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RESUMEN

Garcia Lujan, Jazmin. Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica. Instituto
Tecnolégico de Veracruz. Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos.
Octubre de 2018. “Evaluacion del extracto de guishe de Agave lechuguilla
Torrey como aditivo alimenticio para juveniles de camarén blanco” Asesores:
Dr. Monroy Rivera José Alberto®, Dra. Reyes Alvarado Ana Gisela.

El Agave lechuguilla Torrey es una especie de planta suculenta distribuida
principalmente en el noreste de México. Se utiliza principalmente para la extraccion
de fibras de ixtle mediante el tallado de las hojas, de donde resulta 15% de ixtle y
85% de guishe como subproducto de desecho. Estudios recientes, indican que el
guishe contiene moléculas con caracteristicas nutricionales. Por otro lado la
camaronicultura en México requiere cultivos resistentes a enfermedades, que sean
cosechados antes de tiempo con una ganancia de peso mayor. Este trabajo evaluo el
efecto de dos extractos de guishe incluidos como aditivo alimenticio en dietas para
camarén blanco. Primero se identific6 de manera cualitativa por MS-HPLC, la
presencia de saponinas en los extractos, tales como: diosgenina, esmilagenina,
gentrogenina, yucagenina, clorogenina, y flavonoles como: quercitina y kampferol.
Después, se realiz6 un bioensayo dosis-respuesta preliminar, para evaluar el efecto
de dos diferentes extractos de guishe sobre el crecimiento del camaron blanco. Los
extractos evaluados fueron: un extracto crudo, obtenido del prensado mecanico de
guishe y un extracto tratado térmicamente a 80° C. El extracto crudo se evalud en
cuatro niveles de inclusion; 0 %, 0.1 %, 0.2 % y 0.3 %, y el extracto tratado en dos,
0% y 0.3%. Los camarones se alimentaron dos veces al dia con una dieta
experimental adicionada con los diferentes tratamientos, y hubo diferencias
significativas entre los tratamientos, los resultados mostraron un efecto positivo en el
crecimiento de los camarones con la adicion de 0.3% del extracto crudo sobre el

extracto tratado. Finalmente, se realiz6 un bioensayo adicional para evaluar la



efectividad del extracto crudo sobre los parametros zootécnicos, fisiolégicos e
inmunomodulantes de los camarones alimentados con la dieta experimental
adicionada con 0.1%, 0.3% y 0.6%. Los resultados muestran que la adicion de 0.3%
de extracto crudo de guishe incrementa en aproximadamente 10% la ganancia en
peso de los camarones con respecto al control y que la adicion de 0.6% de extracto
crudo disminuye en aproximadamente 10% la ganancia en peso de los camarones

con respecto al control.
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ABSTRACT

Garcia Lujan, Jazmin. Master of Science in Biochemical Engineering. Technological
Institute of Veracruz. Food Research and Development Unit. October 2018.
"Evaluation of guishe extract of Agave lechuguilla Torrey as a food additive for
juveniles of white shrimp" Advisors: Ph. D. Monroy Rivera José Albertof, Ph. D.

Reyes Alvarado Ana Gisela.

Agave lechuguilla Torrey is succulent plant species, mainly distributed in northeast of
Mexico and southern of United States of America. It is part of the 295 agave species
in Mexico. The main use for this plant is the tampico fibers extraction, resulting in
15% of fibers and 85% of a by-product waste named guishe. The lechuguilla
collectors normally incinerate the guishe, thus causing environmental contamination.
However, recent studies showed that guishe contains molecules with nutritional
characteristics, such as steroidal saponins, flavonoids and sugars, among others.
Therefore, in this work we evaluated the effect of two different guishe extracts as food
additive in whiteleg shrimp diets: a crude extract, obtained from the mechanical
pressing of guishe and an 80°C heat-treated extract. According to that, both extracts
were analized by MS-HPLC. The spectra showed the presence of saponins such as
diosgenin, smilagenin, gentrogenin, yucagenin, chlorogenin, and the flavonols,
guercitin and kampferol. After chemical analisis, a first dose response bioassay was
conducted to evaluate the effect of the two guishe extracts on the growth of whiteleg
shrimp. The crude extract was included in four levels; 0%, 0.1%, 0.2% and 0.3%, and
the heat-treated extract in two different levels, 0% and 0.3%. The results show
significant differences effect on growing with the addition of 0.3% of crude extract.
Final results showed that the addition of 0.3% crude extract increases by about 10%
the weight gain of the assayed shrimps, with respect to the control batch. Thus,
valorization of guishe with the nutritional molecules extraction for the formulation of

shrimp fed additives is the main conclusion of the work.
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INTRODUCCION

México es conocido por sus agaves, sobre todo el Agave tequilana que es utilizado
para la fabricacion de tequila, bebida representativa de nuestro pais, sin embargo
existen también otros géneros de agaves para la produccion de pulque (Agave
samilana) y mezcal (Agave weberi). De la misma manera, también se aprovechan los
agaves para la obtencién de fibras, ejemplo de estos, son el Agave fourcroydes,
cultivado principalmente en la peninsula de Yucatan y Quintana Roo, del cual se
obtiene henequén, una fibra dura utilizada para fabricar cordones y alfombras; y el
Agave lechuguilla Torrey del cual se obtiene ixtle, una fibra que se exporta para la
fabricacion de cepillos industriales en paises como Alemania, Estados Unidos,
Holanda, Suiza, Japén y Gran Bretafia (Siller Juarez et al., 2014). Con respecto a la
obtencion de ixtle y para cubrir su demanda; en diferentes municipios de los estados
de Coahuila, Durango, Nuevo Ledén y Zacatecas se dedican al aprovechamiento del
Agave lechuguilla, tallando manual o mecanicamente sus hojas. Esta actividad
genera un subproducto de aproximadamente 80% del peso de las hojas de
lechuguilla y recibe el nombre de guishe. El guishe de lechuguilla ha dejado de ser
considerado un subproducto sin uso biotecnologico, debido a que se han aislado

fitoquimicos con valor farmacéutico (Sidana, et al., 2016; Carmona et al., 2017).

Entre las moléculas mas atractivas para el sector industrial reportadas en el guishe
se encuentran las saponinas, que son metabolitos secundarios que poseen una
estructura anfipatica, donde la parte hidrofilica la conforma una o mas cadenas de
azlcares y la aglicona (genina) lipofilica llamada sapogenina. La sapogenina es un
precursor esteroidal. Ademas, las saponinas poseen aplicacion como espumante,
bactericida, aditivo alimenticio para la ganancia de peso en rumiantes y peces, asi
como su actividad para remover metales y otros contaminantes del agua (Romero
Gonzalez et al., 2006). El guishe es una materia prima econémica, para la cual es
necesario encontrar aplicaciones de uso integral en la industria, ya que

ordinariamente, el desecho de guishe es considerado téxico debido al



crecimiento bacteriano producto de la fermentacién del bagazo, y por su contenido
de saponinas (Podololak et al., 2010).

Adicionalmente, en estudios recientes se reportd que el guishe tiene capacidad
antioxidante debido a la presencia de fenoles. La busqueda de compuestos fendlicos
en el Agave lechuguilla se inicié debido a la presencia de estas moléculas en otras
agavaceas como A. sisalana, A. durangensis, A. americana entre otras (Almaraz-
Abarca et al., 2013).

Por tal motivo, considerando el valor nutricional de las moléculas contenidas en el
residuo, el presente proyecto de maestria evaluo6 el efecto del extracto de guishe en
el sector acuicola, especificamente como aditivo alimenticio para camarén blanco
(Litopenaeus vanamei), esta especie de camaron es la mas utilizada para la
camaronicultura por su adaptabilidad a salinidades y temperaturas variables. Asi
pues se busco una utilidad al extracto guishe en el sector acuicultor,
especificamente la camaronicultura, para incrementar la calidad, salud y peso de los
cultivos. Adicionalmente, con base a los reportes que existen de las saponinas para
la mejora de la calidad de agua, y conociendo que estan en el residuo, se analiz6 la

calidad de agua en el cultivo de camarones como efecto del extracto adicionado.



1. ANTECEDENTES

Las Agavaceas son una especie de plantas monocotiledéneas caracteristicas de
nuestro pais, se han registrado 288 especies, 166 de las cuales son magueyes,
agrupados en el género Agave. En México se han encontrado 125 especies de
agaves, que representan el 75% del total mundial. Se desarrollan sobre todo en
suelos semiéaridos y en funcion de su uso pueden ser utilizados para la fabricacion de
bebidas fermentadas (pulgque), para la produccion de bebidas destiladas (mezcal) y
para la produccion de fibras como son el henequén y el ixtle (Cervantes Ramirez,
2002).

1.1. Agave lechuguilla Torrey

El Agave lechuguilla Torrey, normalmente tiene altura de 70 cm y ancho de 40 cm,
con raices de 8 a 12 cm de profundidad. En los estados de Durango, Coahuila,
Nuevo Ledn, Tamaulipas, Zacatecas, San Luis Potosi e Hidalgo se aprovecha para la
obtencidon de ixtle, una fibra de alta resistencia que se exporta a paises como
Estados Unidos, Suiza, Japon, Holanda, Alemania y Gran Bretafia, en donde se usa
para la fabricacion de cepillos industriales y brochas para maquillaje o la manufactura

de artesanias como sandalias, bolsas, etc (Reyes Agiero et al.,, 2000).




El proceso de obtencion del ixtle implica la seleccion y corte de las hojas de
lechuguilla por los campesinos, el tallado de las hojas puede ser de manera manual o
mecanica y de ello resulta un 15% de ixtle y el 85% restante es un subproducto de
desecho llamado guishe. En el afio 2009 se obtuvieron aproximadamente 147 mil
toneladas de este subproducto a nivel nacional (Integradora de ixtleros de Zacatecas
S.A. de C.V., 2009).

1.2. Guishe

La palabra guishe también conocida por su origen otomi como guixi 0 guizo
(Santamaria, 1992); alude al jugo crudo de la lechuguilla. El escozor que provoca el
guishe es debido principalmente a la presencia de oxalato de calcio (Varela
Maldonado et al., 2006), aunque también se atribuye a la presencia de saponinas en
la planta, estas saponinas anfipaticas debido a su propiedad detergente causan
dafos en la piel. (Cervantes Duefas, 2016) Sin embargo, el indicio de la presencia
de saponinas ha hecho que al guishe ya no sea considerado un desecho peligroso,
sino una fuente de precursores esteroidales, con propiedades anti fangicas,
bioadsorbentes, anticancerigenas y también como aditivo alimentario (Sidana et al.,
2016).

|
'y}i’ \>

FIGURA 2 Fibras de ixtle (Tomado de Sanchez, 2017).
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Las saponinas no son los Unicos compuestos de interés que se encuentran en las
hojas, pues también se han encontrado compuestos fendlicos en el extracto del
guishe y el residuo con menor proporcién. Los compuestos fendlicos le confieren
actividad antioxidante. Con todo esto, se puede decir que en los agave se
encuentran, triterpenos, precursores de esteroides (Ontiveros Floriano et al., 2017),
flavonoides, taninos, saponinas, cumarinas volatiles, azucares reducidos (Ahumada
Santos et al.,, 2013). Ademas de que se ha hecho un desglose de los 24 fenoles
encontrados en las hojas de Agave lechuguilla, de los cuales se reportaron siete
flavonoles (mayoritariamente quercitina-3-O-glicosidos, pero también un kaempferol-
3-O-glicosido); ademas de una flavona; siete dihidroflavonoides; y cinco acidos

fendlicos (Almaraz-Abarca et al., 2013).

A — - o <
2: Tallado manual o
mecanico

54 3: Generacion de guishe

1: Recoleccion de
cogollos de lechuguilla

4: Prensado de guishe - 5: Extracto

FIGURA 3 Esquema de obtencién del extracto de guishe. Imagenes adaptadas de
INIFAP, 2005 vy Siller Juarez, 2012.
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Siller y colaboradores recolectaron muestras de guishe en el Ejido El Porvenir,
Parras de la Fuente (PF) y en el Ejido Buiiuelos, Saltillo (BS) en los meses de Marzo
y Junio; ellos realizaron un prensaron y obtuvieron el extracto liquido de guishe, en la
tabla 1 se presentan los resultados del analisis fisicoquimico realizado a las

muestras.

Los resultados mostraron que la humedad disminuye en el mes de junio debido a que
el clima es mas seco; Asi mismo la humedad de las muestras es proporcional a la
concentracion de carbohidratos, debido a que los azlucares son solubles en agua. El
contenido de saponinas en los extracto fue mayor en los meses de Junio, el mes més
seco, El Porvenir presentd una concentracion de saponinas en el mes de junio de

98.43 g/L y Buiiuelos una concentracion de 23.76 g/L.

TABLA 1 Analisis fisicoquimico del guishe en dos comunidades distintas en Marzo y
Junio. Adaptado de Siller et al., 2015

Parametros (%) PF Marzo | PF Junio | B Marzo | B Junio
Total de materia seca 21.58 29.78 26.23 37.43
Humedad 78.42 70.22 73.77 62.57
Cenizas 3.93 4.68 6.25 7.22
Fibra cruda 1.64 1.47 1.94 1.64
Extracto etéreo 0.5 0.51 0.29 0.37
Proteina 0.57 0.49 0.44 0.52
Carbohidratos 24.88 15.83 9.52 7.52
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1.3. Compuestos fendlicos

Los flavonoides son un grupo de fitoquimicos que se han reportado presentes en el
guishe, formados por dos anillos aromaticos unidos mediante una cadena de tres
atomos de carbono (compuestos CsC3Cs), Su biosintesis parte del acido shikimico y

de la acetil-coenzima A via malonil-CoA.

Son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en la naturaleza tanto libres
como o-glicésidos o c-glicésidos, éstos ultimos son los responsables de muchas
coloraciones de las flores, frutos y hojas, ademéas pueden presentar actividades
biolégicas de importancia.

Los flavonoides, son metabolitos secundarios vegetales de origen biosintético mixto;
de donde, el anillo A proviene de la ruta de la malonil-CoA y el anillo B proviene de la
ruta del acido shikimico. Un tricétido se cicla y se condensa en una molécula de
acido p-cumarico, vease figura 4. La enolizacion del ciclo proveniente de la ruta de la

malonil-CoA da origen al anillo aromatico A en las chalconas y flavononas.

(L,

R
R=H; Catequinas R=H; Flavanonas R=H; Flavonas Flavanol
R=0H; Leucoanticionidinas R=0H; Flavanonoles R=0H; Flavonoles

FIGURA 4 Tipos de flavonoides (Tomado de Bacca Erazo, 2012).
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1.4. Saponinas

Los compuestos de mayor interés que se han encontrado en el guishe son las
saponinas, que son glicésidos de alto peso molecular que pueden tener mas de una
cadena de azlcares unidas a una aglicona o sapogenina que a su vez puede ser
triterpénica o esteroidal. Algunos de los monosacaridos mas comunes son glucosa,
galactosa, acido D-glucorénico, D-galacturdnico (GalA), L-ramnosa, L-arabinosa, D-
xilosa y D-fucosa (Ozlem y Mazza, 2007). Los agaves utilizan las saponinas para
protegerse de los depredadores como gusanos o insectos. Con respecto a su uso
industrial son precursoras de hormonas esteroidales, ademas de ser utilizada en la
biorremediacién de aguas, como biocidas o para mejorar la ganancia de peso de

animales rumiantes o marinos (Carmona et al., 2017).

En la figura 5 se muestran los distintos tipos de sapogeninas; a) esteroidales
espirostanos, b) esteroidales furostanos y, ¢) saponinas triterpenoides. La letra R
indica un grupo azucar (Sparg et al., 2004). En las hojas de Agave lechuguilla se

pueden encontrar saponinas esteroidales tipo espirostano y furostano.

Debido a que las saponinas son compuestos polares, deben ser extraidas de la
matriz vegetal con compuestos igualmente polares, algunos de los solventes mas

utilizados son etanol, metanol y metanol acuoso (Santos Zea et al., 2016).

(B)
RO

()

©
RO

FIGURA 5 Tipos de Sapogeninas (Sparg et al., 2004).
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Algunas de las plantas para alimentaciébn humana que contienen saponinas son:
soya, chicharos, cacahuates, frijoles, lentejas espinacas, avena, esparragos, ajo,
pimientos, papas, tomates y cebollas, entre otros. Las saponinas son ricas en
propiedades farmacéuticas y recientemente muchos estudios se centra en la
capacidad de las saponinas para aumentar la respuesta inmune y la posesion de
propiedades antibacterianas, antioxidantes, anticancerigenas, antidiabéticas y anti
obesidad (Siller Juérez, 2012).

En 1962 Wall y colaboradores identificaron que las siguientes saponinas;
esmilagenina, gitogenina, manogenina y hecogenina. La esmilagenina fue la
saponina sobresaliente debido a que puede obtnerse de ella cortisona, que es una

horma esteroidal que se utiliza como antiinflamatorio y en el tratamiento de la artritis.

1.5. Camarodn Blanco del Pacifico

En México la acuicultura tuvo en los afios de 1970 a 1987 un desarrollo cualitativo y
cuantitativo con la insercion de nuevas tecnologias y la transicion de la etapa de
extensionismo a la utilizacion de sistemas de cultivo intensivos y semi-intensivos. La
camaronicultura a gran escala crecido en México a finales de los 90’s con camardn
azul del Pacifico (Litopenaeus stylirostris); sin embargo entre 1998-99, una cepa
mutante del Sindrome de Taura Virus (TSV) afecto gravemente las granjas de
camarén. Por tal motivo se optd por cultivar camaron blanco del Pacifico,
Litopenaeus vannamei, que en México tiende a ser mas tolerante a infecciones TSV
(Camproduce a.c., 2009). En la figura 6 se presenta el ciclo de vida del camaron
blanco, en su estado de postlarva los camarones peneidos tiene mayor resistencia a
los cambios de temperatura y salinidad de su medio, asi el estado de postlarva es la
mejor edad para someterlos a un régimen de dieta experimental, ademas, puede
conocerse en menor tiempo su tendencia de crecimiento, a diferencia de la etapa

adulta, donde la ganancia de peso es mas lenta (FAO, 1988).
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Para realizar el estudio adecuado del camardn blanco en estanques controlados es
necesario conocer los parametros fisicos 6ptimos en los que se desarrollaran. De tal
manera que no se vea afectado el experimento por su ambiente y los resultados de
la experimentacion sean solo consecuencia de la dieta. Las condiciones de Optimas
para el crecimiento del camardn son: temperatura 28°C, fotoperiodos de 14 horas de
luz y 10 horas de oscuridad, los niveles de nitrégeno en el medio deben ser de muy
bajos a inexistentes. El contenido promedio en el mar es: 0.02-0.04 mg/L (ppm),
NH4-N = ion amonio (nitrégeno total), 0.01-0.02 mg/L (ppm) NO2-N (nitrito), 0.1-0.2
mg/L (ppm) NO3-N (nitrato) (Treece G. , 2000).

Protozoea
Postlarva e \
J, - < 3
Mysis %
Nauplius
: T ey
Pantano LTS
b Juvenil \
o Bahl'aT
1\ (estuario)

Postlarva

MAR ABIERTO

FIGURA 6 Ciclo de vida del camaréon peneido (Tomado de Treece & Yates,
1993).

1.6. Glandula digestiva del camarén blanco

Las funciones del tracto digestivo de los crustaceos son ingestion, transporte de
ingesta, digestion, absorcién, almacenamiento de nutrientes, transporte de
nutrimentos a los vasos circulatorios y finalmente excrecion de desecho al medio
(Ayala Borboa, 2014).
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Abdomen Cefalotérax

( . AR \

Glandula digestiva . .
Intestino anterior

Intestino posterior _
—

Esofago

Estémago R 8

FIGURA 7 Ubicacion de la glandula digestiva del camaron. Adaptada de Bell y
Lightner, 1988

El tracto se subdivide en cinco partes: boca, eséfago, estbmago, glandula digestiva e
intestino (anterior, medio y posterior) (Ceccaldi, 1989). La glandula digestiva del
camarén es conocida también con el nombre de hepatopancreas y se encuentra en
el cefalotérax, en la parte superior de la cabeza, como se muestra en la figura 7. En
ella se producen enzimas digestivas, y en los crustaceos, la glandula, reabsorbe los
alimentos digeridos (van Weel, 1974). Alrededor de cada conducto de la glandula
digestiva hay finas fibras circulares y longitudinales, que son responsables del
movimiento del liquido y las células por todo el 6rgano. Cada conducto, vacia en el
estbmago las secreciones producidas por la glandula y luego vuelve a llenarse con
los alimentos que seran absorbidos. Estas fibras musculares permiten movimientos
peristalticos y longitudinales de cada conducto, que tienen lumenes de pequefias

dimensiones (Ceccaldi, 1989).
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1.7. Mecanismos de inmunidad del camarén blanco

Los camarones no poseen un sistema inmune como los mamiferos, no poseen
inmunoglobulinas, difieren también en que tienen un sistema circulatorio abierto o
semi-abierto y se protegen con la ayuda de moléculas efectoras en mecanismos de
inmunidad que ocurren en el tejido fluido denominado hemolinfa. (Suarez Gémez,
2008).

En la respuestas inmune de los crustaceos se distinguen efectores celulares y
humorales, que actdan en conjunto para proteger al huésped una vez que el invasor
ha sobrepasado la barrera fisicoquimica de la cuticula; los mecanismo de inmunidad

se resumen en la tabla 2 (Carreiio Mejia, 2009).

TABLA 2 Mecanismo de inmunidad en los camarones.

Mecanismos Tipo de célula que participa Patégeno que se elimina
de inmunidad

Sistema de la Semigranulocitos, hemocitos con | Bacterias y hongos
profenoloxidasa | granulos grandes y refractiles

Fagocitosis Hialinocitos Semigranulocitos Bacterias y microorganismos
<de 10 um
Encapsulaciéon | Semigranulocitos Bacterias y levaduras
Hemocitos con granulos Organismos > 10 um grandes

y refractiles (ej. Nematodos)

(Lorena Vazquez, 1998)
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1.7.1. Hemolinfa

La hemolinfa es la via por donde se transportan nutrimentos, excretas, oxigeno,

hormonas y otras moléculas importantes a los érganos del camarédn. Esta compuesta

por una fraccion celular, representada por los hemocitos y por una fraccion liquida

constituida por el plasma que contiene diferentes factores humorales (Suéarez
Gomez, 2008).

En el camarén se han reportado tres tipos de hemocitos, tal como se resumen en la
tabla 3 (Suarez Gomez, 2008):

a)

b)

Células hialinas: 80% de la hemolinfa. Son pequefias con un ndcleo grande y
muy poco citoplasma.

Células semigranulares: 10-13% de la hemolinfa. Mas grandes que las
hialinas, con presencia de algunos granulos, sus nudcleos son
proporcionalmente mas pequefios.

Células granulares: 4-10% de la hemolinfa. Son mas grandes que las
semigranulares y por su gran contenido de granulos, son mas refringentes

bajo el microscopio.

TABLA 3 Funciones de los hemocitos, tomado de Suarez Gomez, 2008.

Tipo de hemocito | Funcion en inmunidad

C. Hialinas Fagocitosis

C. Semigranulares | Encapsulacion

Fagocitosis (limitada)

Almacenamiento y liberacion del sistema PFO
Citotoxicidad

C. Granulares Almacenamiento y liberacion del sistema PFO
Citotoxicidad
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1.7.2. Sistema Profenoloxidasa

El sistema de la profenoloxidasa es parte de la respuesta humoral de los crustaceos,
especificamente de la melanizacién, la cual estd regulada por una cascada de
reacciones enzimaticas que se activa con la presencia de componentes microbianos
(Carrefio Mejia, 2009).

Inductor Célula Respuesta

T R IR
Q [ Hialina
e A

FIGURA 8 Estimulacion de la PFO. Adaptado de Vargas-Albores et. al., 1998.

La fenoloxidasa (FO) en los crustaceos esta localizada dentro de los hemocitos
granulares como una pro-enzima inactiva llamado profenoloxidasa (PFO) y su
transformacién a de PFO a FO involucra diferentes reacciones que se conocen como
activacién del sistema PFO, tal como se muestra en la figura 8. En los camarones la
PFO se realiza en dos pasos. El primer paso es la degranulacién, que ocurre cuando
los hemocitos granulares son estimulados por wuna bacteria, como los
lipopolisacaridos o B-glucanos en su membrana, y las formas inactivas de PFO y la
enzima serina proteasa son liberadas. El segundo paso requiere la participacion de

Ca2+ para la conversion de la forma inactiva de serina proteasa a su forma activa, y

14



ANTECEDENTES

entonces transformar la PFO a la forma activa de PO. Esto sucede in vivo solo

después de la degranulacion por estimulacion externa. (Vargas Albores et al., 1998).

1.8. Dietas experimentales estudiadas en camarén blanco.

Debido a que la acuicultura estd muy poco tecnificada, ya que de lo contrario los
costos comerciales aumentarian, se ha buscado que los cultivos sean beneficiados
en su crecimiento e inmunidad durante la alimentacion; por ello se han realizado
diferentes estudios cambiando los ingredientes en la dieta para los camarones,
desde cambiar la fuente de proteina hasta agregar adicionalmente una fuente extra

para la alimentacion del camardén.

TABLA 4 Resultados zootécnicos de Ayala Borboa en 2015.

HP HL
Supervivencia 99.4 % 99.4 %
Peso final 2.66 g 4.05¢
Ganancia en Peso 240¢g 3.94¢
Alimento Ingerido 127.3 g 1715¢g
FCA 1.80 1.61

En 2015 Ayala Borboa alimenté camarén blanco adicionando a una dieta tradicional
harina de langostilla (Pleuroncodes planipes); ella realizO6 un bioensayo de
crecimiento con camarones con peso promedio inicial de 0.25 g, los cuales fueron
alimentados durante 31 dias con dos alimentos: un alimento control con harina de
pescado y una alimento con harina de langostilla como sustituto de harina de

pescado, los resultados zootécnicos del bioensayo se muestran en la tabla 4.

En 2016 Pefia Rodriguez y colaboradores evaluaron cinco dietas experimentales con
40% de proteinas y 11% de lipidos en camarén marrén con un peso inicial de 0.12 g
(Farfantepenaeus californiensis) durante 8 semanas; la primera dieta (FM) se formulé

con un 10% de harina de pescado y sin aceite de pescado, la segunda dieta (FO)
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contenia 0.5% de aceite de pescado, mientras que la harina de pescado se
reemplazé totalmente con harina de subproductos de aves de corral; las dietas
tercera (DHA) y cuarta (LO) reemplazaron respectivamente el aceite de pescado con
0.5% de aceite de microalga y 0.5% de aceite de linaza, la quinta dieta (SLO) utilizé
harina de soya y gluten de maiz como fuentes principales de proteinas, con un 0.5%
de aceite de linaza. Ademas, una dieta de tipo comercial (Ctrl) incluia 36% de harina
de pescado y 1.4% de aceite de pescado (36% de proteina y 7.5% de lipidos).

TABLA 5 Disefio experimental utilizado por Pefia Rodriguez y colaboradores para

camarén marrén juvenil en presencia o ausencia de la macroalga Ulva Clathrata.

Tratamiento | % racion de dieta | Presencia de Ulva
Ctrl A 100 No
Ctrl B 50 Si
FM 50 Si
FO 50 Si
DHA 50 Si
LO 50 Si
SLO 50 Si
ucC 0 Si

El disefio experimental se muestra en la tabla 5; en total ellos aplicaron ocho
tratamientos de alimentacion: camarones alimentados con una dieta Ctrl a saciedad
(100% de racion de alimento granulado: Ctrl A); camarones alimentados a saciedad
con una proporcion del 50% de la dieta Ctrl (Ctrl B), FM, FO, DHA, LO o SLO en
presencia de una macroalga, Ulva fresca (Ulva clathrata); y finalmente, camarones

alimentados solo con macroalga (UC).

Los resultados zootécnicos de peso final, ganancia de peso, velocidad especifica de

crecimiento, tasa de conversion alimenticia, tasa de  eficiencia proteica y
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supervivencia se muestran en las tablas 6 y 7, donde puede verse la necesidad de
administrar a los camarones un alimento formulado, ya que al tratamiento que fue
alimentado Unicamente con la macroalga tuvo el menor crecimiento de los
organismos, ademas de tener el menor porcentaje de supervivencia para dicho

tratamiento.

TABLA 6 Resultados zootécnicos obtenidos por Pefia Rodriguez y colaboradores

Tratamiento | FW (Q) WG (%) SGR (%/dia)
Ctrl A 1.83 +0.19¢ 1401 + 1514 4.83 +0.18¢%
Ctrl B 1.72 +0.10% 1328 + 84¢d 4.74 + 0.10°d
FM 1.74+0.21 < 1342 + 1659 4.76 + 0.2]1¢de
FO 1.43 +0.12° 1076 + 83° 4.40 + 0.13Pc
DHA 1.48 +0.11° 1119 + 90QPc 4.46 + 0.13bcd
LO 1.34 +0.16° 1011 + 120° 4,29 £0.19°
SLO 1.88 +0.15¢ 1458 + 1294 4.90 £ 0.14°¢
ucC 0.47 +£0.092 284 + 812 2.37 +£0.402

El control A, que era solo alimentado con una dieta comercial tuvo muy buenos
resultados, esto indica que una dieta a base de pellets con las vitaminas, minerales
y proteinas necesarias es suficiente para una ganancia de peso favorable; sin
embargo, la dieta que presento mayor ganancia de peso fue la que tuvo 50% de
macroalga y 50% de un alimento con harina de soya y gluten de maiz (SLO); esto
significa que adicionar a la dieta un prebidtico como es el caso de la macroalga

provoca un efecto positivo.
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TABLA 7 Resultados zootécnicos obtenidos por Pefia Rodriguez y colaboradores

Tratamiento | FCR PER Supervivencia (%)
Ctrl A 1.83 +0.19¢ 1.55 +0.052 93+6
Ctrl B 0.98 + 0.06% 2.87 £0.08° 8712
FM 0.96 + 0.12% 2.66 £ 0.11° 90+10
FO 1.20 +0.11¢ 2.1+0.03° 93+12
DHA 1.15+0.10°¢ | 2.2+0.18° 90 +10
LO 1.28 +0.15¢ 2.0+0.18° 93+6
SLO 0.86 +0.072 2.95+0.10° 93+6
ucC - - 87+12

Por otro lado, no existen estudios sobre dietas alimenticias para camaron blanco con
extracto de agave lechuguilla Torrey, sin embargo, Martinez Coérdova vy
colaboradores en 2007 presentaron un estudio realizado en camarén blanco
(Litopenaeus vannamei), donde adicionaron un extracto comercial de Yucca
schidigera, esta planta al igual que el agave lechuguilla Torrey pertenece a la familia

de las asparagaceas.

Martinez Cérdova y colaboradores utilizaron un extracto con el nombre comercial de
BioAqua®, evaluaron parametros de calidad de agua (OD, pH, N-NO2, N-NO3, NAT
y MO) y zootécnicos (crecimiento, supervivencia, biomasa y FCA). El bioensayo durd
16 semanas en estanques de 4.2 m3 con 100 juveniles por estanque, el peso inicial
fue de 2 £ 0.2 g, utilizaron un sistema de bajo recambio de agua, administraron el

alimento dos veces al dia, ajustando la racion de acuerdo al consumo aparente.
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TABLA 8 Resultados de concentraciéon de nitritos, nitratos y nitrbgeno amoniacal total

después de 16 semanas reportados por Martinez Cérdova y colaboradores

0 g/kg 1 g/kg 2 g/kg 3 g/kg

N-NO2 (mg/L) | 0.011 +0.001® | 0.010 +0.0012 | 0.012 +0.001% | 0.006 + 0.0012

N-NO3 (mg/L) | 0.99 +0.222 1.06 +0.172 1.15+0.162 1.06 + 0.162

TAN (mg/L) 0.135+0.07° |0.033+0.032 |0.035+0.022 |0.013 +0.0082

El equipo de investigacion de Martinez no encontré diferencias significativas en la
concentracion final de nitritos y nitratos para ningunos de los tratamientos, sin
embargo, con respecto al nitrégeno total encontraron una concentracion alta para el

tratamiento testigo, tal como se muestra en la tabla 8.

TABLA 9 Valores medios zootécnicos reportados por Martinez Cordova y

colaboradores al finalizar su bioensayo de 16 semanas.

0 g/Kg 1 g/kg 2 g/kg 3 g/kg
Peso final (g) 13.1+1.0% [125+0.82 |14.9+05P 11.7 £ 1.42
Peso ganado (g) 11.6 +£1.3% 11.1 +0.52 13.50 + 0.26" 10.5+1.228
Supervivencia (%) | 62 + 172 71 +21bc 67 + 62° 95 + 5¢
Alimento 1907 + 1313 | 1965 +90% | 2078 + 26 1738 + 172
consumido (kg)
Biomasa final (kg) | 819 + 2822 877.4 £2282 | 1001 492 1117 + 1512
FCA 2.32 £0.5° 2.23+£0.6° 2.07 £0.2% 1.55+0.228

Los resultados de los parametros zootécnicos terminadas las 16 de semanas se
muestran en la tabla 9, el mejor tratamiento fue el que tuvo un 0.2% de extracto de
Yucca schidigera, el porcentaje se supervivencia de los cuatro tratamientos es

aceptable para las granjas de tipo comercial.
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La concentracion de 0.3 % presentd una disminucion del crecimiento de los
camarones, debido a que es el tratamiento que presenta mayor supervivencia puede
asumirse que los camarones dejaron de consumir su alimentos posiblemente por
cuestiones de palatabilidad del alimento, lo que resulta en un menor crecimiento del

cultivo.

Otro experimento realizado con extracto comercial BIOAQUA® fue utilizado para
alimentaciéon de mojarra tilapia (Oreochromis niloticus Stirling) por Asiain y
colaboradores en 2012, ellos utilizaron dos tanques de concreto de 12 m de diametro
para sembrar 50 organismos por metro cubico, durante siete meses alimentaron un
estanque con alimento comercial y otro con ese mismo alimento enriquecido con 2 kg
de BIOAQUA ® por tonelada de alimento. Se alimentaron a saciedad tres veces al
dia.

TABLA 10 Resultados obtenidos por Asiain y colaboradores en 2012

Parametro productivo Control BIOAQUA

Biomasa total ganada, kg tanque™ 3,102 3,510
Sobrevivencia, % 77 87
Meses para cosecha total 8 7
Alimento consumido, kg tanque™ 5,388 5,480
A= Costo total del alimento, MX$ etanque™ 38,793.60 40,004
Precio de venta del pescado, MX$ « kg™ 36.00 36.00
B= Ingresos por ventas, MX$ etanque™ 149,472.00 | 167,760.00
B-A= Utilidad bruta asociada al uso del| 110,678.40| 127,756.00
alimento sin considerar otros costos de

produccion, MX$ etanque™

Beneficio econdmico, MX$ etanque™ 0.00 17,077.60




ANTECEDENTES

Los resultados para este bioensayo se presentan en la tabla 10, donde la ganancia
de peso es mayor en el estanque al que se le adiciondé BIOAQUA® a la dieta, ellos
también presentan el beneficio econdmico de la utilizacion del producto comercial,

gue resulta en aproximadamente 17 mil pesos mexicanos.

1.9. Biopeliculas en la camaronicultura

El presente estudio contempl6 dos niveles de recambio de agua, estos es el volumen
de agua que deberé retirarse diariamente y sustituirse por volumen de agua de mar
filtrada limpia. Estos recambio de agua son indispensables para eliminar niveles de
altos de nitrogeno amoniacal; sin embargo podria pensarse que un recambio total de
agua seria mas eficiente para mantener la limpieza de los estanques, pero no es asi,
porque realizar grandes recambios de agua diariamente implica un gasto mayor en el
consumo de agua de mar filtrada, bombeo y mantenimiento. Por otro lado, un menor
recambio de agua permite el crecimiento de microorganismos en las paredes de los
estanques, como microalgas, bacterias, protozoarios y hongos, pudiendo tener
efectos positivos 0 negativos, a este crecimiento en las paredes de los estanques se

le conoce como biopelicula (Ramesh, et. al., 1999).

Se han reportado que las biopeliculas pueden contener hasta un 30% de proteinas y
lipidos que incluyen acidos grasos como HUFA y PUFA, ademas de acidos grasos
de cadena corta que biocontrolan contra agentes patogenos debido a la produccion
de polihidroxibutirato que sirve a los camarones como inmunoestimulante (Martinez
Cordova, et al., 2011).

La formacién de una biopelicula consta de cuatro fases: (1) adsorcion de compuestos
guimicos disueltos (macromoléculas) a las paredes de los estanques; (2)

colonizacion bacteriana, (3) colonizacibn por eucariontes unicelulares y (4)
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colonizacion por eucariontes multicelulares (Ciatdado de Whal, 1989 en Martinez
Cérdova, et al., 2011).

Las bacterias y microalgas de una biopelicula pueden utilizar el alimento no
consumido por los camarones del cultivo, por lo que existe un mejor
aprovechamiento del alimento y ademas, disminuye las concentraciones de
nitrdgeno. Por otro lado se sabe que las biopeliculas contienen agentes probidticos
gue incrementan la actividad de varias enzimas relacionadas con el crecimiento
(Martinez Cordova, et al., 2011).
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2. SINTESIS DE ANTECEDENTES

México en un pais productor de fibra lechuguilla (ixtle), el tallado de esta fibra deja
toneladas del residuo de sus hojas llamado guishe, recientemente se ha encontrado
en el guishe moléculas de interés comercial como saponinas, flavonoides y azucares.
México es también debido a sus amplias costas un pais acuicultor, destaca por el
cultivo de camarén blanco (Litopenaeus vannamei), debido a que es una especie que
se adapta a salinidades y temperaturas fluctuantes, ademas de presentar una mayor
resistencia a diversas enfermedades. Sin embargo, debido a la poca tecnificacion de
la camaronicultura aun existen perdida de cultivos por enfermedades, ademas de
gue toda persona dedicada al cultivo del camardn, buscara que estos crezcan mas
rapido en menos tiempo, a fin de cosechar mas veces por afio 6 vender camarones
de mayor tamafo que implican mayor ganancia econdmica. Convergen entonces, la
necesidad de encontrar un uso para el guishe generado por la producciéon de ixtle y

la necesidad de mejorar los cultivos de camaron blanco con muy poca inversion.

Existe en el mercado un extracto de Yucca Schidigera con el nombre de BioAqua®
gue ha sido probado en cultivos de camardn blanco y mojarra tilapia, mostrando
efectos positivos durante el cultivo de ambos organismos, generando ganancias

econdmicas para el acuicultor.

Este proyecto estudio el efecto de un extracto de guishe en la ganancia de peso e
inmunoestimulacion al ser agregado en una dieta tradicional para camarén blanco
del Pacifico. Asi mismo el cultivo de los camarones se hizo con recambio de agua
altos y bajos para conocer si el extracto en el alimento tiene un efecto sobre la

concentracion de nitritos, nitratos y amino en los estanques.
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3. OBJETIVOS

3.1. General

Evaluar el efecto del extracto de guishe como aditivo alimenticio sobre el crecimiento

e inmunomodulacion en juveniles de camaron blanco.

3.2. Especificos

e Confirmar la existencia de compuestos de interés en los extractos de guishe
usando cromatografia de liquidos acoplada a masas con analisis de tiempo de
vuelo.

e Evaluar el efecto de los extractos de guishe en una dieta experimental sobre
los parametros zootécnicos e inmunomodulacion del camarén blanco del
pacifico.

e Evaluar el efecto de los extractos de guishe en una dieta experimental para

camarén blanco sobre la concentracion de nitritos, nitratos y amonio.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1. Extractos de guishe

La empresa Biorganix Mexicana S.A de C.V., proporciond dos extractos de guishe
para el bioensayo. El primer extracto de guishe; es un extracto crudo que se obtuvo
por prensado mecénico, a este extracto se asigno la letra C, y el segundo extracto
recibié un calentamiento a 80°C por 10 min, a este extracto se le asigné la letra F

(extracto final). Ambos extractos se mantuvieron en refrigeracion hasta su uso.

4.2. Caracterizacion de los fitoquimicos en los extractos.

Para la determinacion de compuestos fue necesario preparar las muestras antes de
ser medidas al departamento de Tecnologia Alimentaria CIATEJ, A.C (Unidad Nuevo
Ledn). Los extractos fueron filtrados dos veces, primero, se filtr6 al vacio con filtro

Whatman 52, después en filtros de jeringa de 0.45 um HPLC.

El primer filtro utilizado para cada uno de los extractos fue sumergido en 10 mL de
metanol por 10 horas en refrigeraciéon a 4° C, para posteriormente ser filtrados con
filtros jeringas de 0.45 um. Una vez que se termino de filtrar el extracto crudo y
tratado, se sumergieron en 10 mL de metanol los filtros Whatman con los
remanentes solidos contenidos encima. Posteriormente la extraccion metanolica de
los solidos en los filtros Whatman fueron filtrados con filtros jeringa de 0.45 pm.
Finalmente se obtuvieron cuatro extractos (extracto crudo; extracto tratado, metanol-

extracto crudo, metanol-extracto tratado). .

Las muestras se congelaron a -35° C por 96 h en ultracongelador REVCO,
posteriormente se liofilizaron los extractos por 72 en un equipo de liofilizacion
LABCONCO de 2.5 L como se muestra en la figura 10.
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FIGURA 10 Liofilizacién de los extractos de guishe.

Los extractos en polvo se caracterizaron en un equipo de cromatografia de liquidos
con espectrometria de masas acoplado a andalisis de tiempo de vuelo, UHPLC
Agilent Technologies 1290 Infinity, y 6530 True High Definition Q-TOF, como se

muestra en la figura 11.

FIGURA 11 Cromatografo liquido acoplado a analizador de tiempo de vuelo.

Para identificar las moléculas de interés en el espectro de masas, se realizd un
resumen como se muestra en la tabla 11; donde se indica el nombre de la molécula y
la formula quimica, la m/z (masal/carga) se calculé con el software Isotope
Distribution Calculator de Agilent. Ademas, para conocer los tiempos de retencion de
los compuestos de interés se contd con dos estandares, diosgenina y quercitina, la
diosgenina se utilizé para conocer el rango de tiempo en que aparecerian las

saponinas, mientras que la quercitina se utilizé para conocer el rango de tiempo de
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los flavonoles. Para la identificacion de saponinas se utilizé6 polaridad negativa,

mientras que para los fenoles se utilizo polaridad positiva.

TABLA 11 Lista de masa/carga de los compuestos de interés.

Molécula Formula quimica | m/z calculada
Diosgenina diglucosida C39H62013 739.4263
Diosgenina C27H4203 415.3212
Dioscina CssH72016 869.4899
Progenina lll C39He2012 723.432
Deltonina CasH72017 885.4848
Progenina Il C39He2012 723.4314
Protodioscina Cs1Hg4022 1031.5427
Esmilagenina C27H4403 417.3363
Manogenina C27H4205 447.3105
Catequina C15H1406 291.0863
Agavegenina C28H4806 481.3524
Quercitina C15H1007 301.0359

4.3. Evaluacion biologica del aditivo alimenticio en el camarén.

La evaluacion biologica del aditivo alimenticio en el camaron se llevo a cabo en el
Centro de Investigaciones Biologicas del Noreste, S.C. (CIBNOR). El bioensayo de
crecimiento se realiz6 durante 29 dias para evaluar el efecto de dos extractos de
guishe en su crecimiento, uno de los extractos denominado extracto crudo se obtuvo
mediante prensando, y el segundo extracto tuvo adicionalmente un tratamiento
térmico por 10 minutos 70° C. Se realizaron pruebas en la glandula digestiva y se
midio la concentracién de compuestos nitrogenados en los estanques durante los 29
dias. Para el analisis de los resultados al finalizar el bioensayo se determina la
ganancia en peso, conversion alimenticia, velocidad especifica de crecimiento
(SGR) y la tasa de supervivencia. Para conocer si el extracto afiadido en el alimento
ocasiona dafios en los camarones se realizan estudios de histologia en la glandula

digestiva, se realizara al finalizar el bioensayo de crecimiento una prueba de reto
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microbiano con Vibrio parahaemolyticus durante 92 horas para conocer los efectos

inmunomoduladores derivados de la alimentacion con los extractos.

4.3.1. Preparacion de las dietas

El alimento para el camarén fue preparado utilizando los porcentajes reportados por
Pefia-Rodriguez et al. (2016). En la primera fase de la preparacion de las dietas, se
determind el peso seco del aditivo de los dos extractos de bagazo de guishe.

FIGURA 12 Determinacion de humedad de los extractos de guishe.

La determinacion se hizo por triplicado, se secaron 10 mL de cada uno de los
concentrados para la conversion a peso seco. Una vez determinado el volumen con
respecto al peso seco determinado; se prepararon 5 dietas experimentales,
incluyendo la dieta testigo, los codigos que se presentan en la tabla 12 se explican a
continuacién, ademas se agregan al final las letras A 6 B que indican un alto
recambio de agua (40%) o un bajo recambio de agua (10%) durante el bioensayo de
crecimiento respectivamente, estos codigos serdn mencionados a lo largo del
trabajo: TO (Alimento control, sin aditivo afiadido), C1 (Alimento con 0.1% del extracto
de guishe prensado), C2 (Alimento con 0.2% del extracto de guishe prensado), C3
(Alimento con 0.3% del extracto de guishe prensado), F3 (Alimento con 0.3% de

extracto tratado térmicamente para inactivacion enzimatica).
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TABLA 12 Perfil nutricional de la dieta utilizada.

Ingredientes (g) T0 C1 C2 C3 F3
Harina de trigo 320 319.2 | 3184 | 397 397
Harina de pescado 160 160 160 200 200
Harina de soya 253.04 | 253.04 | 253.04 | 316.3 | 316.3
Aceite de pescado (Sardina 69%) 20 20 20 25 25
Lecitina de soya 28 28 28 35 35
Vitaminas y minerales premezcladas. | 4.24 4.24 4.24 5.3 5.3
Carboximetilcelulosa CMC 12 12 12 15 15
Vitamina C 0.8 0.8 0.8 1 1
Antioxidante BHT 0.32 0.32 0.32 0.4 0.4
Colina 0.8 0.8 0.8 1 1
Fosfato mono sodico 0.8 0.8 0.8 1 1
Extracto crudo de guishe 0 0.8 1.6 3

Extracto tratado enzimaticamente 0 0 0 0 3
Total 800 800 800 1000 | 1000

La preparacion del alimento para los camarones se hizo en el siguiente orden:

1) Tamizado de las harinas (trigo, pescado y soya) en una malla de 425 pm
(N°40).
2) Pesado de cada uno de los ingredientes como se muestra en la tabla 12.

3) Homogenizacion; empezando con los macro ingredientes (harinas) en una
mezcladora de cocina Kitchen Aid MR, St. Joseph, MI, USA.

4) Adicion de los micro ingredientes; vitaminas, minerales, antioxidante y el

ligante (carboximetilcelulosa).

5) Después de 15 minutos se mezcldé la emulsion compuesta por lecitina, aceite
de pescado, extracto de guishe (C 6 F) y agua. Estos ingredientes no se
agregaron de forma separada al contenedor con la harina para hacer mas

facil su manejo.
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6) La masa resultante del mezclado se sometié a extrusion en un molino de
carne (Torrey, MJ12, Monterrey, NL., México) con un dado de 2 mm. Como se
muestra en la figura 13.

FIGURA 13 Extrusor utilizado para comprimir el alimento.

7) La pasta obtenida para los diferentes tratamientos se secé en un horno de

calentamiento durante 18 horas a 40°C.

4.3.2. Distribucion de los experimentos del bioensayo preliminar

Se evaluaron dos aspectos en esta prueba experimental, primero el crecimiento,
utilizando las cinco diferentes dietas (testigo, crudo al 0.1 %, 0.2 % y 0.3 %) y el
segundo fue la limpieza de los estanques durante todo el experimento, para ello se
utilizé6 un recambio de agua del 10% (recambio bajo) mientras que en los otros
estanques se utilizé6 un recambio del 60% (recambio alto). Todos los tratamientos se

hicieron por triplicado. El esquema de distribucién se muestra en la figura 14.

31



MATERIALES Y METODOS

TOA C1A C2A C3A F3A
0% 0.1% 0.2% 0.3 % 0.3 %
TOB C3B F3B
0% 0.3 % 0.3 %

FIGURA 14 Esquema experimental para el bioensayo preliminar.

4.3.3. Bioensayo preliminar con camarén blanco del pacifico

Para el bioensayo de crecimiento preliminar se utilizaron 24 estanques de fibra de
vidrio de dimensiones 50x55x38 cm y volumen de 60 litros como se muestra en la
figura 15. Cada estanque se equip06 con un calentador sumergible de 200 W y malla
mosquitera para evitar la fuga de los organismos. Los estanques se abastecieron con
agua de mar filtrada y con valores de oxigeno disuelto entre 5 a 6 mg/L. El
fotoperiodo artificial fue de 13 horas de luz y 11 horas de oscuridad, controlado por

un reloj automatico.

Para el bioensayo, se utilizaron juveniles de camardén de la especie Litopenaeus
vannamei provenientes de la granja Acuicultores de la Peninsula (APSA) ubicada al
Norte de la ciudad de La Paz, B.C.S. Antes del bioensayo, se mantuvieron los
juveniles por cuatros meses a 20 °C en el Laboratorio de Nutricion Experimental. Al
momento del bioensayo, se tomaron camarones aleatoriamente con pesos de entre

0.5 a 0.8 gramos para su correcta distribucion en los estanques.
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FIGURA 15 Disposicion de los estanques 61-72 durante el bioensayo preliminar.

Los camarones fueron alimentados dos veces al dia, por la mafiana a las 9:00 h y
por la tarde a las 14:30 h. Durante el bioensayo, se realizaron tres biometrias, al
inicio (para la seleccion del rango de peso de los camarones), en la etapa media (a
las dos semanas) y al finalizar el experimento (cuatros semanas). Una vez terminado
el bioensayo se calcul6 la ganancia de peso. Ademas de que los camarones fueron
transportados en cubetas de 20 L al laboratorio externo de microbiologia para las

pruebas de reto microbiano (infeccion experimental).

La forma de calcular los restos diarios de alimento dentro de cada estanque se hizo
por observacion, se asignaron tres valores segun la cantidad de sobras; 0%, 10% y
20%; donde el ideal de restos de alimento a observar era el 10% (valor que indica
gue el camaron no se ha quedado con hambre), un valor de 0% indicaba que debe
aumentarse la dosis de alimento para el siguiente dia y un valor de 20% indicaba que

la dosis debia disminuir porque los organismos estaban siendo sobrealimentados.

Para evaluar los resultados al final del bioensayo se midieron los siguientes

parametros (Cortés Jacinto, 1998) :

Tasa de crecimiento absoluta (TCA): Es el método mas simple para reportar
crecimiento: se define como el incremento en peso por unidad de tiempo (Hopkins

1992). Se obtiene mediante la siguiente ecuacion:
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rca = &P (1)

donde,
Pf = Peso final.
Pi = Peso inicial.

t = Periodo de tiempo del cultivo experimental.

Frecuentemente se utiliza la regresion lineal de peso (g) contra tiempo (dias) para

estimar la velocidad de crecimiento en funcién de la pendiente en linea.
Ganancia de peso: Definido como el aumento de peso que se gener6 durante el
bioensayo. Se obtiene de la siguiente forma

Ganancia en peso = Pr — P, (2)
donde

P: = Peso final del camaroén.

Pi = Peso del camaron al inicio del bioensayo.

Tasa de crecimiento especifica (TCE): La tasa de crecimiento de un animal es un
indice sensitivo a la frecuencia alimenticia, denota el crecimiento promedio por dia en
términos de porcentaje y supone que el incremento en peso es de forma

exponencial. Se calcula de la siguiente formula:

TCE = In Pe—In P;

x 100 (4)
donde

InP; = logaritmo natural del peso a un tiempo t.

InP; = logaritmo del peso inicial.

Biomasa (B): Definido a partir del nimero de organismos y el peso promedio @ (Q)

de la muestra.
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B = (No.de organismos) X () (5)

Tasa de conversién alimenticia: Definido como la cantidad de alimento (g) seco

necesario para que el camarén aumente un gramo en peso humedo.

TCA =

Consumo total (g) (6)
Ganancia en peso(g)

Tasa de supervivencia: Es el porcentaje de organismos vivos en un tiempo dado:

TS = Numero final de camarones % 10 (7)

Numero inicial de camarones

4.3.4. Infeccion experimental

Terminadas las cuatro semanas del bioensayo de crecimiento se inicio la infecciéon
de los camarones con la cepa ATCC 17802 de Vibrio parahaemolyticus que fue
proporcionada de la coleccién bacteriana del laboratorio de gendmica del Dr.

Eduardo Quiroz Guzman.

Por cuestiones de espacio se realizo el reto con los primeros 4 tratamientos de alto
recambio: TOA, C1A, C3A y F3A, posteriormente se infectaron los camarones de los
tratamientos C2A, TOB, C3B y F3B, tal como se muestra en la figura 17, que fueron
los tratamientos con mayor poblacién al finalizar los 28 dias de bioensayo para
crecimiento. Se utilizaron 14 camarones por tratamiento, de los cuales 12 fueron

infectados y dos camarones fueron testigos sanos.

El tiempo de exposicion fue de 96 horas, y se llevd a cabo en el camper aislado del
laboratorio de gendmica, los camarones estuvieron distribuidos por tratamiento en
estanques especializados de 4 y 2 litros de agua de mar filtrada y desinfectada con
cloro (posteriormente neutralizada con tiosulfato de sodio anhidro), con 4 y dos
camarones respectivamente. Los estanques se acondicionaron previamente a una

temperatura de 29°C dentro de una tarja a bafio maria con calentadores de agua

35



MATERIALES Y METODOS

sumergibles de 200 W, con aeracién proporcionada por bombas de acuario
pequefias. Se vacio dentro de cada uno de los estanques una solucién del
microorganismo a una concentracion de 1 X 104 en los estanques de 4 litros se
vaciaron 30 mL, mientras que en los estanques de 2 litros de vaciaron 15 mL.

Una vez distribuidos e infectados los camarones en sus estanques se alimentaron
con un pellet una vez al dia para evitar muerte por exceso de nitrégeno generado por
los desechos, durante estas 96 horas se monitoreo diariamente la temperatura de los
estanques; no hubo recambio de agua, solamente se retiraron las exuvias y

camarones muertos.

FIGURA 16 Distribucion de los estanques durante el reto microbiano.

Esta se realiz6 para evaluar la inmunomodulacién de los camarones. Debido al
espacio pequefio dentro del laboratorio se realizé la infeccion en dos lotes distintos;
primero se infectaron los grupos de camarones que tuvieron menor tasa de
supervivencia, que fueron TOA, C1A, C3A y F3A. El segundo grupo se infectdé una
semana después con los grupos TOB, C2A, C3B y F3B respectivamente, los cuales

presentaron una mayor tasa de supervivencia.
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4.3.5. Pardmetros biolégicos de la hemolinfa.

Al terminar las 96 horas de la infecciébn experimental se extrajo la hemolinfa de los
camarones con jeringas que contenian anticoagulante (Para una solucién de 200 mL:
1.58 g de citrato de sodio, 4.49 g de cloruro de sodio, 4.14 g de glucosa disueltos en
150 mL de agua Milli Q, ajustando el pH a 7.5 y llevando a 200 mL). En seguida se
centrifugd y se mantuvo en congelacion hasta su uso para la determinacion de

proteina total, fenol oxidasa y profenol oxidasa.

La determinacion de la actividad especifica de la fenoloxidasa (FO) se realiz6 de la

siguiente manera:

1) Se colocaron 20 pL de plasma de camardn y 250 pL de L-DOPA (1 mg/mL
agua destilada).

2) Se dejo incubar por 20 min y leer a 490 nm

3) Los valores de absorbancia obtenidos se normalizaron con los valores de

proteina.

La determinacion de la actividad especifica de la profenoloxidasa (PFO) se realizo de

la siguiente manera:
1) Preparacion de solucion de tripsina (1 mg/mL agua destilada, “pH 7.0”)

2) Preparacion de microplaca con 20 pL de solucion de tripsina en cada pozo y

dejar secar entre 12 y 24 horas.

Thermo

SCIENT 1FIC

MULTISKAN SPECTRUM

FIGURA 17 Espectrofotdmetro multiescaneo
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3) Después de secada la tripsina, se colocaron 20 pL de plasma de camaron y
250 pL de L-DOPA (1 mg/mL agua destilada).

4) Se dejo incubar por 20 min y leer a 490 nm.

5) Los valores de absorbancia obtenidos se normalizaron con los valores de

proteina.

4.3.6. Histologia

Se realizaron analisis histolégicos para conocer el efecto del alimento durante el
bioensayo y la infeccion con la bacteria patdgena en los camarones durante el reto
microbiano. Para llevar a cabo la fijacion se sigue la metodologia basada en Howard
et al., (2004). Para ello primero se realiz6 la fijacion de los organismos, para evitar la
descomposicion de los érganos y tejidos; la fijacion se realizd inyectando solucion
Davidson detras de la cabeza, en el segmento entre el cefalotérax y el abdomen, asi

como se muestra en la figura 19.

FIGURA 18 Inyeccion de solucion Davidson al camaron.

La composicién de la solucion se detalla en la tabla 5. Se utiliz6 una solucién
Davidson con agua marina sin acido acético, para la preservacion de los camarones,
ya que los organismos no se lavaron con alcohol durante las siguientes 48 horas,
debido a que debian reunirse las muestras de organismos sanos y enfermos para ser

analizadas en un solo lote.
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TABLA 13 Composicion de la solucion Davidson.

Reactivo Volumen mL
Glicerina 400
Formaldehido al 37-40% 800
Alcohol etilico 96% 1200
Agua de mar filtrada 1200

Los camarones fueron sumergidos en la misma soluciéon Davidson como se muestra
en la figura 20 al terminar de inyectarlos, a fin de que se conservaran los tejidos

hasta iniciar los cortes histologicos.

FIGURA 19 Conservacion en Davidson hasta su preparacion para histologia.

Después un lavado sucesivo con alcohol al 70 y 80%, se esperan mas de 48 horas
para iniciar la inclusion en parafina para ello fue necesario deshidratar los organismo
con diferentes grados de alcohol. Para la deshidratacion se utiliz6 un procesador de

tejidos de vacio automatizado Leica ASP200-S.

El procesador de tejidos fue programado por el laboratorio de histologia e

histoquimica para una duracion de 9.5 horas como se presenta continuacion:

1. Dos lavados continuos en alcohol etilico (I y 1l) al 70°, 30 minutos con cada

uno para un total de una hora.

2. Una hora en alcohol etilico al 80°.
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3. Una hora en alcohol etilico al 90°.

4. Dos lavados continuos en alcohol etilico al 96°, | y Il respectivamente, una

hora en cada uno.

5. Tres lavados consecutivos con alcohol etilico 100°; I, I, Ill, una hora en cada

uno.
6. Mezcla de alcohol etilico absoluto-xilol (1:1) 20 minutos.

7. Xilol absoluto (100 %) 5-10 minutos.

4.3.7. Determinacion de nitritos, nitratos y amonio

La determinacion de nitritos, nitratos y amonio se hizo siguiendo el manual de
procedimientos técnicos para la determinacion de nitratos disueltos en aguas del
laboratorio de Analisis Quimicos de Aguas con base en las normas mexicanas: NMX-
AA-115-SCFI-2015; Analisis de agua — criterios generales para el control de la
calidad de resultados analiticos, y NMX-AA-154-SCFI-2011 (Andlisis de agua —
determinacién de nitrégeno de nitritos en aguas naturales, residuales, residuales
tratadas y marinas— método de prueba) y . Las soluciones y equipos para la
determinacién fueron proporcionados por el laboratorio. La medicion por colorimetria
se hizo en un autoanalizador de iones, marca Lachat Instruments, modelo QC8000
compuesto de los siguientes instrumentos: Automuestreador aleatorio, bomba
peristaltica de multiples canales, unidad de reaccion o manifold con controladores de
temperatura, unidad de calentamiento, detector colorimétrico, sistema de computo

para la captura de datos y generacion de informes.

Se realizaron las respectivas diluciones de las muestras de agua de los estanques

cuando la concentracion estas se salian del rango de la curva de calibracion.

40



MATERIALES Y METODOS

4.4. Anédlisis Estadistico

Se realiz6 el analisis estadistico de los resultados con el método Duncan debido a la
distribucién desbalanceada del experimento y la diferencia del numero de

organismos por tratamiento.

Los resultados zootécnicos fueron analizados con el método Duncan en el programa
IBM® SPSS® Statistics version 24, utilizando un nivel de significancia estadistica de
0.05. Por otro lado, resultados histolégicos para camarones sanos e infectados con
Vibrio parahaemolyticus se realizaron con el método de Kruskal Wallis para pruebas
no paramétricas, con el programa IBM® SPSS® Statistics version 24, y se
complementaron con el programa Minitab 17 Statical Software.

Una vez observadas las diferencias en el primer bioensayo se procedio a realizar un
segundo bioensayo, descartando los tratamientos que no tuvieron un efecto positivo
en los camarones. La repeticion del bioensayo se realizo para realizar mejoras en el
cuidado del cultivo experimental, pudiendo presentar asi informacion cientifica en

revistas de acuacultura.

El analisis de los resultados de concentracion de nitrititos, nitratos y amonio se hizo
también con el método de Duncan con significancia estadistica de 0.05; las graficas
de estos resultados al igual que los parametros zootécnicos se realizaron en el

programa de Excel.

Los resultados del analisis enzimatico no se presentan para los organismos
infectados y tampoco fue repetido un bioensayo de reto microbiano, sin embargo en
el segundo bioensayo se hacen pruebas para el andlisis de fenol y profenol oxidasa
en organismo sanos, observando asi, si hay o no efecto de estrés ocasionado por la

alimentacién de los camarones con el extracto de guishe.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

A continuacién se presentan los resultados de la caracterizacion cualitativa de los
dos extractos, asi también los pardmetros zootécnicos que se obtuvieron con el
registro durante los 29 dias del bioensayo, el reto microbiano que se realiz6 en dos
semanas, el analisis de aguas y la expresion enziméatica. Por ultimo se presentan los
resultados del segundo bioensayo, que se realiz6 con respecto a los resultados

obtenidos previamente.

5.1. Caracterizacion de los fitoquimicos presentes en el guishe

La identificacion de los compuestos de interés se realizd con estandares de
diosgenina y de quercitina para conocer los tiempos de retencion y el tamafio de los
fragmentos. Los fragmentos de saponinas se presentaron en un tiempo de 9 a 10
minutos y el fragmento de quercitina tuvo un tiempo de retencion de 5 minutos. En la
tabla 6 se muestran los valores de m/z experimentales que se observaron en ambas
muestras de guishe, tanto en el extracto crudo, como en el extracto que tuvo
tratamiento térmico (extracto final). No se repitieron en la tabla de busqueda m/z
moléculas de sapogeninas que presentaran formula molecular similar, debido a que
no podria conocerse a cual de las dos moléculas hacia referencia sin un estandar

para cada una de ellas.

Se identificaron las siguientes sapogeninas; diosgenina, esmilagenina, gentrogenina,
yucagenina y clorogenia; ademas de diosgenina diglucosida. Se encontraron los
flavonoles quercita y kaempferol. La diosgenina fue la sapogenina que mostro los

picos mas intensos seguidos de la esmilagenina.
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TABLA 14 Valores calculados y experimentales de m/z de las moléculas de interés.

Molécula Formula m/z m/z Tolerancia Autor
molecular | calculada | experimental

Diosgenina C27H4203 415.3212 | 415.321 20 PPM Yan et al.,
Diosgenina C39He2013 739.4263 | 739.4274 20 PPM \2(2;14& al.,
diglucosida 2014
Esmilagenina | C27H4403 417.3363 | 417.3761 20 PPM
Gentrogenina | Co7H4004 429.2299 | 429.3096 20 PPM
Yucagenina | Co7H4204 431.3156 | 431.3332 20 PPM
Clorogenina | C27H4404 433.3312 | 433.3203 20 PPM
Quercitina (-) | CisH1007 301.1 301.084 20 PPM

El estandar de diosgenina mostré su fragmento mas intenso con un fragmento de

415.3181, como se muestra en la figura 21, mientras en la figura 22 se presenta el

espectro de masas del extracto crudo de guishe, donde se encontré diosgenina, el

pico mas alto, que indica mayor concentracion pertenece a la diosgenina, con un

tiempo de retencion de 9.6 minutos.
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FIGURA 20 Fragmentos de diosgenina del estandar en el minuto 9.6.
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FIGURA 21 Espectro de masas del extracto crudo hasta los 10.5 minutos
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El estandar de quercitha se fragmentd con un metodo de polaridad negativa, y
presento su fragmento mas grande de 301.04 a los cinco minutos (figura 23). Todos

los extractos tuvieron presencia de quercitina.

x10 1 |- Scan (5.093 min) QUERCITIN 500PPM.d

301.04000
6.75-

6.5
6.25-
6,
5.75+
5.5+
5.25-
54
4.75+
4.5+

300.95 301 301.05 301.1 301.15 3012 301.25 301.3 301.35 3014 30

Intensidad vs masa

FIGURA 22 Fragmentos de quercitina en el estandar en el minuto 5.

5.2. Evaluacion del efecto de los extractos de guishe como aditivo

alimenticio

Los pesos promedio de cada tratamiento con sus respectivas replicas se obtuvieron
pesando los camarones al inicio del bioensayo, a los quince dias del bioensayo vy al
finalizar los 29 dias, los resultados promedio del primer bioensayo se concentran en
la tabla 15. En la tabla se observa que los tratamientos C3B, F3B y C1A tuvieron una

mayor ganancia de peso.

TABLA 15 Pesos promedio de los camarones durante el primer bioensayo

Tratamientos TO Cl1A | C2A | C3A | F3A TOB C3B F3B

Tiempo 9) 9) (9) 9) 9) 9) 9) (@)
Semana 0 066 | 065 | 0.65 | 0.65 | 0.64 | 0.65 0.65 | 0.65
Semana 2 190 | 200 | 1.96 | 1.92 | 197 | 1.95 2.02 | 1.93

Semana 4 3.66 | 413 | 392 | 3.88 | 3.89 3.95 436 | 4.26
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FIGURA 23 Consumo total por organismo por tratamiento.

La prueba Duncan utilizada para este bioensayo preliminar como método de
comparacién mdltiple, arrojo diferencia significativa, el tratamiento TOA tuvo menor
consumo; seguido de este, se presento el tratamiento F3A, siendo estos tratamientos
los de menos consumo. Luego el tratamiento C2A, seguido de los tratamientos C1A,
C3A, TOB y F3B. Por ultimo el tratamiento que presenté mayor consumo fue C3B,

esto puede verse en la figura 24.

El hecho de que el tratamiento testigo con un recambio alto presenté un menor
consumo de alimentos indica el efecto positivo que tiene la presencia de los extractos
de guishe. Por otro lado los tratamientos con bajo recambio incluyendo el tratamiento
sin extracto indica el efecto probidtico que tiene la formacion de biopeliculas
producidas en los estanques, por ello, este bioensayo preliminar sugirié6 no volver a
utilizar recambios bajos en el siguiente experimento para asi conocer el efecto de

Unicamente los extractos de guishe sobre el crecimiento del camarén blanco.

Los tratamientos con extracto con tratamiento térmico (F) fueron quienes estuvieron
en segundo lugar después de los tratamientos testigos, tanto en alto y bajo recambio
de agua, por lo cual no es recomendable utilizarlo en la alimentacién de los

camarones, dejando para el segundo bioensayo solamente el extracto crudo de
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guishe, el cual fue obtenido por prensado mecénico. Esto debido a que durante el
calentamiento pudo disminuir la microbiota del extracto que tuviera un efecto
probidtico en los camarones, asi mismo el calentamiento del extracto “F” pudo
generar inactivacion enzimatica de proteinas que tuvieran un efecto positivo en la

alimentacioén de los cultivos.

Los resultados de ganancia de peso por otro lado, no presentaron tres grupos de
diferencia significativa, como se mostraron en la gréfica de la estimulacion del apetito
en el consumo alimenticio. La figura 25 (abajo) muestra los resultados obtenidos
para la ganancia de peso, en los cuales los tratamientos C3B y F3B obtuvieron los
mejores resultados en cuanto a peso de los camarones, este peso sobresaliente en
los camarones es consecuencia del crecimiento de la biopelicula microbiana en las
paredes de los estanques.

Peso (g)

TOA TOB Cl1A C2A C3A C3B F3A F3B
Tratamientos

FIGURA 24 Ganancia en peso promedio por tratamiento.

El tratamiento TOA, que es el tratamiento testigo, fue el que presento una menor
ganancia de peso, con este resultado se sustenta también lo mostrado en la figura

24, que los extractos de guishe presentan un efecto positivo al ser adicionados a la
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dieta de los camarones; los demas extractos, TOB, C1A, C2A, C3A y F3A se

posicionaron en el mismo rango con respecto a la ganancia de peso.

%/dia

TOA TOB Ci1A C2A C3A C3B F3A F3B
Tratamiento

FIGURA 25 Tasa de crecimiento especifico por tratamiento.

La tasa de crecimiento especifico al igual que el consumo alimenticio y ganancia de
peso es muy baja para el tratamiento TOA, como puede verse en la figura 26, de
igual manera el bajo porcentaje de crecimiento en comparaciéon con los demas
tratamientos se debe a la ausencia de extracto agregado. Los tratamientos TOB,
C2A, C3A, y F3A son el grupo siguiente que se forma con una similar tasa de
crecimiento especifico; y como era de esperarse comparando con los resultados
anteriores, los grupos que presentan una mayor tasa de crecimiento especifico son
los tratamientos con bajo recambio de agua a 0.3% de extracto tanto crudo como
tratado, sin embargo, puede notarse que sobresale el tratamiento C1A. Por lo tanto,
la concentracion de 0.1% con recambio alto de agua se propone seguir utilizando

para la prueba de bioensayo final.
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FIGURA 26 Tasa de conversion alimenticia

La tasa de conversion alimenticia, véase figura 27, no mostro diferencia significativa
entre los tratamientos, ni siquiera del tratamiento testigo, la tasa de conversion
alimenticia indic6 que al alimento fue aprovechado de igual manera por todos los
organismos, la tasa de conversién alimenticia puede verse afectada por la mortalidad
de organismos en el cultivo, por una baja alimentacion de los camarones y por la
competencia que existe entre ellos por los alimentos; este tipo de situaciones podria
afectar en una tasa de crecimiento poco Optima. Por ello una sugerencia que surge
de este bioensayo preliminar es el aumento de dosis de alimentacion de dos a tres

veces por dia.

Por dltimo, la evaluacion de la supervivencia, véase figura 28, no mostré diferencia
significativa para ninguno de los tratamientos con el andlisis de Duncan, con o sin
adicién de extractos, con bajo o alto recambio, la supervivencia minima es del 80%,
esto significa que el alimento no es toxico para los cultivos. Las barras de la figura 28

gue muestran mayor supervivencia son los tratamientos C2A, C3A, TOB y F3B.

El tratamiento con menor supervivencia fue el F3A, con un total medio por las tres
réplicas de 87, por lo cual se observa un efecto negativo con el extracto que tiene

tratamiento térmico, ademas de no tener en el estanque la biopelicula o tapete
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microbiano, debido a los recambios altos. El siguiente tratamiento con menor

supervivencia, fue el tratamiento TOA con el 90% de organismos supervivientes.

100
80
60
40
20

% Supervivencia

TOA TOB ClA C2A C3A (C3B F3A F3B

Tratamientos

FIGURA 27 Supervivencia promedio de cada tratamiento

5.3. Evaluacién del potencial de absorcion de contaminantes de los

extractos

La figura 29 muestra el progreso de la turbidez del agua en el estanque 103 durante
el bioensayo, este estanque era un TOB, que indicaba un nivel de recambio de agua

bajo y una dieta con alimento testigo, sin extracto de guishe.

»

07 de Septiembre 11 de Septiembre 15 de Septimebre

FIGURA 28 Oscurecimiento progresivo del estanque 103 durante el bioensayo.
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Un ejemplo del cambio al inicio y al final del bioensayo es el estanque 62 (figura 30)
con el tratamiento C1A, tomando en cuenta que es un tratamiento con alto recambio
de agua, la turbidez del agua es menor que un estanque con un tratamiento de

recambio bajo.

03 de Octubre

07 de Septiembre

FIGURA 29 Color inicial y final del agua en el estanque 62 durante el bioensayo.

Para las pruebas de nitritos, nitratos y amonio en agua se congelaron las muestras
hasta su analisis por colorimetria, realizado en un autoanalizador de iones. Se

tomaron en cuenta los tres parametros de la semana 1y la semana 4 del bioensayo.

Los resultados que se obtienen del analisis estadistico para la concentracion de
amonio son mas bajos en los tratamientos F3A y C3A debido a que son los
tratamientos con un recambio alto y ademas una mayor concentracion de los

extractos.

Los resultados de concentracion de nitritos y amonio son proporcionales a la grafica
presentada anteriormente, por lo que puede confirmarse que la concentracion
utilizada para la preparacion de las dietas de los camarones no tuvo influencia en la

disminucion de compuestos nitrogenados en los estanques.
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FIGURA 30 Concentraciéon semanal de amonio
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FIGURA 31 Concentracién en la primera y tltima semana de nitritos
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FIGURA 32 Concentracion en la primera y Ultima semana de nitratos

Debido a que los extractos no tienen influencia en la turbidez del agua y tampoco en
la concentracion de nitritos, nitratos y amonio, se descart6 el uso de recambios bajos
en el proximo bioensayo, utilizando solamente recambios altos para conocer el efecto

exclusivo de la dieta en los camarones.

Analisis histolégico para conocer el efecto del aditivo en la glandula digestiva.

El analisis histolégico de los tejidos de la glandula digestiva se hizo asignando un
valor numérico a los dafos observados en sus tubulos. Estos criterios cuantitativos
(TABLA 16) fueron tomados de un estudio previo realizado también con camaron
blanco en Baja California, México (Olivas Valdez, Caceres Martinez, & Vasquez
Yedmans, 2011) por el Centro de Investigacion Cientifica y Educacioén Superior de

Ensenada.
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TABLA 16 Criterios para asignacion de valor numerico.

Grado de | Apariencia de los tubulos en la glandula digestiva

severidad

0 Paredes uniformes sin arrugas ni hinchamientos y abundantes
vacuolas de lipidos.

1 Paredes arrugadas y onduladas, puede haber una ligera
estrangulacion y una menor cantidad de lipidos.

2 Estrangulacion de 2 a 5 tabulos por preparacion. Engrosamiento del
epitelio y menor cantidad de lipidos.

3 Estrangulaciones en mas de 5 tubulos por preparacion y mas de una

estrangulacion por tabulo. Hay mayor engrosamiento del epitelio de
los tubulos, menor cantidad de lipidos y algunos tabulos vacios.

4 Delgados de color café, necrosados con granulomas en el lumen. Es
comun una textura blanda y edematosa.

A continuacién; se muestra en la figura 33, un ejemplo de un corte con grado de
severidad cero (0) en un tratamiento C3, segun la tabla antes presentada. Para este

proyecto se analizaron de tres a cuatro cortes de diferentes camarones por estanque.

FIGURA 33 Corte longitudinal de glandula digestiva (tratamiento C3,20X).
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Grado de dafio

TO C1A C2A C3A F3A TOB C3B F3B

Tratamientos

FIGURA 34 Efecto de la dieta en la glandula digestiva.

La figura 34 muestra que el dafio histolégico presentado no llegé a nivel cuatro,
sucedio solo a nivel dos, los cual indica que los extractos son inocuos y que ademas
se puede trabajar con una concentracion mayor a la utilizada para este bioensayo
preliminar. El dafio histol6gico que presentaron los tejidos puede tener diversas
causas; por ejemplo, el estrés al que son sometidos los camarones antes de ser
fijados con solucion Davidson, los niveles altos de nitritos, nitratos y amonio en los
estanques, estrés por inanicion antes de ser fijados y posiblemente por el alimento.
Sin embargo, se debe tomar en cuenta que la supervivencia de los camarones al
terminar el bioensayo de reto es aceptable, por lo que se realiza un segundo

bioensayo con base a estos resultados preliminares.

5.4. Segundo bioensayo

El segundo bioensayo tuvo una duracion de 35 dias, en donde de acuerdo a los

resultados obtenidos en la primera fase, se utiliza la siguiente distribucion
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TOA C1A C3A C6A
0% 0.1 % 0.3 % 0.6 %

FIGURA 35 Distribucion de los tratamientos para el bioensayo final.

experimental (figura 35), concentraciones de 0, 0.1, 0.3 y 0.6 % de extracto crudo
prensando con Unicamente recambio alto para evaluar el efecto de las dietas sobre
los pardmetros zootécnicos y su expresion de fenol y profenolxidasa como indicador

de estrés ocasionada por el alimento.

Los resultados zootécnicos indican que la ganancia de peso mayor se obtuvo con el
tratamiento con 0.3 % de concentracién de extracto, con un consumo de alimento por
camaron de 2.13+ 0.01, lo cual indica que la ganancia de peso obtenido no requiere

mayor inversion en el consumo de los organismo.
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FIGURA 36 Ganancia en peso al final de 35 dias

En la figura 36, el tratamiento C6A con concentracion 0.6 % se observa una
ganancia de peso menor con respecto a los demas tratamientos, este efecto indica

gue la concentracion de metabolitos a este nivel de inclusion es contraproducente
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para los camarones. Por otro lado el tratamiento que tiene un mejor efecto en el

cultivo es el tratamiento con una concentracion del 0.3%.
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FIGURA 37 Tasa de crecimiento especifico del segundo bioensayo

La tasa de crecimiento especifico al igual que la ganancia de peso presenta
resultados similares por lo que se puede confirmar que el tratamiento C6A tiene un

efecto negativo en el cultivo mientras que el mejor tratamiento es el C3A.

El consumo total por organismo que se presenta en la figura 38 no muestra
diferencia entre tratamientos con el andlisis de Duncan, esto es algo conveniente
para la camaronicultura ya que se obtienen camarones con mayor peso Sin
incrementar la administracion de alimento, lo que implica que no habrd un gasto

adicional en la alimentacion de los camarones.
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FIGURA 38 Resultados del consumo total por organismo en el segundo bioensayo

La expresion de fenol y profenol oxidasa no mostro diferencia significativa durante la

alimentacién con los extractos en camarones sanos, lo que indica que el alimento no

provoca estrés en los camarones.
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FIGURA 39 Resultados de expresion de fenol y profenol oxidasa
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se comprueba la presencia de saponinas en los extractos de guishe, sin embargo es
necesario conocer las concentraciones de saponinas y flavonoides en los extractos,
tanto del extracto crudo como el extracto con tratamiento térmico a fin de conocer el
motivo de los efectos negativos a concentraciones mayores de extracto en el

alimento.

El extracto crudo de guishe, que se obtiene mediante prensado mecanico tuvo un
efecto positivo sobre el extracto que tuvo adicionalmente un tratamiento térmico, la
dieta con concentracion de extracto crudo de 0.3 % de guishe, resultd en una

ganancia de peso mayor en los cultivos de camarones.

Los extractos incluidos en la dieta no tienen efecto sobre la concentracion de nitritos,
nitratos y amonio; esto debido a que el extracto es aprovechado al 100% en la
alimentacion para los camarones, por lo que es necesario hacer un estudio donde el

extracto liquido tenga contacto directo con los estanques.

Los analisis histologicos y la expresion de fenol y profenol oxidasa indican que el

alimento con los extractos no generan dafo en la glandula digestiva.

Es necesaria un nuevo experimento de reto microbiano con las concentraciones del
segundo bioensayo para conocer los efectos de los extractos sobre la

inmunoestimulacion.
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