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Resumen

La busqueda de distintas fuentes proteicas ha tomado gran interés por la sustitucion
de la harina de pescado en las dietas para organismos acuéticos. Sin embargo, no todas
las fuentes han resultado adecuadas tanto por ser deficientes en aminoécidos esenciales
o0 por la disponibilidad o precio debido a la competencia con la alimentacion pecuaria.
El grillo Acheta domesticus como fuente proteica es una de las vias potenciales en
reemplazo de la harina de pescado. La presentacion de grillo en un ensilaje &cido
hidrolizado (EAHG) es una propuesta novedosa y sostenible que pretende tener la
disponibilidad de los macro y micronutrientes de la especie. Adicionalmente, el proceso
de ensilar conlleva a reducir la huella de carbono al poder conservarlo a temperatura
ambiente, sin afectar la calidad y pérdida de nutrientes. El objetivo del trabajo fue
evaluar el efecto del EAHG sobre el desempefio, el crecimiento, digestibilidad, y salud,
del camarén blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei en sustitucién parcial a total de
la harina de pescado (HP). Con este fin, se prepararon cuatro dietas isoproteicas e
isolipidicas con 0, 8.2, 16.5, y 24.7% de ensilaje de grillo en sustitucién de la HP. 15
camarones se distribuyeron aleatoriamente con peso total de 4.3 £0.01g, en 12 estanques
y se alimentaron a saciedad cuatro veces al dia (8:00, 11:00, 14:00 y 17:00 hrs) durante
ocho semanas. Después de las ocho semanas, el peso final de los camarones se vio
significativamente afectado, disminuyendo conforme aumento el contenido de ensilaje
acido hidrolizado de grillo (EAHG) en la dieta. Por otro lado, no se encontraron
diferencias significativas en supervivencia, el indice hepatosomatico (HSI) de los
organismos, ni en la digestibilidad aparente de las dietas. Con el fin de determinar la
causa del bajo crecimiento de los camarones alimentados con las dietas que contenian
el EAHG, se determind el contenido de quitina en el ensilaje, encontrando un contenido
de 26%, lo cual result6 ser mayor al esperado para la especie (12%), y bajo el cual se
formularon las dietas. Lo anterior nos lleva a suponer que, al encontrar méas quitina a la
reportada para esta especie, la cantidad reportada como proteina cruda sobreestimo el
contenido de proteina que deberia participar en el crecimiento. Es decir, aun cuando las
dietas se formularon isoproteicas, al haber mayor cantidad de nitrdgeno no proteico
(NNP) al esperado, resultd en menor contenido de proteina. Es asi como se explica el
efecto negativo en crecimiento al ir agregando mas niveles de ensilaje de grillo. Con

relacion a los acidos grasos de cadena larga (LC-PUFAS), disminuyeron conforme se



agrego el EAHG, reflejando su contenido en el hepatopancreas. Finalmente se observd
que, en la hemolinfa, la proteina total y colesterol no mostraron diferencias
significativas, mientras que el contenido de glucosa fue significativamente menor en el
tratamiento medio (D-Medio) mientras que el resto permanecio similar. Se concluye que
es importante conocer el contenido de quitina antes de formular las dietas para evitar la
sobreestimacion de la proteina cruda. Ademas de que en el presente trabajo expone que
el EAHG puede limitar el crecimiento del camardn en el remplazo de la harina de
pescado, por lo que se recomienda evaluar nuevamente el efecto de estas dietas
corrigiendo el nitrégeno no proteico para asegurar que el nivel de proteina dirigida a
crecer esté en un nivel similar antes de tomar una conclusion. Por otro lado, no se

observaron efectos negativos en la fisiologia y estado de salud de los organismos.

Palabras clave: Ensilaje acido hidrolizado de grillo, sustitucidn, harina de pescado,

camaron Litopenaeus vannamei.
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l. INTRODUCCION

1. Camaronicultura, importancia comercial

1.1. Sistemas de cultivo del camaron (intensivo, semi-intensivo, extensivo)

El cultivo de camardn es de gran importancia comercial principalmente en paises de
Asia'y América latina. Su produccidn ocupa el tercer lugar a nivel mundial con 11.2 millones
de toneladas en peso vivo. En comparacion, la produccion de moluscos (17.7 millones de
toneladas) ocupa el segundo lugar y el cultivo de peces como primera actividad productiva,
teniendo 57.5 millones de toneladas en biomasa. En México en el 2020 se produjo alrededor
de 189 mil toneladas de peso vivo en camardén (FAO, 2022). Esté actividad econémica ocupa
el segundo lugar a nivel nacional, representada por estados como Sonora, Sinaloa y Nayarit
con la mayor produccion de camardn blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei, gracias a

las condiciones territoriales, climaticas y ambientales que presentan sus zonas costeras.

Por otro lado, la implementacion de los sistemas de cultivo varia con respecto a las
densidades en biomasa, recambio de agua, area superficial de cultivo, tipo de alimentacion y
rendimiento econdmico de produccién (Arredondo, 2002). Por lo que, es posible ajustar el
tipo de cultivo a las demandas comerciales que la especie representa, asi como a las
condiciones de desarrollo de cada area especifica. El definir el tipo de manejo de produccién
permite optimizar el cultivo de camardn. Por lo anterior, se puede propiciar un balance entre
calidad de agua, productividad primaria y disminucion de consumo de alimento formulado,
criterios que definen el nivel de intensificacion del cultivo. En un sistema extensivo se
requiere de 5 a 20 hectareas para producir de 100 a 500 kg/Ha de camardn en un tiempo
aproximado de 5 meses. Mientras que un sistema semi-intensivo requiere de 1 a 10 hectareas
para producir entre 500 a 3,000 kg/Ha de biomasa en un periodo de 4 meses. Por otra parte,
un sistema intensivo maneja un area superficial de 1 a 2 hectareas con producciones de hasta
10,000 kg/Ha de biomasa en 3 ciclos de cosecha por afio (Anaya, 2005; FAO, 2009). Los
sistemas de produccion, a su vez, estan también asociados al nivel de desarrollo del area, es
decir a los costos por m? del terreno por hectarea, asi como la electrificacion y costo de mano
de obra. Es decir, la produccion intensiva requerira electrificacion para bombear oxigeno y

eventualmente agua a los sistemas. Por lo anterior se requerira mayor niumero de empleados




altamente calificados, que, a su vez, se encontraran en zonas donde los terrenos sean mas

caros, aunado al costo de la electricidad.

Ademas del sistema de manejo de produccion, la eleccion de la especie de cultivo es
primordial. EI camaron blanco del Pacifico L. vannamei es redituable y con un excelente
mercado a nivel mundial. Es una especie de facil domesticacion por tolerar temperaturas de
hasta 35°C. Habita aguas eurihalinas e inclusive tiene rangos de tolerancia en pH entre 5 a
9 (INAPESCA, 2018).

Con el conocimiento de las caracteristicas bioldgicas, metabdlicas y fisioldgicas del
camaron ha sido posible frenar y contener las posibles enfermedades patol6gicas que
pueden presentarse en los sistemas de cultivos. Ademas, el tener en cuenta la fluctuacion de
precios, la disponibilidad y sostenibilidad de los ingredientes utilizados en las
formulaciones es de suma importancia para optimizar las dietas balanceadas. Estas deberan
contener entre 45 a 37% de proteina de alta calidad para obtener una digestibilidad eficiente
y conseguir un aumento de biomasa con menores tasa de mortandad, lo que contribuira a un

adecuado aporte de nutrientes para fomentar la salud y el bienestar del camaron.
2. Calidad y eficiencia de la harina y aceite de pescado en la produccién de camarén

La nutricién se enfoca en evaluar el proceso metabolico y fisiol6gico que proporciona los
macro y micronutrientes para transformarlos en energia y estructuras bioquimicas para el
funcionamiento de un organismo vivo (Ayisi et al., 2017). Por ende, el aporte de proteinas,
lipidos, &cidos grasos, vitaminas y minerales son los nutrientes que garantizan el crecimiento,
la eficiencia del sistema inmune y el rendimiento en la produccién de L. vannamei (NRC,
2001).

Los requerimientos nutricionales necesarios en el camarén blanco del Pacifico han
sido proporcionados principalmente por la harina de pescado, ya que se ha determinado que
contiene 68% de proteina 'y 11% de lipidos. También, sus lipidos son fuente de acidos grasos
esenciales como el araquidonico (omega-6), DHA y EPA (omega-3). Contiene aminoacidos
esenciales tales como arginina, metionina, lisina, entre otros. Son ricos en vitamina A, B, D

y minerales como calcio, fésforo, hierro, entre otros. Ademas de este ingrediente, la inclusion




de aceite de pescado los convierte en las principales fuentes de proteina y lipidos de la
alimentacion de camaron y de peces comerciales como salmoén, lobina, carpa, etc. (Cho &
Kim, 2011; Hua et al., 2019) convirtiéndose en las materias primas de excelencia en la
acuacultura. El recurso utilizado para la produccion de harina se obtiene principalmente de
la pesca. Tan solo en el 2020 la FAO, (2022) reportd que se destinaron 16 millones de
toneladas de peldgicos menores a la produccion de harina y aceite de pescado de los 20
millones de toneladas reservados a uso no alimentario. Por otra parte, el IFFO (2022) detalld
que, el valor econdmico estimado en la produccion de harina a nivel mundial fue 8.1 millones
de ddlares (USD) en 2021 y se prevé que habra una tasa de crecimiento de 4.1% con valor
de 10.3 millones de ddlares (USD) para el 2027. Esto indica una gran demanda de consumo

de harina y aceite de pescado para la acuacultura.

Es bien sabido que el consumo directo de aceite de pescado para el ser humano, en
forma de emulsiones o encapsulados (Valenzuela et al., 2012) pudiera ser un factor que, ha
generado que los costos de adquisicion de las materias primas vayan en aumento. Dando
lugar a que su disponibilidad sea limitada por la alta demanda ejercida haciéndola

econdémicamente insostenible para su uso en la produccion animal.

Inicialmente, en los afios 60s o 70s del siglo pasado, el consumo de harina y aceite de
pescado era destinado al sector pecuario para la alimentacion de cerdos y aves de corral. Sin
embargo, con el auge en los sistemas productivos acuicolas, la harina de pescado ha tenido
exclusividad en este sector. Tan solo en 2010 el 73% de la harina de pescado producida a
nivel mundial fue destinada a la acuacultura, mientras que el 20% fue para aves y cerdos y el
resto fue empleado en alimentos para mascotas (FAO, 2010; Shepherd & Jackson, 2013). La
demanda que se ejerce sobre estos ingredientes ha incitado a que los costos de produccion
sean elevados. Por tanto, el acceso a la materia prima tiende a ser menor para los productores
acuicolas y terrestres. En México de acuerdo con la CONAFAB (2021) se utiliza solo el 7%
de harina de pescado a lechones recién destetados en un periodo de 3 semanas, esto se debe
a que el precio de la harina de pescado la hace incosteable en dietas con prolongados lapsos

de tiempo.




Ademaés del elevado costo productivo de la harina de pescado, existen otros factores
que limitan su disponibilidad como: la pérdida de calidad en la harina, la generacion de
problemas ambientales por el proceso industrial y la sobrepesca de las especies marinas
utilizadas para su produccion. La harina y aceite de pescado son obtenidos de un proceso
industrial de coccidn, prensado, secado y molienda de pescado crudo y de subproductos
obtenidos del procesamiento de pesquerias. Es crucial que el producto crudo a procesar sea
lo mas fresco posible para evitar la degradacion y descomposicion de la materia por
microorganismos presentes en el ambiente. Dentro de la fabrica se somete a una coccion de
entre 95°C a 100°C por 20 minutos o menos con la finalidad de detener las actividades
enzimaticas y bacterianas presentes, ademas de facilitar la separacion de la fase sélida y
liquida del producto. Después se prensa para exprimir la mayor cantidad de sobrenadante de
la fase sélida y asi obtener el licor de aceite (aceite, agua y proteina soluble) y reducir la

mayor cantidad de humedad de la harina.

Para cada tipo de producto se aplica un proceso distinto para la obtencion final de los
ingredientes. Para el caso del aceite se realiza la centrifugacion y purificacion del licor.
Mientras que la harina se seca, aplicando temperaturas no mayores a 100°C para minimizar
la humedad y finalmente se somete a molienda para reducir el tamafio de grosor de las
particulas obtenidas en el secado y asi facilitar su homogeneizacion en las dietas pertinentes
(Bernales, 2020; FAO, 1986; Shepherd & Jackson, 2013). Sin bien, la inexactitud en el
control y monitoreo de la temperatura puede generar, no solo la proliferacion de
microorganismos, sino la contaminaciéon y liberacion de toxinas en la materia prima.
Cualidades que, de no tener un almacenamiento adecuado del producto final, puede provocar
absorcion de humedad, crecimiento de microorganismos y, por ende, degradacién de
nutrientes, rancidez y oxidacion de acidos grasos (Henry et al., 2015), lo que conllevaria a la

pérdida de la calidad nutrimental de la harina.
2.1. Problemas ambientales y la industria harinera

Otro factor negativo importante dentro de la industria harinera es la generacion de
CO,, algunos gases de efecto invernadero (GEI). Ademas, de este elevado gasto de energia

y vertimiento de aguas residuales en rios y zonas costeras, su produccion en general conlleva




a un deterioro ambiental (Friedlingstein et al., 2022). Dicho gasto de energia se refiere al uso
de calderas, prensas y hornos de secado, ademas del transporte y el almacenamiento de las
materias primas (Bernales, 2020; MacLeod et al., 2020). Lo anterior propicia un elevado
gasto en el consumo de combustibles fosiles, gas y electricidad liberando CO: hacia la

atmosfera y aumentando la huella de carbono.

Las emisiones de vapor y particulas contaminantes expulsadas hacia la atmésfera son
precisamente por las plantas y equipos de la fabrica, liberando éxidos de nitrogeno (NOX),
oOxido de azufre (SOx) y sulfuro de hidrogeno (H2S). Asi como la liberacion de malos olores
por presencia de trimetilamina (C3HgN), sustancia presente en el proceso de deterioro de los
productos pesqueros. El cual en grandes cantidades puede ser una sustancia toxica. Segun lo
reportado por SINIA (2011) se calculo la liberacién de cerca de 150 kg/dia de trimetilamina
por tonelada de harina de pescado producida por dia, asi como el calcul6 de emisiones de CO
(monoxido de carbono) en las plantas de produccién de harina de pescado en Perd, y se
estimo en 10.0 ton/afio por cada tonelada de harina de pescado elaborada.

Ademas de la generacion de gases contaminantes, el uso de grandes cantidades de
agua limpia para el lavado de la materia cruda congelada, en el proceso de coccion,
centrifugacion y limpieza de los equipos provoca un derrame de aguas contaminadas vertidas
a los alcantarillados que desembocan en rios y llegan a las bocas del océano (FAO, 1986).
Lo anterior da lugar a que se genere un impacto ambiental significativo, deteriorando la flora,
fauna y sedimentos, alterando el nicho ecol6gico marino, propiciando la eutrofizaciéon de
bahias y zonas costeras en paises como Peru, Chile, China, India, Malasia y otros paises
asiaticos, quienes son los mayores productores de harina de pescado a nivel mundial (IFFO,
2022; Jave et al., 2020; Jones et al., 2022). Por ende, la perturbacion de los ecosistemas

ocasiona la pérdida de biodiversidad y alteracion de ésta.

Por otro lado, la escasez de recursos marinos también es una de las razones por las
que la produccion de harina de pescado se ha convertido en un ingrediente de alto valor
economico con limitada accesibilidad para la alimentacion acuicola. Especies como la
anchoveta, sardinas, bacaladilla, anguila, arenque, entre otros, han sido, histéricamente poco

atractivas para consumo humano, por lo que son destinadas a la produccion de harina y aceite.




Por otro lado, la gran demanda de peces utilizados para la elaboracion de harina ha ejercido
presion en sobrepesca en las Ultimas décadas. Tan solo la produccién mundial de la pesca de
captura en 2020 fue de 90.3 millones de toneladas equivalentes al 51% de total de produccion
de animales acuéticos y de ellas se utilizo el 81% a la produccion de harina y aceite (IFFO,
2022). Ademas de la utilizacién de peces de captura, el uso de subproductos de pesquerias
ha tomado lugar dentro de la produccion de harina (Egerton et al., 2020). Sin embargo, esto
no es suficiente para el abastecimiento de la demanda de harina de pescado, por tanto, ha

resultado ser un ingrediente insostenible dentro de la acuacultura.

El minimizar la dependencia de la harina de pescado en los sistemas productivos tanto
de peces como del camardn blanco (L. vannamei) ha tomado muchas lineas de investigacion,
con el objetivo de identificar cudles son las mejores fuentes de proteina que el camarén

requiere para su crecimiento y asi cumplir las demandas de mercado.
3. Uso de alimentos sostenibles en reemplazo de la harina de pescado

En los Gltimos afios la busqueda de fuentes alternativas a la harina de pescado debe
cumplir ciertos criterios nutricionales, como ser de buena calidad proteica, contener un
aceptable perfil de aminoacidos y acidos grasos, poseer alta digestibilidad y una éptima
palatabilidad. A la par, tener una disponibilidad y produccion sostenible y de bajo precio, que
permita sustituir a la harina de pescado en la alimentacion del camarén, al igual que otras

especies.

Las fuentes proteicas de origen animal y vegetal han tomado, un interés importante
en la inclusién dentro de la formulacion de dietas para camaron y especies acuicolas en
general. Por ende, el uso de la harina de trigo, maiz, soya, entre otras se presentan como una
opcion adecuada para su utilizacion, y por tener un precio accesible para su adquisicion. Sin
embargo, entre éstas, es necesario que contengan un alto contenido en proteina para poder
sustituir a la harina de pescado, por lo que no muchas fuentes vegetales han logrado hacerlo.
De hecho, la soya es una de las pocas fuentes de proteina vegetal que se encuentra en una
alta concentracion sin tener que contar con un aislado de la misma. En decir, un proceso de
extraccion y aislamiento de la proteina. Ademas de lo anterior, se ha demostrado que las

fuentes de proteina vegetal son deficientes en aminoacidos esenciales como metionina, lisina




y cisteina. (Hua et al., 2019; Sanchez-Muros et al., 2020) lo que las hace tener una menor
digestibilidad. Cho & Kim, (2011) reportaron que la harina de soya (HS) posee tan solo
47.5% de proteina, mientras que la harina de canola (HC) contine 35.6% y la harina de linaza
(HL) se muestra con 33.6% de proteina, en comparacion con 64.6% de proteina de la harina
de pescado (HP). Asi mismo, muestra que la HS contiene tan solo 1.41g/100gPC (proteina
cruda) de metionina en comparacion con 3.02g/100g PC de harina de pescado. Por lo que su
sustitucion solo puede llegar hasta un 20% en dietas para camaron evitando asi un descenso
en su crecimiento, en caso contrario el aporte superior del 20% puede afectar su rendimiento
productivo. Ademas, el consumo en exceso de la harina de soya produce enteritis provocando
la muerte de las especies comerciales (Fuentes et al., 2018; Hua et al., 2019; Tan et al., 2015).

Por otro lado, las proteinas de origen animal provienen de los subproductos derivados
de la industria del procesamiento de carnes de animales terrestres. Como resultado de su
produccion, se elabora harina de despojos de ave de corral, bovino y cerdos, ademas de
sangre y hueso. Estas harinas muestran ser superior en el porcentaje de proteina en
comparacion con las harinas vegetales, ademas de que gracias a su perfil de aminoacidos
presentan una mejor digestibilidad y son de bajo precio en comparacion a la harina de
pescado (Lépez-Ortiz et al., 2023). Debido a las ventajas nutricionales de la harina de
subproductos de ave, no se descarta la posibilidad de que este ingrediente puede entrar en
competencia adquisitiva a largo plazo, por ser utilizado para consumo pecuario y generaria

el problema en que la harina de pescado se encuentra actualmente.

Otras alternativas de proteina estan relacionadas con los sistemas de biofloc (BT),
integradas por bacterias, hongos y particulas de materia organica e inorgéanica que aporta
nutrientes al camaron y siempre estan disponibles en los sistemas de cultivo. Ademas, de
minimizar el uso de agua y suelo y prevenir enfermedades a la especie, el mal manejo de
estos cultivos microbianos puede generan inestabilidad en la calidad de agua al producir un
exceso de solidos suspendidos, acidez y contaminacion por nitrificacion, sin contemplar el
gasto de energia generado por la aireacion y mezcla continua de los floculos (Fattah & El-
Sayed, 2020; Sanchez -Muros et al., 2020). También el uso de algas marinas son una opcién

de reciente investigacion en el que se ha demostrado que son ricos en polisacaridos sin




almidon, vitaminas y minerales ademas de mejorar el crecimiento y respuesta inmune. Sin
embargo, Rodriguez-Gonzélez et al. (2014) reportaron que al tener una inclusién de hasta
15% de harina de Ulva Lactuca hubo menor crecimiento en el camardn L. vannamei debido
a las deficiencias en la composicion de aminoacidos. De la misma manera el uso de proteinas
de levadura es considerado como un recurso sustituto de la harina de pescado al poseer altos
niveles de proteina cruda (62.95%). No obstante Zhao et al. (2017) demostraron que hasta
un 45% de harina de pescado puede ser reemplazada por extracto de levadura, siempre y
cuando se agregue aceite de pescado, fésforo y calcio como suplementos, de lo contrario
habria pérdida de nutrientes solubles en agua y generaria una disminucion en actividades
enzimaticas como la lipasa. Cabe destacar que el aceite de pescado también es un recurso

limitante en la alimentacion acuicola.

3.1. Harina de insectos como alternativa proteica en el crecimiento y

supervivencia del camaron

Otra de las alternativas potenciales es el uso de harina de insectos como reemplazo
proteico en la alimentacidn del camaron. Ademas, de contribuir con la nutricion del camarén,
los insectos en general no compiten por espacio para su produccion con las fuentes
tradicionales de alimentacion. Por otro lado, tampoco presentan competencias en
alimentacion para consumo humano. Al mismo tiempo los insectos son una via de
transformacion y conversion alimenticia eficiente sobre desechos vegetales que produce la
agricultura y actividades domésticas. Cabe mencionar que los insectos tienen ciclos de vida
cortos, con altas tasas de reproduccion, y a nivel productivo no requieren de &reas
superficiales extensas. Ademas, su consumo de agua es minimo y su gasto energético menor.
Representan una fuente de nutrientes con alto contenido de proteinas, cantidades
representativas de lipidos, acidos grasos, minerales y vitaminas (Da Silva Lucas et al., 2020;
Hua et al., 2019) Existen diversas especies de insectos que son Optimas para la inclusion en
dietas del camardn L. vannamei. Entre ellas, se encuentran especies como: Tenebrio molitor
(gusano de la harina), Macrotermes (termitas), Hermetia illucens (mosca soldado-negra),
Acheta domesticus (grillo domestico), entre otras. Organismos que son consumidos en

distintos estadios ya sean en etapa larval, pupas o adultos. Se ha demostrado que, H. illucens




presenta hasta un 70% de proteina, superando a Tenebrio molitor con 65.5% de proteina y
28.2% de lipidos; mientras que Gryllus bimaculatus tiene hasta 57% de proteina y 25% de
lipidos (Da Silva Lucas et al., 2020; Peh et al., 2021; Richardson et al., 2021). Asi como el

grillo comdn originario de México (Acheta domesticus) como se mencionara a continuacion.

3.2. Caracteristicas nutricionales de Acheta domesticus como alternativa

nutricional en la produccion de camarén

La utilizacion de Acheta domesticus es una opcion factible en dietas para camaron ya
que es considerado como un vector no patdgeno, pero considerado en América latina como
una plaga ocasional. No obstante, posee alto valor nutricional, al contener hasta un 64.4% de
proteina y 18.5% de lipidos. La harina es rica en aminoacidos esenciales como lisina con
51.19/100gPC, metionina al contener 14.6g/100gPC y arginina que dispone de
6.719/100gPC, permitiendo su inclusién en dietas para camaron (Da Silva Lucas et al., 2020;
Van Huis et al., 2013). Peh et al. (2021) evidenciaron que al incluir 50% de harina Gryllus
bimaculatus, conocida como grillo negro o de dos manchas, se obtuvo una tasa de conversion
alimenticia de 1.83% y dar lugar a una supervivencia del 88.3% en camaron, comparada con
harina de pescado y 0% de inclusion de grillo. Es interesante resaltar que esta especie de
grillo pertenece al mismo orden que A. domesticus utilizado en el presente trabajo. En otra
investigacién mencionan que la ingesta del 10% de grillo seco negro (G. bimaculatus) en
dietas de L. vannamei se obtuvo el 79.1% de digestibilidad aparente en materia seca, con tasa
de crecimiento especifica del 6.32%/ dia y supervivencias de 87.8% en sistema experimental
de 65 dias (Shin & Lee, 2021).

El grillo Acheta domesticus ha sido un alimento consumido desde la época
prehispanica, principalmente en estados del centro y sur de México tales como Oaxaca,
Hidalgo y Tabasco y paises asiaticos como Tailandia esto por su valor cultural, por ello ha
formado parte de la cocina tradicional como sustituto de carne en comunidades rurales.
Actualmente su consumo en la sociedad ha sido solo un consumo de manera exotica 0 como
suplemento alimenticio o bocadillos (Acosta-Moreno et al., 2019; FAO, 2021; Garcia et al.,
2022; Ho et al., 2022; Van Huis et al., 2013). Igual et al. (2020) evaluaron la inclusion del




7.5% de la mezcla de grillo seco comin (A. domesticus) para aumentar el 9.7% de proteina

y valor energético en aperitivos extruidos bajos en grasa y manteniendo su textura crujiente.

Por otro lado, ya existe informacion sobre su uso como fuente proteica en crecimiento
de Gar tropical (Atractosteus tropicus) o en rendimiento productivo y pigmentacion de guppy
(Poecilia reticulata) (Perera & Bhujel, 2022). Por ende, es una especie prometedora que
podria favorecer su implementacion en la alimentacion para camaron. Sin embargo, su alto
contenido de quitina podria ser una limitante en su utilizacion en dietas para algunas especies
de peces como la perca fluviatilis al sustituir 25% de grillo seco (A. domesticus),
disminuyendo su crecimiento con respecto a la harina de pescado, esto reportado por Tilami
et al. (2020).

La elaboracion de harina de insectos también se requiere de gastos en energia para el
secado, molienda y almacenamiento. Por tanto, puede provocar problemas de absorcion de
humedad y generar la oxidacién lipidica, provocando rancidez y pérdida en su calidad
nutricional. Por ello la implementacion de un proceso de conservacion con la utilizacion de
acidos podria ser conveniente para la reduccidon de la huella de carbono. Proceso denominado
ensilaje o hidrolizado en &cido, aplicado generalmente para los productos pesqueros. En este
caso, seria también factible implementarlo al grillo comdn (A. domesticus). Resultando en,
un proceso que contrarreste el gasto de energia ejercida en los hornos de secado cuyo fin es
disminuir la huella de carbono, y minimizar los problemas ambientales que ocasiona la

industria harinera de pescado.

Este método de conservacion acido anaerobico controlado con un pH menor a 5, es
propiciado con la ayuda de ciertas enzimas proteoliticas que puedan facilitar la disponibilidad
de las proteinas, &cidos grasos y aminoéacidos presentes en el grillo. Y asi, dar lugar a que el
camardn pueda digerir y absorber eficientemente los nutrientes. Otro beneficio de los
hidrolizados en &cido esta relacionado con su actividad antioxidante, ya que al aumentar la
capacidad de donacion de electrones y protones en los péptidos disponibles permite eliminar
los radicales libres presentes en los camarones sometidos a estres oxidativo (Da Rocha et al.,
2018).
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Los ensilajes en &cido con rangos de pH Optimo se encuentran de 2.5 a 5, esto permite
una estabilidad en la conservacion a nivel molecular. A nivel productivo se evita el
crecimiento bacteriano y puede ser almacenado a temperatura ambiente por largos periodos
de tiempo (Backhoff, 1976; Hleap & Gutiérrez, 2017; Stephenson & Smedbol, 2001). De
manera natural estos ensilajes cuando se aplican a los subproductos pesqueros dan lugar a un
proceso de autolisis. Es decir, gracias al bajo pH de conservacion propicia la actividad de las
enzimas digestivas como la pepsina para la hidrdlisis. El proceso de ensilar o conservar un
producto con &cidos, reduce considerablemente la huella de carbono, al disminuir el gasto
energético por elaboracion y almacenamiento de la materia prima, ademas de evitar la

contaminacion del ecosistema marino.
3.3. Quitina y su efecto en el sistema inmune

Se cree que el uso de los insectos en las dietas para camaron puede afectar la
digestibilidad y reducir su crecimiento, debido a la quitina que forma la cuticula del
exoesqueleto en los insectos. Sin embargo, el camardn blanco posee ciertas enzimas
digestivas (quitinasa, quitobiosa y lisozimas) que logran degradar a este carbohidrato (Fines
& Holt, 2010). Esto se ha comprobado en bioensayos donde el suministrar un 5% de quitina,
mejord el crecimiento en camarones P. monodon (Shiau & Yu, 1998). E incluso en peces se
ha reportado que el incluir el 10% en alimento para anguila japonesa (Anguilla japonica),
besugo del mar rojo (Pagrus major) y pez rey de cola amarilla (Seriola quinqueradiata)
tuvieron un éptimo crecimiento (Kono et al., 1987). Con esto se demuestra la capacidad que
tienen las enzimas para desnaturalizar, degradar y asimilar las especies marinas sobre la

quitina.

Ademas, la quitina es considerada como un material bioactivo, ya que, al interactuar
con tejidos funcionales adyacentes, disminuye las respuestas inflamatorias. Por tanto, la
quitina se aplica como un agente antimicrobiano, analgésico y antioxidantes. Peh et al. (2021)
observaron un efecto inmune contra Vibrio alginolyticus al suministrar una dieta con 7.15%
de quitina en dietas para camaron en donde se observo la estimulacion de péptidos

antimicrobianos (AMP) y respuestas antioxidantes.
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Los beneficios de la quitina ha sido posible observarlos con el aumento o disminucion
del grado de desacetilacion de la misma, es decir, la cantidad total de grupos acetamida
convertidos en amina, e identificar sus propiedades como solubilidad, pH, absorcion, entre
otros, logrando observar una disminucion o aumento de respuestas inflamatorias en las
células (Al-Rooqi et al., 2022; Shigemasa & Minami, 1996: Shin & Lee, 2021).

3.4. Induccidn del sistema inmune bajo estrés

La existencia de factores estresantes crénicos o agudos en los sistemas de cultivo, asi
como cambios ambientales, salinidad, hipoxia, calidad de agua, patdgenos, entre otros
(Martinez-Antonio et al., 2019), afectan el crecimiento y supervivencia de los camarones.
Por ende, el suministro de alimentos sostenibles como fuente de proteina principalmente de
insectos podrian propiciar la produccion de metabolitos y proteinas plasmaticas y celulares.
Respuestas que podrian ser medibles a través del nivel de colesterol, triglicéridos, proteinas
totales, glucosa, HSP 70, superoxido dismutasa (SOD) y catalasa que fungen como
antioxidantes celulares (Mercier et al., 2006). Es asi como, los convierte en indicadores
fisioldgicos y moleculares para evaluar el sistema inmune en la hemolinfa y hepatopancreas
de los peneidos en respuesta al estras oxidativo al que estan sometidos. A través de esta
investigacion se ofrece al grillo A. domesticus en EAHG como alimento proteico para
analizar su efecto y los componentes nutricionales que pudiera proveer en el camarén (L.
vannamei), en funcion de la digestibilidad, indice productivo y estado de salud, al ser

comparados en dieta de harina de pescado.
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OBJETIVOS

Obijetivo general:

Evaluar el efecto del ensilaje acido hidrolizado de grillo entero en sustitucion de la
harina de pescado en dietas para el camardn Litopenaeus vannamei sobre sus indices

productivos.

Obijetivos especificos:

Elaborar el ensilaje &cido hidrolizado de grillo mediante la adicion de una mezcla de
acidos citrico/ fosférico (2.6% cada uno) afiadiendo una proteasa acida (pepsina de

cerdo).

Evaluar el efecto de sustituir la harina de pescado con ensilaje acido hidrolizado de
grillo (0, 8.2, 16.5, y 24.7% de sustitucion) en dieta sobre el crecimiento,

supervivencia y eficiencia alimenticia del camaron (L. vannamei).

Evaluar el efecto de la inclusion del ensilaje acido hidrolizado de grillo sobre la

digestibilidad de las dietas.

Evaluar el efecto de la inclusion del ensilaje acido hidrolizado de grillo sobre la

quimica sanguinea en la hemolinfa (proteina, glucosa, colesterol).

Cuantificar los niveles de quitina en el ensilaje &cido hidrolizado de grillo.

HIPOTESIS

La dieta hasta un 25% de nivel de inclusion del ensilaje acido hidrolizado de grillo
resultard en igual o mejor indice productivo, estado de salud y capacidad digestiva

del camardn Litopenaeus vannamei, que el obtenido con harina de pescado.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Elaboracion de ensilaje acido hidrolizado de grillo

Se utilizé grillo comin, Acheta domesticus donado amablemente por un productor
local de Ensenada BC. De los cuales se molieron 10 kg utilizando un triturador Robot Coupe
Model R10® USA Inc. del Laboratorio de Nutricién y Fisiologia Digestiva (laboratorio
FEED-AQUA, Universidad Autonoma de Baja California (UABC), B.C., México) para
formar una mezcla homogénea durante cuatro minutos. Siguiendo el procedimiento del
laboratorio, una mezcla de 2.6% de acido fosforico y citrico (c/u) se afiadid a la masa de
grillo mezclando uniformemente por cuatro minutos mas (Viana et al., 2007). Con el fin de
fomentar la hidrolisis acida, se agregd 0.5% de pepsina a la mezcla, y se homogeneizaron
todos los ingredientes por un periodo de dos minutos. Una vez mezclado, se procedié a tomar
2mL de muestra para medir el pH inicial. A continuacion, se vertio la mezcla a un recipiente
cilindrico (cubeta), para impedir la proliferacion de microorganismos se cubrié con pléastico
evitando la formacién de burbujas de aire, ya que el ensilaje es un proceso de hidrdlisis
anaerobica. Finalmente, la cubeta se cerrd herméticamente conservandola dentro de un

espacio oscuro a temperatura ambiente.

La supervision, mezcla y monitoreo del pH en el ensilaje se altern6 cada dos dias,

durante seis semanas, manteniendo un pH menor a 3.5.

Cumpliendo las seis semanas de supervision establecida, para fin de la presente
investigacion, el producto se sec6 en un horno vertical a 40°C durante 48 horas. Después de
las seis semanas, y con el objetivo de detener el proceso de hidrdlisis, el ensilaje fue secado
por completo. El proceso de secado del ensilaje acido hidrolizado de grillo (EAHG) se llevd
a cabo por medio de 11 charolas de aluminio de 100cm x 85cm, con un grosor de 2 cm de
muestra y se colocaron en una estufa de conveccion a 60°C por 48 horas. Después del tiempo
establecido de secado, las muestras fueron homogeneizadas, se tomdé una muestra
representativa para medir la humedad por medio de una termobalanza OHAUS®. Una vez
secO el producto (EAHG) se almacend en refrigeracion para su conservacion y
posteriormente hacer uso en la elaboracion de las dietas. El porcentaje de humedad medido
fue de 9.94%.
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4.2. Elaboracién de dietas

Se formularon cuatro dietas isoproteicas (41% PC) e isolipidicas (9.7% GC) con
distinto porcentaje de inclusion de ensilaje, basadas en la formulacién previamente validada
(Cuadro 1) (Amador et al., 2022; Mata-Sotres et al., 2018; Pintor et al., 2022).

Todas las dietas experimentales fueron elaborados conforme a los protocolos internos
del Laboratorio de Nutricion y Fisiologia Digestiva (laboratorio FEED-AQUA, Universidad
Auténoma de Baja California (UABC), B.C., México).

La formulacion se baso en cuatro niveles de sustitucion de la harina de pescado por
EAHG. Con el fin de llegar a una dieta final sin harina ni aceite de pescado (libre de pescado).
La harina de pescado y aceite de pescado se disminuyeron paulatinamente conforme se
agrego la ensilaje de grillo seco. Con el fin de compensar los niveles de grasa en el EAHG
se utilizd canola para compensar el faltante del aceite de pescado para topar los

requerimientos de a especie.

Los macroingredientes fueron pulverizados, tamizados y mezclados en el
cortador/mezclador vertical hasta formar una masa homogénea. A continuacion, los
micronutrientes se incorporaron a la mezcla de macronutrientes. Después se integro la fécula
de maiz, la gelatina, el aceite de pescado y el aceite de canola respectivamente y conforme a
la formulacién establecida, hasta formar la textura deseada. Las dietas se pasaron por el
extrusor en frio (Rosito Bisani ®) para formar tiras de alimento compactado. Se cortaron en
el procesador de alimentos para obtener pellets de 2mm. Finalmente, el alimento se seco en

estufa de aire forzado a 60°C por 24 horas para obtener una humedad menor de 10%.

Para calcular el contenido de proteina cruda para la formulacion de las dietas, se
considero el nitrdgeno total estimado incluyendo la quitina de grillo. De esta manera, la
proteina de grillo se calculé con un factor de 4.76 esto de acuerdo con Janssen et al. (2017),

en lugar de 6.25 el factor estandar aplicado en alimentos.
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Cuadro 1. Formulacion tedrica de cuatro dietas experimentales con inclusion de ensilaje
acido hidrolizado de grillo con diferente porcentaje de inclusion.

4.3.

Tratamientos

Control Bajo Medio Alto
Ingredientes % % % %
Harina de pescado? 15.50 10.35 5.18 0.00
Harina de ave® 9.00 9.10 9.20 9.30
Ensilaje de grillo® 0.00 8.20 16.50 24.70
Proplex T¢ 6.00 6.00 6.00 6.00
Soya 65%° 7.00 7.00 7.00 7.00
Harina blanca de trigof 20.19  17.00 14.14 11.67
Gelatina® 8.00 8.00 8.00 8.00
Gluten de maiz" 5.00 5.00 5.00 5.00
Aceite de pescado’ 4.90 1.82 0.00 0.00
Aceite de canola’ 0.00 2.42 3.57 2.92
MaicenaX 19.70 19.70 19.70 19.70
Metionina' 1.00 1.00 1.00 1.00
Rovimix (mezcla vity min) ™ 2.50 2.50 2.50 2.50
Stay c™ 0.10 0.10 0.10 0.10
Fosfolipidos' 1.00 1.00 1.00 1.00
Nature-DHA (17%) " 0.00 0.70 1.00 1.00
Benzoato de sodio' 0.10 0.10 0.10 0.10
BHT® 0.01 0.01 0.01 0.01
Total 100.00 100.00  100.00 100.00

Las dietas contienen 0, 8.2, 16.5 y 24.7% de inclusion de ensilaje acido hidrolizado de grillo
(EAHG), denominadas dieta control (D-Control, dieta bajo (D-Bajo), dieta medio (D-Medio)

y dieta alto (D-Alto).

Proveedor ingredientes: (%) Procesador del mar de Ensenada S de R. L. de CV. Scoular de
México S. de R.L. de C.V. (®). Produccidn local por pedido (%). ADM México(). COLPAC
(°). Molinera del Valle (). Progel Mexicana S.A. de C.V., Ledn, Guanajuato, México (9).
INGREDION México S.A. de C.V. ("). Scoular USA(). GRANOS Y SEMILLAS SAN
MIGUEL(}). INGREDION México S.A. de C.V. (Y. FUTURE FOODS ("). DSM Nutritional
Products México, S.A. de C.V. (™). ADM México("). Future Foods(°).

Bioensayo y aporte de alimentacion

El bioensayo se realizd en las instalaciones del Instituto de Investigaciones
Oceanologicas de la Universidad Autonoma de Baja California (IIO-UABC), en la
“plataforma de cultivo” y con duracion de 64 dias de experimentacion. Se prepararon 12
estanques con 500 L (espacio util) cada uno (Figura 1), conectados a un sistema de

recirculacion con un biofiltro. Se utilizaron piedras de aireacion en cada estanque. 15
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organismos fueron distribuidos al azar en cada uno de los estanques, con un peso promedio
individual de 4.3 g. Las dietas de los cuatro tratamientos se asignaron aleatoriamente por
triplicado (4 x 3) para ser alimentados cuatro veces al dia (8:00, 11:00, 14:00, 17:00 horas).
En un principio se calculé una tasa de alimentacion del 10% de su peso diario como racion.
Sin embargo, con el fin de llegar a la saciedad, diariamente se observé que dejaban restos de

alimento por lo que se fue ajustando la racion alimenticia.

Los parametros de oxigeno, salinidad y temperatura fueron registrados dos veces a la
semana utilizando un oximetro (YSI-55, YSI Inc., Yellow Springs, OH, USA) (Figura 2). El
monitoreo de calidad de agua (nitratos, nitritos y amonio) se realizé una vez por semana con
Kits colorimétricos API test kits® (Mars Fishcare Inc., Chalfont, PA, USA). La temperatura

promedio se mantuvo a 28.2°C, la salinidad a 34 ppm y el nivel de oxigeno a 6 mgL™.

Figura 1. Sistema experimental de 12 estanques para bioensayo de los camarones blanco
del Pacifico L. vannamei.
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La distribucion de las dietas (Cuadro 2) se proporciond aleatoriamente en los 12
estanques experimentales, con base en la tabla de alimentacion de Fox et al. (2012) y el peso
promedio inicial (4.3 g) de los organismos se utilizé para el estimado de cantidad total en
alimento por dia a proporcionar, el cual se dividié en cuatro raciones con distinto horario de

alimentacion.

Cuadro 2. Distribucion de dietas experimentales en sistema experimental de camarones L.

vannamei.
Tratamientos Estanques
Control (0%) 1 5 11
Bajo (8.2%) 3 8 10
Medio (165%) 2 6 12
Alto (247%) 4 7 9

Figura 2. Equipo y kits de monitoreo de.parémetros de salinidad, témperatura y calidad de
agua.

4.4. Analisis quimicos proximales
Todas las dietas experimentales, ensilaje cido hidrolizado de grillo (EAHG), tejidos

(masculo y hepatopancreas) y heces se analizaron por triplicado para determinar su

composicion proximal quimica, por los siguientes métodos.
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a) Estimacion de la humedad

Para determinar el porcentaje de humedad se utilizaron 2 g de muestra molida. Las
muestras se colocaron en charolas de aluminio previamente pesadas, y se secaron en una
estufa a 60°C hasta obtener un peso constante. Después de 24 horas las muestras se pesaron

para calcular el porcentaje de humedad a través de la formula siguiente:

%H dad Peso muestra inicial — Peso muestra final 100
0 Humedad = — *
Peso muestra inicial

b. Estimacion de las Cenizas

Se calculd gravimétricamente el porcentaje (%) de cenizas. Para ello, se utilizaron
crisoles de porcelana calcinados y pesados previamente. Se colocaron 2 g de muestra seca
por triplicado, seguidamente se ingresaron a una mufla con una temperatura de 550°C por
cuatro horas. Pasado el tiempo de calcinacién, se dejo enfriar para después ser pesados y

obtener su porcentaje de ceniza mediante las siguientes formulas:
Diferencia = Peso inicial (crisol + muestra) — Peso final (crisol + muestra)

Diferencia * 100

% Ceniza = —
Peso inicial de muestra

c. Estimacidn de la proteina cruda

La obtencién del porcentaje (%) de proteina cruda (PC) se analiz6 bajo el método
Micro-Kjeldahl (KJELDATHERM® / VAPODEST®) siguiendo el protocolo del equipo. En
resumen, se agregé la muestra a un catalizador y antiespumante, y se agregaron los siguientes
reactivos: 4.875 g de sulfato de potasio (K2SOs), 0.075 g de sulfato clprico (CuSOa).
Después, se agregd 1 g de muestra envuelta sobre papel KIPWIPES® y se pusieron dentro
de los tubos VEPLScientific® por triplicado para ser llevados al digestor. Para la digestion
se agregaron 12 mL de acido sulfurico (H2SQOa4), y se mantuvieron a 420°C por un periodo de

90 minutos.

Después de la digestion, la muestra se dejo enfriar y a continuacion se aforé con agua
destilada sobre matraces de aforacion de 50 mL, que posteriormente fueron almacenadas en

tubos falcon para su conservacion.
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Después de la destilacion se atrapé el nitrogeno libre por medio de acido bdrico en
un vaso de precipitado. A continuacion, se titulé con &cido clorhidrico (HCI) y se calcularon
los moles de nitrégeno (N) por el factor de conversion 6.25 estandar para alimentos. Las
muestras finales fueron tituladas usando el colorante (azul de metilo con rojo de metilo) de
viraje a pH 7 (AOAC, 2015; Araujo et al., 2020). Es importante mencionar que, para no
sobreestimar el porcentaje de proteina disponible en las dietas con ensilaje &cido hidrolizado
de grillo (EAHG), se hizo un ajuste para el contenido de nitrégeno no proteico (NNP) de las
mismas por lo que se multiplico por el factor de 4.76 en lugar de 6.25 de acuerdo con Janssen
et al. (2017). Este ajuste se realiza de acuerdo con el contenido de nitrégeno no proteico
presente en la quitina de los insectos y en particular el grillo doméstico. Dichos autores
establecen un ajuste por distintos factores de conversion dependiendo del tipo de insecto de

acuerdo con el contenido de quitina en su cuticula (exoesqueleto).
d. Estimacién de los grasa cruda

La extraccion de grasa cruda (GC) se realiz6 siguiendo el método Soxhlet, usando 2
g de muestra seca dentro de cartuchos de papel filtro Whatman®. Se colocaron en tubos de
sifon para la extraccion, mientras que en un matraz de destilacion previamente pesado y
rotulado se agregaron 100 mL de éter de petréleo (solvente que es utilizado para la extraccion
de compuestos no volatiles, de baja solubilidad), por un lapso de 4 horas. Una vez terminado
el proceso de extraccion, el matraz con el contenido lipidico se coloco en el desecador por
24 horas para evaporar el resto del solvente, finalmente se pes6 el matraz con la muestra para

obtener el porcentaje (%) de grasa cruda por diferencia (AOAC, 2015).

4.5. Indices productivos
Crecimiento y desempefio

El bioensayo experimental tuvo una duracién de 8 semanas (64 dias), donde se realizo
el conteo y pesaje individual final de camarones de cada unidad experimental (estanques).
Entre ellos, tres organismos por estanque se sacrificaron por hipotermia, de acuerdo con el
protocolo de manejo para evitar estrés oxidativo y extraer muestras de tejido (musculo y

hepatopancreas) y hemolinfa para evaluar los siguientes parametros productivos:
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indice hepatosomatico (HSI):

Peso hepatoancreas

HSI 100

= 3
Peso biomasa individual

Tasa de crecimiento especifico (SGR):

Peso Final — Peso inicial
SGR = — x 100
Dias totales

Ganancia de peso (g) (GP):

GP = Peso final — Peso inicial

Ganancia total de peso en porcentaje (%GP):

% GP (Peso final — Peso inicial) 100
= *
o Hrx Peso inicial

Tasa de Conversion alimenticia (TCA):

Consumo de alimento
TCA =

Ganancia de peso

Consumo de alimento (CA):

_ 100 * (Consumo de alimento / ((Peso inicial + Peso final)/2)
B Dias totales

Coeficiente de crecimiento térmico (TGC):

1000 * ((Peso final 1*3 — Peso inicial 1*3)

TGC =
X(Dias * °C)

4.6. Determinacion del contenido de &cidos grasos

Para identificar el perfil de acidos grasos se utilizaron muestras de tejido (musculo y
hepatopancreas), asi como muestras de EAHG y de las dietas previamente secadas a 60°C

hasta peso constante. Se siguié el método descrito por Parrish et al. (2015), donde 1 g de




muestra seca se pescé en un vial. Se agregd 3 mL de solucién de metileno (10:1:1; Metanol:
diclorometano: HCI). Se homogeneizd en vortex por 2 minutos. Posteriormente se agregd
nitrégeno y se cubrid con parafilm, para evitar pérdida de muestra durante el bafio Maria
sometido a 85°C durante 2 horas. Pasado el tiempo se dejo enfriar (15 minutos aprox.). Se
agregd 1.5 mL de agua destilada y 1.8 mL de solucién de extraccion (4:1, Hexano:
diclorometano). Se centrifug6 por 15 minutos con 4°C a 289 rcf (fuerza centrifuga relativa,
por sus siglas en inglés). Finalmente se retiro el sobrenadante y se almaceno en viales ambar

con gas de nitrégeno.

a) Los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAME) de las muestras se analizaron por
cromatografia de gases equipada con detector de ionizacion de Ilama (Agilent GC
6880, Agilent Techonologies, Santa Clara, CA, USA) usando nitrégeno como gas
portador. Donde las condiciones de la columna GC (60 m x 0.25 mm con un grosor
de pelicula de 0.25 pum; Agilent 122-2362 dB-23) fueron: Temperatura inicial del
horno de 50°C durante 1 min, de 50 a 140°C a 30 min*, mantenida a 140°C durante
5 min, de 140°C a 240°C por 4 min™, y finalmente 240°C durante 20 min.

b) Las temperaturas del inyector y del detector se mantuvieron a 230°C y 260°C,

respectivamente.

Los FAME (ésteres metilicos de acidos grasos) se identificaron comparando los tiempos
de retencién de diferentes estandares (37 Component FAME mix, PUFA 1 y PUFA 3,
Supelco/Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Ya que no se cuantificaron los otros
componentes lipidicos separados por saponificacion, los acidos grasos se reportan en

porcentaje total de los &cidos grasos identificados.
4.7. Digestibilidad aparente en materia seca

Para obtener la digestibilidad aparente en materia seca en los camarones alimentados
con las distintas dietas, se utilizd el método de cenizas insolubles en acido como marcador
interno (Montafio-Vargas et al., 2002). Las cenizas insolubles en &cido corresponden al
silicio que es un mineral no absorbible, cuyo fin es cuantificar el contenido total de silicio

entre las heces y alimento y asi calcular el total de materia seca absorbida por el camarén.
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Las muestras de heces y dietas fueron calcinadas dentro de una mufla a 550° C durante
6 horas. A continuacién, se pesaron en papel encerado y colocadas en un vaso de precipitado
previamente rotulado. Se agregd 5 mL de &cido clorhidrico (HCI) 2N a las respectivas
muestras, se taparon con vidrio de reloj para evitar evaporacion y se colocé en la plancha de
calentamiento a 100°C hasta llegar al punto de ebullicion. Posteriormente se dejo enfriar y
se procedio a filtrar las muestras en papel filtro Whatman® de fibra de vidrio GF-F de 47
mm de diametro en matraz Kitasato conectado a una bomba de vacio. Se realizaron enjuagues
con agua destilada caliente (las necesarias) y se guardaron en sobres de aluminio (marcados
y pesados con anterioridad). Finalmente fueron calcinadas nuevamente en mufla a 550°C por
6 horas, se peso y se calculd gravimétricamente.

4.8. Perfil de aminoacidos
Para la estimacion del perfil de aminoacidos en las dietas y organismos se requirio de

varios procedimientos, brevemente detallados:
a) Hidrdlisis de proteina
A una muestra de 20 mg desengrasada, se puso en un vial y se agregdé 1 mL de solucion
HCI 6N/Fenol 0.1% y se homogeneiz6 en vortex por 2 minutos, después se secaron las
muestras utilizando gas nitrégeno (N?) para evitar su descomposicion. Se cubrieron con
empaque teflon y tapa. Se incubaron a 110°C por 24 horas. Finalmente se dejo enfriar.
b) Preparacion de muestra hidrolizada para HPLC
Una vez fria la muestra, se vertio a un matraz de aforado de 25 mL, simultaneamente
se enjuago el vial de muestra con agua grado HPLC (agua desionizada) para retirar toda la
muestra posible y vaciar el contenido sobre el matraz de aforado, continuamente se
homogeneizo y se aford la muestra con agua grado HPLC, se almacené en tubos falcon de
50 mL. Posteriormente se filtrd 1.5 mL de muestra en viales ambar etiquetados, usando filtros
de disco de 0.2um para jeringa. Por Gltimo, se agrego gas nitrégeno (N2), se tapd y se guardd
en refrigeracion hasta la inyeccion en equipo HPLC siguiendo el método Schuster, (1988)
con FMOC/OPA como posderivatizador.
Las soluciones de arrastre para el HPLC se filtraron previamente. Para la fase polar

se filtré un volumen de 1L con 40nm de buffer de fosfato de monosodico (NaH2PO4) con pH
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de 7.5y 1 L de agua grado HPLC de manera independiente. Para la fase no polar se preparo6
y filtr6 1 L agua de acetonitrilo metanol (ACN: MeOH: H20) a un volumen de 45:45:10
c) Inyeccion enel HPLC

Se prepararon 4 viales de reactivos derivatizantes, los cuales incluyen: 100 pL de
buffer de borato con solucion de 0.4 N en agua de pH 10.2, 100uL de reactivo FMOC, 100
pL de reactivo OPA y 100 pL de agua grado HPLC. Ademas de 4 diluciones de AA estandar
de 250 pmol/uL, 10 x 1 mL, en distintas proporciones: 1, 1:10, 1:2 y 1.5 (uL AA estandar:
puL agua HPLC). Finalmente se procedid a inyectar la muestra siguiendo el protocolo de
Agilent Technologies y usando equipo HPLC Agilent 1260 Infinity Series ® con una
columna Zorbax eclipse AA, 4.6 X 150 mm y 3.5 um de poro, con un lapso de analisis de 1

hora por muestra.

Debido al exceso de nitrdgeno no proteico los aminoacidos se reportan en porcentaje

del total identificado utilizando los estandares con tres concentraciones distintas.
4.9. Anélisis de la hemolinfa
Pardmetros bioguimicos en hemolinfa

De las muestras de hemolinfa del muestreo final, se analiz6 la proteina total usando
el kit Valtek diagnostics®, Santiago de Chile y se midi6 a 540 nm. Para la obtencidon de curva
estandar se utilizd albumina sérica bovina (BSA) y la proteina se total se reporté como
proteina equivalente a BSA. Para el analisis de glucosa total se cuantifico a través del kit
(Valtek diagnostics®, Santiago de Chile) en el cual la glucosa es oxidada a acido glucénico
y el perdxido de hidrogeno es oxidado por la glucosa oxidada. Posteriormente el peréxido de
hidrégeno reacciona con acido p-hidroxibenzoico y 4-amino-antipirina en presencia de
peroxidasa, donde el producto final coloreado se midié por espectrofotometria a 505nm.
Finalmente, para el analisis de colesterol se utilizd6 un método enzimatico en el que el
colesterol esterasa hidroliza al colesterol y el colesterol libre es oxidado por el colesterol
oxidasa, produciendo perédxido de hidrdégeno que se cuantificd por un sistema cromogénico

que contiene &cido p-hidroxidobenzoico y 4-amino-antipirina en presencia de peroxidasa y
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ser medido a 505 nm. Todo lo anterior bajo los protocolos de Del Rio-Zaragoza et al. (2021)
y Pintor et al. (2022).

4.10. Cuantificacion de quitina

Con la finalidad de cuantificar el contenido de nitrégeno no proteico (NNP), se
procedid a extraer y determinar el contenido de quitina en el ensilaje acido hidrolizado de
grillo vs el grillo completo (peso seco). Método que se basa en una extraccion detergente-
acido (Kandile et al., 2018), basado en la desmineralizacion y desproteinizacion de la
muestra para finalmente determinar por diferencia en peso el contenido de quitina.
Finalmente, a través del método de Kjeldahl se determiné el contenido de nitrégeno no
proteico.

a) Desproteinizacién

Para la cuantificacion de quitina primero se realizé una desproteinizacién, para lo
cual se utilizé una muestra seca de 3 g, la cual se agregd a 24 mL de NaOH (1.25N; 1g:8mL)
sobre una plancha de calentamiento a una temperatura de 70°C por 4 horas. Los vasos de
precipitado con muestra fueron tapados con vidrio de reloj. Pasado el tiempo establecido se
dejo enfriar y se centrifugd (Allegra tm 25R Centrifugue con rotor TA 14-500) en tubos
nalgene de fondo cénico (50 mL) de 8 espacios, a 12, 209 rcf por 15 minutos a 19°C.
Enseguida se decanto el sobrenadante y se agregaron 24 mL de agua destilada caliente a la
muestra para centrifugar nuevamente. La finalidad del agua destilada caliente es realizar un
lavado a las muestras y extraer la solucion de NaOH. Finalmente, con una micropipeta de
1000 pL y puntas de 200 pL se retird el sobrenadante cuidadosamente para evitar perdida de

muestra.
b) Desmineralizacion:

A la muestra se le agregaron 30 mL de HCI a 0.32N (1:10 mL), y se dejo6 reposar en
los tubos nalgene de fondo cénico por 24 horas a temperatura ambiente. Pasado el tiempo, se
realizé el centrifugado a 12, 209 rcf por 15 minutos a 19°C. Se decanto el sobrenadante, se
agrego agua destilada caliente para los lavados y nuevamente se centrifugd. Para la

extraccion del sobrenadante se utilizé una micropipeta de 1000 yL y puntas de 200 uL. Por
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ultimo, el sedimento de las muestras se vacio en charolas de aluminio previamente marcadas
y taradas. Las cuales se llevaron al desecador por 24 horas a 60°C, para eliminar la humedad

de la muestra, de esta manera se calculd los gramos totales de quitina extraida del ensilaje.

c) Cuantificacion de nitrogeno de quitina extraida.
Una vez obtenida la quitina de las muestras se procedié a cuantificar el nitrdgeno bajo
el método Micro Kjeldahl, como se mostré anteriormente (pag. 19).

V. ANALISIS ESTADISTICOS

Los analisis de normalidad y homogeneidad de las varianzas se verificaron mediante la
prueba de Shapiro-Wilk y Levene respectivamente. Asi mismo se aplicd un analisis de
varianza de una via (ANOVA) y donde se observd diferencias significativas (P<0.05), se
realiz6 una prueba post hoc de Tukey. Todas las pruebas se consideraron significativas al
95% para todas las pruebas estadisticas con el programa SPSS STATICS® V25.0.0° IBM
Corporation 1989, 2011, E.E.U.U.
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V1. RESULTADOS

6.1. Ensilaje de grillo
Durante las 6 semanas (42 dias) del proceso de hidrélisis &cido-enzimético y el
monitoreo continuo no se observaron cambios de pH variando de 2.8 pH al inicio y se

mantuvo en 3.2 de pH (Figura 3) a lo largo del tiempo.

3.5

3.2 P TX

2.9 ¢
' 1 4

2.6 2

pH

2.3

2
08-02 18-02 28-02 10-03 20-03 30-03

Semanas

Figura 3. Valores de pH del proceso de ensilaje acido hidrolizado de grillo.

6.2. Composicion proximal del ensilaje

La composicion proximal del ensilaje &cido hidrolizado de grillo (Cuadro 3) muestra
un 39.3% de proteina cruda, 13.3% corresponde a la grasa cruda presente, 18.8% de ceniza
y 4.08% de humedad. Aunque en el grillo seco se observé porcentajes superiores en proteina
(42.5%), grasa cruda (14.9%), ceniza (5.9%) y humedad (7.0%) con respecto al ensilaje.
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Cuadro 3. Anélisis proximal de ensilaje vs. grillo seco.

Pardmetros Ensilaje Grillo seco
Proteina cruda 39.30 4259
Grasa cruda 13.32 14.93
Cenizas 18.88 5.9
Humedad 4.08 7.05

Los resultados son presentados por su media + desviacion estandar (n=3)

6.3. Acidos grasos del ensilaje

El contenido de acidos grasos en las diversas muestras mostro que el EAHG contiene
mayor contenido de acido graso linoleico (38.1%), oleico (33.5%) y palmitico (22.9%)
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Acidos grasos identificados en ensilaje acido hidrolizado de grillo.

Acido graso % del total
14:0 0.89
16:0 22.92
16:1 1.23
18:1n9 33.58
18:3n3 1.07
18:2n6 38.16
Otros* 2.15

Los resultados son presentados por la media + desviacion estandar (n=3)
*Proporcion de &cidos no identificados

6.4. Aminoéacidos en grillo
Al cuantificar el perfil de aminoacidos en ensilaje (EAHG) y grillo seco (Cuadro 5)

se observo que el ensilaje de grillo el porcentaje total de arginina, lisina y leucina

corresponden a 9.07, 4.31 y 5.44 presentes en las muestras analizadas. Por el contrario, se
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pudo apreciar que aminoacidos como metionina, histidina, cisteina y fenilalanina presentaron
porcentajes inferiores de 0.51, 1.27, 1.45 y 2.12. En tanto el grillo seco mostro valores de
0.66, 1.18, 4.17, 5.46 y 7.54 pertenecen a histidina, metionina, lisina, leucina y arginina

respectivamente (Figura 4).

Cuadro 5. Perfil de aminoécidos en grillo (g/100g de proteina).

Grillo

Ensilaje Seco
ASP 6.74  6.48
SER 555 533
GLU 11.20 10.89
GLY 20.99 24.36
HIS 0.51 0.66
ARG 9.07 754
THR 347 3.32
ALA 12.02 11.28
PRO 451 4.66
CYS 145 1.48
TYR 355 313
VAL 470 4.38
MET 1.27 1.18
LYS 431 417
ILE 3.11 3.36
LEU 5.44 5.46
PHE 2.12 2.32
sumA 100 100
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Figura 4. Perfil del porcentaje (%) total de aminoacidos en ensilaje acido hidrolizado y
grillo seco.

6.5. Quitina presente en grillo

El grillo A. domesticus al igual que el camarén blanco L. vannamei al tener un
exoesqueleto formado principalmente de quitina la presencia del nitrégeno total puede
sobreestimar el valor de la proteina disponible en ingredientes que lo presentan. Al realizar
la cuantificacion de la quitina en el EAHG vy el grillo seco, se observaron diferencias
significativas (p< 0.05) en cantidad de quitina, al observar que hay 26.07 y 21.08% de quitina
por cada 100 g de muestra en ensilaje y grillo seco, respectivamente. El anélisis de nitrogeno
no proteico (NNP) resulté en un 12.39 y 13.10% de nitrégeno no proteico en el ensilaje acido
hidrolizado (EAHG) y grillo seco (Cuadro 6).

PHE
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Cuadro 6. Quitina en ensilaje y grillo seco dado en g / 100g.

Pardmetros Ensilaje Grillo seco
Quitina (g/ 100g 26.07 2108
del producto)
0,
% NNPen la 12.39 13.10
quitina

Los datos presentan el contenido de quitina en la muestra total y el NNP en el contenido de la quitina total

6.6. Composicion nutrimental de dietas, biomasa y hepatopancreas

En dietas o tratamientos experimentales (Cuadro 7) se observd que el mayor
porcentaje (%) de proteina lo presenta la dieta Control (D-Control) con 44.2%
exclusivamente con harina de pescado, mientras que la menor composicion en proteina lo
presenta la dieta alto (D-Alto) con 39% y con valores intermedios similares en la dieta bajo
(D-Bajo) y dieta medio (D-Medio) con 41.2%. Por otro lado, el mayor porcentaje de grasa
cruda lo evidencié D-Bajo al tener 9.3%, seguida de D-Alto con 9.1, y 9.04% para D-Medio

y con menor presencia fue D-Control con 8.2%.

Con respecto a cenizas, la D-Alto presentd el mayor contenido al reflejar 6.9 sobre
6.2% en D-Control, y finalmente el mayor contenido de humedad se mostr6 en D-Control
con 4.5%, seguida de D-Medio, D-Alto y D-Bajo (2.8, 2.3 y 2.3%) respectivamente.
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Cuadro 7. Andlisis proximal de dietas dados en g / 100 g.

Tratamientos

Parametros
D-Control D-Bajo D-Medio D-Alto
Proteinacruda 44 94 41.22 41.25 39.00
Grasa cruda 8.25 9.31 9.04 9.10
Cenizas 6.21 6.37 6.79 6.90
ELN 41.30 42.98 42.60 44.26
Humedad 4.55 2.31 2.83 2.38

Los resultados son presentados por la media + desviacion estandar (n=3)
Extracto Libre de Nitrogeno (ELN) obtenido por diferencia =(PC+GC+C)-100

Después de 64 dias del bioensayo, se analizd la composicion proximal en los
camarones L. vannamei. Los valores se presentan en la Cuadro 8. Se observaron diferencias
significativas (p< 0.05) en los valores de proteina y cenizas, con valores minimos de 86.1 %
de proteinas en D-Bajo y maximo de 95.3% en D-Alto. Por otra parte, en cenizas el valor
maximo se presentd en el tratamiento alto (D-Alto) con 6.6% Yy el minimo fue para el

tratamiento control (D-Control) con 5.7%.

Con relacion a grasa cruda y humedad no fueron estadisticamente diferentes (p< 0.05)
pero si mostrd un valor inferior en tratamiento medio (D-Medio) de 1.5% de lipidos con
respecto a 1.7% presente en musculo en tratamiento control (D-Control). Con relacion a
humedad el tratamiento con alto porcentaje fue para D-Bajo al observarse un 75.2% sobre
72.5 en D-Control.
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Cuadro 8. Proximales quimicos en musculo de camaron g / 100 g de tejido seco.

Tratamientos

Parametros
D-Control D-Bajo D-Medio D-Alto valor p

Proteinacruda 91.31%°+ 157 86.10°+2.76 93.16®°+4.18 95.322+2.75 0.026
Grasa cruda 1.71 + 0.07 1.61 + 0.05 1.52 +0.04 1.60 +0.10 0.245
Ceniza 579°+0.16  6.20°+0.20 6.28°+0.05 6.63*+0.12 0.001

Humedad 7250+113 7523+292 7434+021 7270+ 1.58 0.238

Los resultados son presentados por su media + desviacion estandar (n=3)
Los superindices (*® ©) muestran los grupos con diferencias significativas (p< 0.05)

Finalmente, el contenido de grasa cruda en las muestras del hepatopancreas no
presentaron diferencias significativas (p< 0.05) en los distintos tratamientos (Cuadro 9), pero
si se observaron valores minimos en el tratamiento (D-Bajo) con 21.1% por debajo de 28.5%

del tratamiento control (D-Control).
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Cuadro 9. Andlisis en muestras de hepatopancreas de camaron g / 100 g de tejido.

Tratamientos Grasa cruda Humedad
D-Control 28.52 + 1.88 69.86 + 0.76
D-Bajo 21.17 +0.22 70.75 + 0.07
D-Medio 24.10 + 3.42 71.17 + 0.36
D-Alto 22.43 +0.30 71.52 +0.83
valor p 0.392 0.564

Los resultados estan representados por la media + desviacién estdndar (n=3)

Diferencias significativas (p< 0.05) en muestras
6.7. Desempefio productivo

Al realizar el analisis estadistico en el desempefio productivo de camaron L. vannamei

con los distintos tratamientos (Cuadro 10), se encontraron diferencias significativas (p< 0.05)
en diversos indicadores evaluados. La biomasa final en el tratamiento control (D-Control)
resulto con un peso de 145.7 g, por encima de los tratamientos D-Medio, D-Alto y D-Bajo
(109.59,108.1 gy 1.06.5 g) respectivamente. De igual manera el peso individual final resulto
con valores maximos de 10.4 g en tratamiento D-Control mayor a los 7.2 g en tratamiento
alto (D-Alto) (p< 0.05). Asimismo, se registré una mejor ganancia de peso en tratamiento D-
Control de 6.1 g sobre 3.89 g, 3.7 gy 2.8 g para D-Bajo, D-Medio y D-Alto respectivamente.
En consecuencia, de la diferencia en peso, la tasa de crecimiento especifico (SGR) calculada
resultd en valores significativos en D-Control (1.37 g) sobre D-Alto con 0.79 g. De igual
manera, el coeficiente térmico de crecimiento (TGC) mostrd valores mayores significativos
(p< 0.05) en D-Alto con 0.16, D-Medio de 0.20 y D-Bajo con 0.21 en comparacion con 0.30

de tratamiento control (D-Control).

La ingestion de alimento mostro diferencias significativas (p< 0.05) siendo mayor en
las dietas con EAHG que la control, con4.12 ¢g,5.16 g, 5.11 gy 5.12 g de alimento consumido
a lo largo del bioensayo en los tratamientos D-Control, D-Bajo, D-Medio y D-Alto,
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respectivamente con 4.12%, 5.16%, 5.11% y 5.12% de alimento consumido a lo largo del
bioensayo en los tratamientos D-Control, D-Bajo, D-Medio y D-Alto, respectivamente.
Resultado que alcanz6 a mostrar diferencias en la conversion, pero sin favorecer a las dietas
con EAHG (p< 0.05). Aun asi, se presentaron diferencias significativas en el factor de
conversion alimenticia (FCR) (p< 0.05) para el tratamiento D-Control resulté con el valor
mas bajo (3.05) seguido por el D-Bajo (4.84), D-Medio (5.08) y D-Alto (6.67).

Con relacion a los indices corporales, no se observaron diferencias significativas en
los valores del indice hepatosomatico (HSI) (p< 0.05) entre los 4 tratamientos

experimentales.

Finalmente, en cuanto a la supervivencia observada en el bioensayo se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos al observar que en el tratamiento (D-Alto) y (D-
Bajo) tuvieron el 100% de supervivencia, mientras que en el D-Medio result6 con el 95.5%

y el 91.1% correspondi6 al D-Control.
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Cuadro 10. Datos de crecimiento y rendimiento productivo de camardn L. vannamei.

Tratamientos

Parametros
D-Control D-Bajo D-Medio D-Alto  valorp

Peso individual inicial (g) 4.33+0.11  4.33+0.06 4.31+0.02 432+0.03  0.992
Peso individual final (g) 10.43 £0.41* 8.22+0.18° 8.07+0.27° 7.21+0.30°  0.001
Peso biomasa final (g)  145.78 + 0.802106.51 + 7.15" 109.57 + 7.46 108.14 + 0.41° 0.003
Ganancia de peso (g) 6.10£0.30° 3.89+0.13° 3.76+0.27° 2.89+0.31°  0.001

Ganancia de peso (%)  140.83 +3.54289.80 + 2.52° 87.38 +6.23" 67.10+7.59° 0.001

SGR (%/dia) 1.37+0.022 1.00+£0.02° 0.97+0.05° 0.79+0.07°  0.001
TCAglg 3.05+0.17° 4.84+0.14® 508+0.36% 6.67+0.77°  0.003
CA % /dia 412+0.06° 5.16+0.22° 511+020° 512+0.15° 0.008
HSI (g /100g org) 413+021 454+0.00 428+025 376+047  0.345

TGC (( g*3(°C/dia)) 0.30 £0.00° 0.21+0.00° 0.20+0.01° 0.16+0.01°  0.001

Supervivencia 91.11 +3.84> 100+ 0.00®  95.55 + 7.69% 100 + 0.00? 0.035

Los resultados son presentados por su media + error de desviacion estandar (n=3)

Los superindices (*®) muestran los grupos significativamente diferentes (p< 0.05)

SGR: Tasa de crecimiento especifico, TCA: Tasa de conversion alimenticia, CA: Consumo de alimento, HSI:
indice hepatosomatico, TGC: Coeficiente térmico de crecimiento.




6.8. Perfil de acidos grasos en las dietas y camarones (% de acidos grasos totales)

La presencia de acidos grasos en las dietas mostro tener un mayor contenido de acido
palmitico (C16:0) en la dieta control (D-Control) de 27% con respecto a las 3 dietas de
EAHG. No obstante, en la dieta alto (D-Alto) se observé mayor contenido de &cido estearico
(C18:0) de 7.3% que en la dieta control (4.12%). Por otra parte, el acido oleico (C18:1n9),
se observd menor contenido en D-Control (18.2%) con relacion a los tratamientos
experimentales, siendo la dieta D-Medio el tratamiento con mayor contenido (26.2%) de este
acido graso. Por otro lado, para los acidos grasos omega 3 (C20:5n3 y C22:6n3) y 6
(C20:4n6) se observaron que la dieta control tuvo mayor contenido que en las dietas de
EAHG. No obstante, el acido linoleico (C18:2n6) presento mayor contenido en la dieta alta
(D-Alto) con relacion a la dieta control (D-Control), mientras que el &cido linolénico (18:3n3)

el mayor contenido se observé en la dieta medio (D-Medio).
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Cuadro 11. Identificacion de acidos grasos presentes en dietas (% del total de &cidos

grasos).
) Tratamientos
Acido graso _ _
D-Control D-Bajo D-Medio D-Alto

12:00 0.42 - - -
14:00 6.05 2.72 1.85 1.38
16:00 27.05 22.94 20.8 20.84
16:01 7.10 3.81 2.65 2.35
17:01 2.35 2.21 1.74 1.62
18:00 4.12 5.41 6.25 7.34
18:1n9 18.20 22.91 26.21 23.41
20:1n9 1.57 0.75 0.52 -
18:3n3 1.71 2.33 2.66 2.05
20:3n3 0.76 0.56 0.46 -
20:5n3 0.29 0.26 0.26 0.20
22:6n3 3.86 1.88 0.97 0.51
18:2n6 17.24 29.82 34.15 39.14
20:4n6 4.42 151 0.56 0.53
Otros * 1.23 1.111 0.9 0.64

Los resultados son presentados por su media + error de desviacion estandar (n=3)
Los superindices (* ) muestran los grupos significativamente diferentes (p< 0.05)
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Los datos de perfil de acidos grasos en el musculo se muestran en el Cuadro 12. Se
encontraron diferencias significativas (p< 0.05) entre los tratamientos experimentales y D-
Control en acidos grasos saturados (SFA) como el miristico (14:0) y palmitico (16:0)
mientras que el 20:0 (&cido araquidico) y el 18:0 (estearico) no presentaron diferencias con
respecto a los tratamientos. Sin embargo, el porcentaje de acido palmitico (16:0) es mas alto
en D-Control al contener 22.2% con relacion a los tratamientos experimentales 20.7% (D-
Bajo), 14.6% (D-Medio) y 14.5% para D-Alto. Con respecto a los &cidos grasos
monoinsaturados (MUFA) como el 18:1n9 y 20:1n9 no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos. No obstante, en el acido palmitoleico (16:1) si se
observaron diferencias. Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFA-LC) como
el DHA (22:6n3) y EPA (20:5n3), no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, pero el &cido araquidonico (20:4n6) si hubo diferencias entre el tratamiento D-
control y los tratamientos experimentales al contener 11.1% en D-Control, 7.8% para D-
Bajo, 7.3% para D-Medio y 6.5% en D-Alto.
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Cuadro 12. Composicion relativa de los acidos grasos en musculo de camarén blanco del

Pacifico L. vannamei.

Tratamientos (% del total)

Acido

Graso D-Control D-Bajo D-Medio D-Alto valor p
14:0 2.17 £ 0.09% 2.41+0.23° 1.55 +0.13" 1.93 +0.03% 0.015
16:0 22.24+0.94*  20.74 +0.90° 14.59 + 0.65" 14.47£0.53°  0.001
16:1 3.72 +0.55° 2.64 +0.15%® 1.70 £ 0.08° 1.74 + 0.05° 0.004
17:1 2.75 + 0.54 2.28 +0.11 1.75 + 0.02 1.69%0 0.081
18:0 9.76 + 0.67 10.28 + 0.53 10.34 £ 0.35 10.50 + 0.05 0.715
20:0 2.17 £0.38 2.07 £0.16 1.87 +0.15 1.95 + 0.06 0.801
18:1n9 16.02 £ 0.37 17.21£0.78 18.68 + 0.66 16.59 + 0.47 0.062
20:1n9 2.48 £0.19 2.40 £ 0.08 2.49 +0.06 2.44 +0.07 0.98
18:3n3 0° 1.84 +0.30° 2.35 +0.15% 2.83 +0.042 0.001
20:3n3 3.63+0.43 3.28 £ 0.45 3.84 £0.22 3.98 £ 0.10 0.531
20:5n3 1.15+0.17 1.98 +0.89 1.32+0.28 1.71+0.02 0.618
22:6n3 7.05 + 0.52 7.43+0.01 8.85 + 0.87 8.55 + 0.34 0.124
18:2n6 7.44 +£0.30° 10.42 +0.30° 13.73 £ 0.46° 14.04+£0.10°  0.001
20:2n6 0P 2.36 + 0.54° 2.61 +0.38° 2.66 + 0.20° 0.002
20:4n6 11.11 + 0.54 7.84 +0.37° 7.33+0.28° 6.59 + 0.02° 0.001
Otros 7.76 £ 0.27° 8.29 + 0.107 7.67 £0.18° 8.15 + 0.012 0.001

Los resultados son presentados por su media + error de desviacion estandar (n=3)
Los superindices (* ® ©) muestran los grupos significativamente diferentes (p< 0.05)
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Por altimo, en el Cuadro 13, se reporta el perfil de &cido grasos cuantificados en el
hepatopéancreas. No se observaron diferencias significativas (p< 0.05) en los &cidos grasos
17:1, 18:0 y 20:3n3. Mientras que los acidos grasos esenciales como ARA (20:4n6), EPA
(20:5n3) y DHA (22:6n3), si se observaron diferencias significativas entre los tratamientos.
Es asi como el mayor contenido de acumulacién (5.4%) de &cido araquidénico (20:4n6) se
presentd en tratamiento control (D-Control) con respecto a 0.76% presente en D-Alto. Por
otro lado, el EPA mostré mayor contenido en los tratamientos con ensilaje acido hidrolizado
de grillo. Mientras que el DHA se observo que, el tratamiento D-Control tuvo mayor
porcentaje de acumulacion de 5.7% sobre 2.4% presente en el tratamiento D-Alto. Con
relacion al &cido linoleico (18:2n6) reflejé mayor acumulacion en el hepatopancreas del
tratamiento D-Alto con 22.9% en comparacidn con D-Control (12.2%). Sin embargo, para el
acido linoleico (18:3n3) precursor de los acidos grasos poliinsaturados n3, mostré mayor

acumulacion en tratamiento D-Medio con 2.4% que dieta control al tener 1.1%.

Si bien las figuras 5, 6, 7 y 8 de acidos grasos de las dietas experimentales comparados
con los tratamientos de musculo y hepatopancreas se observaron que la acumulacion de
18:1n9 es mayor que el suministrado en las dietas. No obstante, la utilizacion del acido
palmitico (16:0) mostrd que es similar al suministrado entre las dietas y los tratamientos del
hepatopancreas. Por el contrario, el 18:2n6 (&cido linoleico) se observé que, hay utilizacion
mayor en el hepatopancreas que las aportadas en las dietas. Finalmente, el EPA y DHA tiene
mayor acumulacion en todos los tratamientos de musculo en comparacién con

hepatopancreas y la dietas.

41



Cuadro 13. Identificacion de &cidos grasos en hepatopancreas.

Acido Tratamientos (% del total)

Graso D-Control D-Bajo D-Medio D-Alto valor p
14:0 2.78 +0.11° 1.83 0P 1.20 +0.03° 1.07 +0.04° 0.001
16:0 2441 +060° 18.65+0.14°  17.86+048° 17.97+0.18"  0.001
16:1 5.08 + 0.22° 2.86 +0.02° 1.98 + 0.06° 1.75 + 0.03° 0.001
17:1 0.98 +0.03 0.93 +0.02 0.88 +0.02 3.89 +0.02 0.092
18:0 3.88 £0.27 420 +0.15 451 +0.08 4.19 +0.53 0.593
18:1n9 28.42+0.34°  38.46+0.25° 4281+063  4243+1.22°  0.001
20:1n9 3.52 +0.11° 2.24 +0.01° 1.46 +0.07° 1.12 +0.03¢ 0.001
18:3n3 1.12 + 0 2.19 +0.03° 2.48 +0.022 2.37+0.02°  0.001
20:3n3 0.72 +0.04 0.70 + 0.05 0.69 + 0.06 0.68 +0.02 0.924
20:5n3 0.23 +0.01° 0.46 + 0.01° 0.48 +0.01° 0.48+0.01°  0.001
22:6n3 5.73 + 0.29° 3.85 +0.08° 2.61 +0.03° 2.40 + 0.08° 0.001
18:2n6 12.26 +0.25¢  18.11+0.06° 21.06+0.12° 2292+0.75%  0.001
20:2n6 1.07 +0? 0.92 +0.01° 0.91+0.03° 0.90 +0.04° 0.007
20:4n6 5.45 + 0.40° 2.78 +0.19° 1+0.04c 0.76 + 0.01° 0.001
Otros 3.73 £ 0.04° 1.76 +0.01° 0° 0° 0.001

Los resultados son presentados por su media + error de desviacion estandar (n=3)
Los superindices (*® ¢ 9) muestran los grupos significativamente diferentes (p< 0.05)
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Figura 5. Musculo y hepatopancreas de camaron blanco del Pacifico comparado entre
dieta D-Control.
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Figura 7. Dieta D-Bajo comparado en musculo y hepatopancreas de camardn camaron L.

vannamei.
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Figura 8. Comparacion de la dieta D-Alto con respecto muasculo y hepatopancreas de

camaron blanco del Pacifico.
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6.9. Digestibilidad aparente en porcentaje de la dieta
No se detectaron diferencias significativas (p< 0.05) en la digestibilidad de las dietas
experimentales con respecto a la dieta control (D-Control). Los valores de digestibilidad

oscilaron entre 72.5 % a 75.7% de la materia seca (Cuadro 14).

Cuadro 14. Valores de digestibilidad aparente en materia seca (%) (MS) en camarén L.

vannamei de las dietas experimentales.

Tratamientos MS
(%)
D-Control 75.77 +2.11
D-Bajo 74.76 + 1.16
D-Medio 72.63+1.12
D-Alto 72.54 +2.77
valor p 0.180

Los resultados son presentados por la media + desviacion estandar (n=3)

6.10. Perfil de aminoacidos reportados como g/ 100g de aminoacidos

Los valores del porcentaje (%) total de aminoacidos cuantificados en las dietas se
reportan en el Cuadro 15. No se detectd histidina en las dietas con ensilaje &cido hidrolizado
de grillo (EAHG), pero si en la dieta D-Control con un valor de 0.05%. Los valores de
arginina en dieta resultaron similares en las cuatro dietas al contener 6.02 (D-Bajo), 6.15 (D-
Control), 6.29 (D-Medio) y 6.83% (D-Alto). Para valores de metionina en las dieta, los mas
altos fueron detectados en la dieta D-Bajo con 3.46 y los menores en la dieta D-Medio con
2.71%. Con relacion a los valores de leucina en dieta los mas bajos fueron para la dieta D-
Alto (5.75%) y D-Medio (5.79%), mientras que D-Control tuvo un valor mayor de 7.04. Por
ultimo, los valores de fenilalanina en dieta fueron mayores en la D-Medio con un valor de

5.10%, mientras que la menor fue 2.28% en D-Alto.
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Con respecto a la cantidad de metionina en el madsculo se cuantificé 1.70% en el
tratamiento D-Control con valores mayores que el D-Medio (1.41%), D-Bajo (1.32%) y D-
Alto (1.30%). Sin embargo, se observo que el tratamiento D-Alto tuvo 0.99% de cisteina y
el tratamiento D-Control reflejo el 0.45% de este aminoacido. Con relacion a la arginina en
masculo en tratamiento D-Control y D-Medio no fueron mayores del 6%, puesto que
presentaron valores de 5.66 y 5.97%, respectivamente. Mientras que el tratamiento D-Bajo
presentd 6.17 y D-Alto mostrd 6.77%. La presencia de leucina en muestra de musculo
presenta valores equivalentes entre los cuatro tratamientos ya que presentaron 4.37 (D-Alto),
4.49 (D-Bajo), 4.50 (D-Medio) y 4.96% (D-Control). Cabe sefialar que la glicina tuvo el
porcentaje mas alto entre los aminoécidos presentes en los perfiles de grillo, dietas y musculo
(Figura 4, 9 y 10), seguido por el glutamato solamente en los perfiles de dieta y masculo
(Figura 9, 10) ya que, en el perfil de grillo éste, se encuentra en el tercer lugar en abundancia

al estar precedido por alanina (Figura 4).
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Cuadro 15. Porcentaje (%) total de aminoé&cidos en dieta y musculo con relacion a los
aminoacidos totales.

Dieta Mousculo

AA D-Control D-Bajo D-Medio D-Alto| D-Control D-Bajo D-Medio D-Alto

ASP 6.55 6.41 6.34 6.52 6.73 6.24 6.01 5.83
SER 4.73 1.14 4.76 4.92 3.59 0.73 0.62 0.57
GLU 15.06 14.51 13.8 13.89 13.38 1237  11.78 1141
GLY 24.45 2734 2232 2213 | 35.56 41.15 4336 43.56
HIS 0.05 Nd Nd Nd 0.48 0.43 0.38 0.31
ARG 6.15 6.01 6.27 6.82 5.66 6.17 5.97 6.77
THR 4.3 4.34 4.4 4.25 2.49 2.27 2.27 2.37
ALA 9.45 8.53 8.82 9.43 6.9 6.46 6.03 6.41
PRO 2.48 5.98 6.32 6.73 4.65 3.85 3.49 3.23
CYS 2.22 1.77 2.16 2.22 0.45 0.78 0.87 0.99
TYR 1.37 1.48 1.66 1.92 1.63 1.76 1.71 1.72
VAL 441 4.1 4.27 4.52 2.09 2.52 2.5 2.49
MET 3.16 3.45 2.7 3.14 1.7 1.32 1.41 1.3

LYS 3.14 3.02 2.58 2.69 4.93 5.02 4.82 451
ILE 2.86 2.81 2.74 2.82 2.73 2.5 241 2.33

LEU 7.04 6.63 5.77 5.74 4.96 4.49 4.5 4.37

PHE 2.59 2.47 5.08 2.28 2.09 1.93 1.86 1.82

SUMA 100 100 100 100 100 100 100 100

*Nd: porcentaje de aminoacidos no detectados
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Figura 10. Perfil de porcentaje (%) total de aminoacidos en el musculo del camarén L.

vannamei.
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6.11. Anélisis bioquimico en hemolinfa

Los parametros cuantificados en la hemolinfa de los camarones alimentados con las

cuatro dietas; las tres con EAHG y un tratamiento control (D-Control) se presentan en el

Cuadro 16. Se encontraron valores de glucosa estadisticamente distintos (p< 0.005) en los
tratamientos D-Bajo (9.62 mg/dL), D-Control (10.07 mg/dL) y D-Alto (11.79 mg/dL) con

respecto a D-Medio (6. 77 mL/dL). En cuanto a proteina total y el colesterol no se observaron

diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos experimentales.

Cuadro 26. Analisis bioguimico en hemolinfa de camaron L. vannamei.

Tratamientos

Pardmetro sanguineo

D-Control D-Bajo D-Medio D-Alto valor p
Proteina total (g/dL) 10.01+1.12 9.38£0.52 9.56+1.01 9.66 +0.34 0.235
Glucosa (mg/dL) 10.07£0.52° 9.62+0.61° 6.77 £0.28? 11.79 £ 1° 0.001
Colesterol (mg/dL) 1754+108 1993+145 1939+146 21.69+128 0.186

Los resultados son presentados por la media + y error de desviacion estandar (n=3)
Los superindices (2 ®) muestran los grupos significativamente diferentes (p< 0.05)
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VII. DISCUSION

El presente trabajo demostré que el EAHG no cumplié con los requerimientos
nutricionales del camaron blanco del Pacifico, de igual manera que la harina de pescado. De
hecho, la tendencia en crecimiento fue disminuir significativamente a medida que el EAHG
aumentd. Estos resultados hacen que la hipétesis establecida no sea validada, por lo que se
debe analizar la implicacion y posibles causas de los observado. El hecho de que esto no se
haya cumplido, fue en efecto una preocupacion para abordar la discusion de este trabajo. El
grillo contiene una alta concentracion de quitina, compuesto que forma su exoesqueleto, el
cual tedricamente no deberia variar. Sin embargo, como cualquier organismo sometido a la
produccién animal, deberia tener un indice de condicion ideal. Este comentario va con
relacién a que la quitina estd compuesta por carbohidratos N-acetil-glucosamina (Jonas-Levi
& Martinez, 2017; Pan et al., 2022) nitrdgeno que al realizar un analisis de Kjeldahl nos
estaria dando una sobreestimacion de la proteina cruda. Este hecho, nos llevé a formular las
dietas considerando un factor de 4.76 en lugar de 6.25 para multiplicarlo por el valor del
contenido de nitrégeno (Janssen et al., 2017). Aun asi y para corroborar, al final del presente
estudio se llevo a cabo un anélisis para la cuantificacion de quitina en el material utilizado
(Kandile, 2018) para posteriormente determinar el nitrgeno total en la quitina y asi valorar
directamente el nitrégeno no proteico (NNP) (AOAC, 2015). De esta manera se percatd que
el contenido de NNP era mayor al reportado en la literatura (Janssen et al., 2018). Es asi
como se estim6 un contenido de quitina mayor, probablemente por tratarse de grillos en
estado de subalimentacién, y por consecuencia se sobreestimé el contenido de proteina de
acuerdo con la proporcion de grillo incluido.

El ensilaje es un proceso alternativo de conservacion. El término ensilar ha sido
empleado en la ganaderia al almacenamiento de forraje verde para ser aprovechado durante
las épocas de desabasto. Dentro de los recursos pesqueros, dicho término y practica fue
utilizada desde los afios 20s del siglo pasado, principalmente para denominar el proceso de
conservacion, aprovechamiento y manejo de residuos pesqueros provenientes del
procesamiento de plantas de pescado productoras de filetes y a partir de aquellas especies

acuaticas que no eran aptas para consumo humano. En los afios 80s este proceso se utilizo
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como una alternativa de conservacion para dietas de salmon, principalmente en paises como
Noruega.

A diferencia del ensilaje para forraje, el cual se basa en una fermentacion, el de
pescado se realiza y se conserva con la adicion de acidos, los cuales se produce una hidrolisis
(o autolisis por las enzimas acidas presentes en el estomago). En teoria este proceso debe dar
como resultado un producto con calidad nutricional similar a la harina de pescado con la
diferencia de tener costos mas bajos tanto en su produccion como en su almacenamiento.
Ademas, el ensilaje acido de pescado es una practica que evita la contaminacion ambiental y
favorece la reutilizacion de residuos sélidos obtenidos de las actividades acuicolas y de pesca
(Afreen & Ucak, 2020; Vidotti et al., 2003).

El ensilaje acido de pescado, al estar constituido por visceras en las cuales existen una
alta cantidad de enzimas digestivas, entre ellas la pepsina, que al ser una proteasa acida se
activa a pHs menores de 6 y de esta manera promover la hidr6lisis en presencia de los &cidos.
Este producto hidrolizado, solia estar combinado con otros residuos de pescado sin ensilar
(crudos) que al combinarse con el hidrolizado acido y una fuente de harina con aglutinantes
se obtenia la mezcla perfecta para la elaboracion de alimentos semi-himedos para salmon
(Ahuja et al., 2020; Martin, 2007; Tatterson & Windsor, 1974). A diferencia de las visceras
de pescado, el grillo no cuenta con las suficientes proteasas acidas para activar una hidrolisis
similar a la del ensilaje de pescado, por lo que se optd el agregar pepsina de cerdo comercial
para obtener un resultado similar, favoreciendo la hidrolisis proteica y a su vez desprendiendo
los nutrientes del exoesqueleto (Piper and Fenton, 1965).

Si bien, las dietas en el presente trabajo fueron formuladas, para ser isoproteicas e
isolipidicas, al analizar el nitrgeno no proteico (NNP) proveniente de los grillos asi
utilizados y restarlo al nitrégeno total, nos arrojo valores decrecientes en proteina disponible
que, en parte pudo afectar el crecimiento. Vale la pena aclarar que, aunque este ajuste se
consider0 al formular las dietas, se hizo un segundo ajuste al tratar de explicarnos el porqué
de las diferencias en crecimientos al incluir el EAHG en las dietas. Es asi como se hizo la
cuantificacion de la quitina de los grillos utilizados y resultando en un valor del 26%, lo cual

es mayor al valor reportado por (Janssen et al., 2017) que era del 12%. Al hacer este segundo
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ajuste se observo una reduccion de hasta 5% de proteina. Diferencia que probablemente haya
sido una de las razones que expliquen la reduccion de crecimiento.

De acuerdo con Fagbenro & Jauncey (1993) asi como Mustatea et al. (2019) y
Tadesse et al. (2020) el proceso de fabricar un ensilaje genera cambios en el producto debido
al conjunto de reacciones paralelas que rompen enlaces peptidicos y generan la separacion
del sobrenadante que contiene las proteinas, péptidos y aminoacidos de los sélidos insolubles
generando agua a consecuencia de la ruptura de los enlaces peptidicos. Experiencias previas
en este laboratorio del 110 (UABC), demostraron que el ensilaje acido de subproductos
pesqueros puede conservar sus propiedades nutricionales al utilizarlo hasta un cierto limite
en el total de la formula (Lopez & Viana, 1995). Sin embargo, es importante aclarar que los
casos mencionados anteriormente fueron para fabricar ensilaje de pescado y no de grillo, por
lo que resulta dificil hacer la comparacion. EI EAHG conservo un aspecto mucho mas espeso
que él que se obtiene generalmente con los subproductos pesqueros. Motivo por el que el
proceso hidrolitico pudo haber sido diferente ocasionando menor ruptura en los enlaces
peptidicos. Sin embargo, la gran diferencia de este ensilaje &cido pudo deberse a su alto
contenido de quitina, que en el caso de su proceso de hidrolisis y comportamiento bajo este
tipo de tratamiento y conservaciéon hay poca informacién que nos permita discutir mas a
fondo.

Por otro lado, el contenido de quitina aument relativamente después del proceso, en
comparacion con el grillo seco utilizado como punto de referencia. Esta diferencia se explica
por el proceso de hidrdlisis, es decir a la ruptura de enlaces peptidicos que dan lugar a una
molécula de agua (Pacheco-Gomez et al., 2021), y que para fines de este trabajo el agua fue
evaporada posteriormente al secar el producto aumentado el contenido relativo de la quitina
y grasa cruda en el EAHG.

El proceso de extraccion de quitina se basa en dos procedimientos principales, uno
acido y después un alcalino (Kandile et al., 2018; Younes & Rinaudo, 2015). Ya que el
ensilaje llevaba un proceso de hidrolisis acida, tenia una mayor ventaja de extraccion y no
necesariamente se trata de que la quitina hubiera cambiado su conformacion

La disminucidn de la calidad del ensilaje acido en subproductos pesqueros se puede

atribuir a un exceso del proceso de hidrolizado, que dependen del tiempo y condicion de
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almacenamiento ya que Espe et al. (1989) observaron que después de 90 dias ocurria una
desaminacion en el ensilaje a partir del tiempo inicial, la cual fue ain mayor a los 180 dias.
Por tanto, los ensilajes acidos tienen la ventaja de tener una mayor hidrolisis de proteina en
la dieta la cual puede absorberse eficientemente mejor hasta cierto punto (Espe et al., 1992).
Sin embargo, en el caso del grillo esto no puede tratarse de la misma manera ya que su
comportamiento viscoso podria haber sido causado por la quitina y no por la cantidad de
agua. No obstante, se puede decir que el incremento relativo de la quitina y grasa se debi¢ al
desplazamiento de agua por hidrolisis durante las 6 semanas. Siendo mucho menor tiempo al
reportado por los autores antes mencionados.

El EAHG debid de alguna manera incrementar el nivel de absorcién de aminoacidos
con relacién al tratamiento control. Sin embargo, a medida que se fue agregando el EAHG a
la dieta, el desempefio del camarén (L. vannamei) fue disminuyendo. Esto no necesariamente
implica que no estuviera lo suficiente hidrolizado, si no que el nivel de proteina disponible
era menor en este ensilaje. De hecho, el anélisis del perfil de aminoécidos entre los
tratamientos no resulto en diferencias. Aunque existan algunas tendencias de disminucion,
las diferencias entre ellos son minimas, por lo que no se puede asumir que la causa en el bajo
crecimiento se debio a la deficiencia de algiin amino&cido (Constant et al., 2019). A pesar de
que, por lo general el contenido de aminoacidos es relativamente semejante entre las especies
de insectos (Da Silva Lucas et al., 2020). De acuerdo con Bosch et al. (2014) las pupas de
mosca soldado-negra (Hermetia illucens), mosca domestica (Musca domestica) y larvas de
gusano morio (Zophobas morio) contienen mayor porcentaje de metionina, lisina y
fenilalanina a las de las especies de gusano amarillo de la harina (Tenebrio molitor), la larva
de gusano de la harina (Alphitobius diaperinus), la cucaracha de seis manchas (Eubladerus
distanti), la cucaracha cabeza de muerte (Blaberus craniifer) y la cucaracha argentina
(Blaptica dubia). Ademas, estos autores mencionan que el grillo Acheta domesticus es la
especie con menor contenido de arginina. Sin embargo, con relacion a las dietas aqui
presentes no se demostraron diferencias, lo que implica que esto no fue una limitante.

Por lo anterior, tampoco hubo diferencias en la digestibilidad aparente de los

camarones alimentados con las dietas experimentales, encontrandose todas por arriba del
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70% de digestibilidad en materia seca. Por lo que no se puede argumentar que la
digestibilidad hubiese sido la causa del bajo crecimiento observado.

A diferencia de los aminoacidos esenciales que no varian tanto entre tratamientos por
la manera en que se sintetizan las proteinas del organismo, los acidos grasos reflejan de
manera directa el contenido de estos con respecto a las dietas, aunque también pueden ser
sintetizados de acuerdo, a la capacidad del organismo (Lima & Figueiredo-Lima, 2016). Los
acidos grasos son indispensables para la formacion y estabilidad de la membrana lipidica
ademas de ser una fuente de energia. En los resultados obtenidos de los analisis de tejido
muscular y hepatopancreas se observan ciertas diferencias. Vale la pena mencionar que el
tejido muscular del camardn (L. vannamei) es bastante magro conteniendo entre 1.5 a 1.7%
de grasa cruda entre los tratamientos, por lo que los acidos grasos contenidos no deberian
presentar grandes cambios. Sin embargo, el 16:0, 16:1 y 20:4n6 (ARA) disminuyeron
conforme se agregd mayor ensilaje &cido hidrolizado de grillo mientras que el 18:2n6
(linoleico) disminuye.

En cambio, en el hepatopancreas siendo el érgano involucrado en el metabolismo de
las reservas (con 21 a 28% de grasa cruda) y en donde mas cambios y acumulacion de grasa
puede observarse, se obtuvieron mayores cambios como era de esperarse a pesar de que el
indice hepatosomatico no present6 diferencias significativas. Conforme se agregé el EAHG
en las dietas. Se observaron disminuciones en el 16:0 (de 24.4 a 17.9%), ARA (5.4 a 0.76%)
y DHA (de 5.7 a 2.4%), mientras que aumentaron el 18:1n9 (de 28 a 42%), 18.2n6 (de 17 a
38%), 18:3n3 (de 1.12 a 2.3%) y EPA (0.23 a 0.48%). Cambios que muestran la misma
tendencia al contenido de las dietas.

Generalmente, el contenido de &cidos grasos en el organismo refleja las cantidades
que se presentan en las dietas (Shefat, 2018). En general los insectos, carecen de acidos
grasos esenciales LC-PUFA (i.e, DHA, EPA, ARA) y en particular A. domesticus (Mariod et
al., 2017). Por esta razon es que las dietas fueron formuladas con aceite de microalgas ricas
en DHA y EPA, aunque no con ARA. Sin embargo, la adicion del aceite de microalgas no
fue suficiente como para mantener el DHA al mismo nivel entre tratamientos. Diversos
autores (Duan et al., 2021; Xu et al., 2017) coinciden en que el requerimiento de ARA en

camaron (L. vannamei) es del 0.8% o superior en la dieta. Este trabajo a pesar de que se
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disminuy6 el ARA conforme el EAHG se agreg0 a las dietas en musculo y hepatopancreas
también disminuy0, aunque si alcanzo valores relativamente mayores. Probablemente a causa
de la disminucion de otros &cidos grasos usados como fuentes de energia. Sin embargo, el
EPA (20:5n3) en las dietas se mantuvo a un nivel constante , mientras que en el
hepatopéancreas hubo un aumento relativo, aunque no a niveles superiores a 0.5%, por lo que
no puede asumirse que haya sido un factor que inhibi¢ el crecimiento (Duan et al., 2021).

A pesar de que no hubo cambios en la ingesta de alimento entre los tratamientos (4.2
a5.2% de consumo diario con relacién a su peso), se podria pensar que la palatabilidad pudo
ser un factor que los llevo a un menor consumo por el contenido de acido (citrico/fosforico),
en el supuesto de que la ingestion de los alimentos es una pardmetro poco exacto. No
obstante, en un estudio realizado por Forster et al. (2011) demostraron que los camarones L.
vannamei alimentados con variantes de hidrolizados acido y 4&cido neutralizado de
subproductos de pescado, resultaron en un menor crecimiento que su dieta control formulada
con harina de pescado. Es necesario establecer que dichos autores reemplazaron el 50% de
la harina de pescado por las variantes de ensilaje de pescado en sus respectivas modalidades
(&cido y neutralizado). Resultados que no concuerdan con lo reportado anteriormente por
Espe et al. (1992), donde un 50% de ensilaje acido de subproductos pesqueros reemplazé a
la harina de pescado en las dietas, 1o que resulto en un mejor crecimiento que aquellos sin
reemplazo. Este resultado podria sugerir que el intestino de camarédn L. vannamei al ser mas
corto, no tenga la capacidad de absorcion suficiente. Sin embargo, no se puede especular
sobre este punto sin tener las evidencias.

Uno de los procedimientos para evaluar el estado de salud de los organismos
acuaticos como el camarén L. vannamei ya sea a través de la cuantificacion de la bioquimica
de ciertos compuestos presentes en la hemolinfa (Del Rio Zaragoza et al., 2021, Lopez-Ortiz
et al., 2023, Pintor et al., 2022). En este trabajo no se encontraron diferencias en los niveles
de proteina total y colesterol, Sin embargo, en glucosa se observaron diferencias, donde el
nivel mas bajo se encontro en el tratamiento D-Medio, mientras que el resto de los
tratamientos los valores de mg/dL fueron significantemente similar. No obstante, los niveles
de ambos grupos significativos no muestran estar en los limites que pudieran mostrar signos
de estrés 0o menor salud (Chen et al., 2021; Li et al., 2022; Mykles, 2011; Pascual et al., 2003;
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Song et al., 2003). Por lo anterior se puede decir que los camarones al alimentarse con
distintos niveles de EAHG, no presentaron cambios aparentes en su salud.

Por lo anterior expuesto, se puede decir que la inclusion de EAHG en las dietas del
presente estudio resultd en un menor crecimiento debido a la sobreestimacion de la proteina
disponible a consecuencia de que los grillo se encontraban subalimentados.

Si bien la quitina pudiera tener algunas caracteristicas beneficiosas (Barroso et al.,
2014; Bosch et al., 2014) como antioxidantes 0 moduladores del microbioma, en este trabajo
no se registrd ningun efecto benéfico, quizas por estar enmascarados con la cantidad de
proteina disponible.

Al calcular la proteina cruda al formular las dietas, es importante conocer el contenido
exacto de quitina para no alejarse del valor de proteina disponible. En principio, la proteina
se reporta como proteina cruda, precisamente por no considerarla como disponible ya que
estd sujeta a ligeros cambios en la estimacion de proteina dentro de cada uno de los
ingredientes utilizados en la formulacion. Pero cuando existe la presencia de altas cantidades
de nitrogeno no proteico (NNP), es importante verificar y hacer los ajustes correspondientes
para estimar la proteina que estara disponible en el alimento. Barroso et al. (2014) y Bosch
et al. (2014) reportaron que los insectos contribuyen entre el 1 al 7% de nitrogeno (N) de
todo su cuerpo, no obstante, otros autores (Jonas-Levi & Martinez, 2017) reportaron que
entre el 15 al 30% de contenido de quitina esta presente en los insectos. Diferencias que nos
Ileva a un mayor problema al incluir a los insectos en niveles que puedan afectar el contenido
de proteina disponible. Esta diferencias en el contenido de quitina, si bien se debe a las
diferencias entre especies, también depende del indice de condicién alimentaria que
seguramente estad influyendo, como lo fue en este trabajo. Lo anterior se basa en que A.
domesticus se reportdé con un 26% de quitina y 12% de nitrégeno no proteico (NNP),
indicando que los organismos estaban subalimentados.

Es por ello, la importancia en determinar el contenido de nitrogeno proteico (NP) del
NNP al usar al grillo como materia prima, ya que puede producir una sobreestimacion de la

proteina en las dietas.
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VIIl. CONCLUSIONES
El grillo puede ser conservado con una mezcla de acidos para ser almacenados sin

necesidad de refrigeracion o secado, por lo que da lugar a la disminucion de la huella de
carbono.

Durante la hidrolisis hay generacion de agua en el producto hidrolizado por lo que las
seis semanas de conservacion dio lugar a un incremento aparente en el contenido de quitina
y grasa.

El bajo crecimiento encontrado en las dietas con ensilaje acido hidrolizados de grillo
(EAHG) no puede atribuirse a la baja digestibilidad de éste, sino a la sobrevaloracion del
nitrogeno proteico, al encontrar un exceso de quitina.

Debido al exceso de quitina en el grillo, la cantidad de proteina disponible en las
dietas disminuy6 conforme aumento la inclusion del EAHG, resultando en un efecto directo
en la reduccion del crecimiento.

El perfil de &cidos grasos contenido en el masculo y hepatopancreas representan lo
contenido en las dietas, aun cuando existe el indicio de que el 18:2n6 (linoleico) es
eficientemente utilizado al tener valores relativamente menores a lo contenido en las dietas,
mientras que el 18:1n9 se acumula significativamente, alcanzando niveles mayores al
contenido en las dietas experimentales.

El EAHG no es una alternativa de sustitucion de harina de pescado para las dietas en

el camaron blanco del Pacifico L. vannamei.

IX. RECOMENDACIONES

Tener conocimiento de la linea genética del laboratorio de los camarones para no
tener un margen de error en rendimiento.

Evaluar el contenido de quitina de la materia prima para no sobreestimar el % el
nitrégeno proteico del NNP.

Eliminar el nitrogeno no proteico (NNP) para no sobreestimar el porcentaje de

proteina en las dietas formuladas.
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