia. Los resultados indican que los tratamientos con alimento
artificial abreviaron la 1ultima muda larval mejor que el alimento vivo (Tabla VII). Al
respecto, la calidad y cantidad de lipidos incorporados en el alimento artificial pudieron
haber jugado un papel importante en la cronologia del desarrollo larvario (Teshima et al.,

1983a,b, 1991 ; Kanazawa et al., 1985; Koshio et al., 1992). McConaugha (1985)



menciono que estos compuestos forman parte muy importante de lo que se denomina PSR o
el punto en el desarrollo larval en donde se acumulan reservas nutricionales que permiten la
muda al siguiente iestadio (Angers y Dawirs, 1981). Aplicando éstas hipotesis al presente
estudio, se deduce la relacién directa entre el PSR y tasa metamorfica, basado en que
mientras mas rapido se alcance el PSR minimo, independientemente de la concentracion de
alimento, el animal entra en el ciclo de muda, un paso obligado para el crecimiento a largo
plazo (McConaugha, 1985), esto es, los alimentos artificiales probados alcanzaron el PSR
minimo antes que el alimento vivo, de tal manera, que aceleraron el ciclo de muda y esta
pudo ser la causa de la tasa metamorfica encontrada en este ensayo.

Los resultados, aqui obtenidos, coinciden con lo reportado para otras especies de
peneidos en donde el uso de carragenano al 5% como ligante es considerado como el mejor
(Bautista et al., 1989 ; Koshio et al., 1989). Las microparticulas asi desarrolladas para
larvas de peneidos no son sujetas a una selectividad (Marin-Magan y Cafiavate, 1995) por
lo que no representan un problema en la ingestion del alimento (Villamar y Brusca, 1987).
Por otro lado, la digestibilidad de la matriz de carragenano pudo mejorarse debido a la
presencia de carragenasas, que son sintetizadas s6lo por bacterias marinas presentes en el
intestino, de ahi que este ligante es apropiado para especies marinas o salobres (Gawlicka et
al., 1996). Lo anterior pudo haber jugado un papel muy importante durante la evaluacion

bioldgica y determinado el grado de éxito de la dieta artificial ligada con carragenano.



II1.3. Produccion de metabolitos durante la crianza larvaria

En sistemas intensivos de ciclo cerrado, en donde el alimento es el constituyente
mas importante de entrada de energia, la descomposicion de los compuestos nitrogenados
es de particular importancia ya que el amoniaco, nitrito, y nitrato son tdxicos para los
organismos (Muir y Sutton, 1994)

Jones et al. (1997c), demostraron que el agua de mar filtrada a 5 um., con el fin de
excluir microalgas pero incluir bacterias, es util en el reemplazo de microalgas con
alimento microencapsulado (MED) a nivel laboratorio y comercial. De hecho, Ottogalli,
1991, 1992 ha reportado crianzas larvarias exitosas mantenidas s6lo con MED y agua
ocednica de excelente calidad en Nueva Caledonia. La estrategia empleada en este estudio
utiliza el enfoque planteado por Jones et al. (1997c), con el fin de mejorar el balance de la
comunidad microautotréfica del agua de cultivo a través de la adicién de la dosis Unica
inicial de microalgas vivas, el alimento artificial, y sin recambio de agua. El balance de la
comunidad de microorganimsos definira el grado de acumulacién o remocién de las formas
nitrogenadas mas téxicas en el agua.

La concentracién de nitrito se incrementé de manera constante en todos los
alimentos al cabo de cinco dias. Esto demuestra el grado de oxidaciéon del amoniaco,
logrado por las comunidades desarrolladas en las unidades experimentales. Al final del
experimento, la concentracién de este metabolito se incrementd en un orden de magnitud
siendo mayor en los tratamientos AFS y alimento vivo (Tabla IX) rebasando los niveles
seguros recomendados para la especie (Treece y Fox, 1993) pero sin llegar a los niveles

incipientes letales (Frias-Espericueta ef al., 1998). La concentracidn de nitrito a este tiempo



puede referirse al grado de conversion de amonio a nitrito alcanzado por los procesos
autotrdficos alli realizados (Muir y Sutton, 1994).

La acumulacién del amoniaco, el compuesto principal del metabolismo de las
proteinas en organismos acuaticos, depende del pH y la temperatura. La concentracion de
amoniaco se comportd igual que el nitrito a los cinco dias del experimento: el amoniaco
mantuvo una concentracion equivalente en los tratamientos con alimento superiores al
alimento control (Tabla IX) denotando con ello que se produjo uniformemente en tales
alimentos. Dicho patrén se mantuvo al final del ensayo. Los incrementos observados para
los tratamientos con alimento artificial, 6 veces en los estadios de zoea y 3 veces en las
mysis, hacen suponer que la actividad de las enzimas digestivas proteoliticas del intestino
medio de las larvas inducida por la alta concentracion de microalgas fue eficiente, es decir,
la dieta fue metabolizada exitésamente su totalidad. Si se compara la acumulacién de
amoniaco en el alimento vivo, es evidente que su tasa de acumulacién fue constante, 3
veces en cada estadio larval, lo que significa que en el estadio zoea, las proteinas de las
microalgas fueron igualmente digeridas que las de la Artemia, un patrén digestivo propio de
las especies camivoras (Puello-Cruz, 1996 ; Jones ef al., 1997a)

La ecuacion de balance de masa para sistemas cerrados, empleado como una
estimacion burda de la remocion de amoniaco por la comunidad bacteriana durante el
ensayo indico que en el tratamiento alimento vivo, bajo las suposiciones ya planteadas, se
presento el mayor consumo de este metabolito seguido por el tratamiento AF5 y CF3. Ante
la imposibilidad de no consumir al amoniaco en la tasa encontrada para el alimento vivo y

producir una sobrevivencia ligeramente mayor que el alimento control, es probable que



realizar un s6lo recambio de agua después del quinto dia sea recomendable al emplear este

régimen alimenticio.



J1

g CONCLUSIONES
.- La disolucion media de sélidos del alimento nebulizado con x-Carragenano depende de la
oncentraciéon de este ficocoloide y tiempo. La incorporaciéon de 5% en base seca de este

idrocoloide disminuye la disolucién media de sélidos.

.- La disolucion media de sélidos del alimento nebulizado con Alginato de Calcio depende de la
oncentracion de este ficocoloide, y de las interacciones entre el agente gelificante (CaCl,), pH y
empo. La incorporaciéon de 2.0% en base seca de este hidrocoloide un pH de 3.5 y 280 mg de

aCl, proporciond la menor disolucién media de sdlidos.

.- La morfologia general de las particulas fue esférica con indentaciones poco profundas con un
itervalo medio de 8.45 a 27.28 um. Los alimentos presentaron el siguiente perfil, en base seca :

1.78 % de proteinas, 19.50% de lipidos, y 21.95 % de carbohidratos.

.- La sobrevivencia de las postlarvas mantenidas con los alimentos nebulizados con ficocoloides
1e igual a las alimentadas con el alimento vivo. El crecimiento en peso de las postlarvas resultd
emejante entre el alimento vivo y alimento nebulizado con k-Carragenano, sin embargo, el
recimiento en longitud fue lo contrario. La tasa metamorfica fue superior en las larvas
1antenidas con alimento artificial. En base a esto, el alimento nebulizado con k-Carragenano al

% se considero el mejor régimen.



5.- Los alimentos nebulizados produjeron mas amonio que el alimento vivo, aunque no superaron

los niveles seguros recomendados para la especie.
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