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FUENTE DE PROTEINA ALTERNATIVA A LA HARINA DE PESCADO EN LA

DIETA DEL CAMARON BLANCO DEL PACIFICO Litopenaeus vannamei.

El presente estudio tuvo como obijetivo evaluar el efecto de la sustitucién parcial
y total de la harina de pescado por bagazo de cebada en dietas para el camaron
blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) cultivado en sistema biofloc. Se
formularon dietas experimentales con diferentes niveles de inclusion de bagazo
de cebada, las cuales fueron suministradas durante un periodo de cultivo
controlado. Se evaluaron parametros productivos como peso final, ganancia de
peso, conversion alimenticia, tasa de crecimiento especifica y supervivencia.
Ademas, se analiz6 la composicion proximal del camaron y del biofloc, la calidad

de su carne y microbiota intestinal.

Los resultados mostraron que niveles moderados de sustitucion de la harina de
pescado no afectaron significativamente el crecimiento ni la supervivencia,
manteniendo un desempefo productivo comparable al del tratamiento control.
Asimismo, se observaron modificaciones en la composicion microbiana del
intestino, reflejando un posible efecto funcional del bagazo de cebada como
fuente alternativa de proteina vegetal. En cuanto a la calidad de la carne y
composicién proximal, los valores se mantuvieron dentro de los rangos 6ptimos

para la especie.



Estos resultados indican que el bagazo de cebada puede ser utilizado como
sustituto parcial de la harina de pescado en dietas para L. vannamei cultivado en
sistema biofloc, representando una alternativa sostenible y rentable para la

formulaciéon de piensos para la acuicultura.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, biofloc, bagazo de cebada, harina de

pescado, nutricion acuicola, sostenibilidad.



ALTERNATIVE PROTEIN SOURCE TO FISHMEAL IN THE DIET OF THE

PACIFIC WHITE SHRIMP Litopenaeus vannamei.

The present study aimed to evaluate the effect of partial and total replacement of
fishmeal with barley bagasse in diets for the Pacific white shrimp (Litopenaeus
vannamei) reared in biofloc systems. Experimental diets were formulated with
different inclusion levels of barley bagasse and supplied during a controlled
culture period. Productive parameters such as final weight, weight gain, feed
conversion ratio, specific growth rate, and survival were evaluated. In addition,
shrimp proximate composition, meat quality, intestinal microbiota and the

microbial community structure of the biofloc system were analyzed.

The results showed that moderate levels of fishmeal substitution did not
significantly affect growth or survival, maintaining productive performance
comparable to the control treatment. Furthermore, changes in gut microbial
composition were observed, reflecting a possible functional effect of barley
bagasse as an alternative source of plant protein. Meat quality and proximate

composition remained within optimal ranges for the species.

These findings indicate that barley bagasse can be used as a partial substitute for
fishmeal in L. vannamei diets under biofloc culture conditions, representing a

sustainable and cost-effective alternative for aquaculture feed formulation.



Keys words: Litopenaeus vannamei, biofloc, barley bagasse, fishmeal,

aguaculture nutrition, sustainability.
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INTRODUCCION

La acuicultura moderna se ha consolidado como una de las principales
fuentes de produccion de proteina animal a nivel mundial, contribuyendo
significativamente a la seguridad alimentaria global. El cultivo de peces y
mariscos constituye el sector alimentario de mayor crecimiento en las ultimas
décadas, destacando el camardn blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei)
como una de las especies mas relevantes para la acuacultura global (Holsen y
Hasan, 2012; FAO, 2024. En México, L. vannamei ocupa el tercer lugar en
volumen de produccién pesquera con 182,025 toneladas registradas en 2021 y
el primer lugar en valor econémico, con ingresos de 23.7 millones de dolares, lo
gue representa un incremento del 13% respecto a 2020 (SAGARPA, 2021). Los

principales estados productores son Sinaloa, Sonora y Nayarit (SADER, 2019).

El desarrollo de sistemas intensivos ha generado problematicas como
brotes de enfermedades, contaminaciébn ambiental y baja productividad
(Thitamadee et al., 2016). Debido a esto, los sistemas de biofloc se presentan
como una alternativa sustentable al mejorar la bioseguridad, reducir el impacto
ambiental y optimizar el aprovechamiento de los recursos hidricos mediante la
manipulacion de la relacion carbono-nitrégeno, idealmente 15:1 (Castro-Nieto et
al., 2012; Xu y Pan, 2012; Hellyjunyor Brandao et al., 2017). Esta tecnologia ha
demostrado incrementar la tasa de crecimiento, la supervivencia y la eficiencia

alimenticia en L. vannamei (Ekasari et al., 2014; Cardona et al., 2015).



Por otra parte, la acuicultura continia dependiendo de la harina de
pescado (HP) como fuente proteica principal, aunque se prevé una reduccion
progresiva de su uso (Tacon y Metian, 2008). Dicho lo anterior, el bagazo de
cebada, subproducto de la industria cervecera rico en proteinas y fibra,
representa una alternativa viable y sostenible para la formulacién de alimentos

balanceados acuicolas (Kendall, 1994; Aliyu y Bala, 2011).

Por lo tanto, el presente estudio busca evaluar el potencial del bagazo de
cebada como fuente proteica alternativa a la HP en sistemas biofloc para el
cultivo de L. vannamei, con el objetivo de disminuir el uso de la HP como principal
ingrediente proteico, para logar el desarrollo de una acuicultura mas sustentable

y eficiente.



REVISION DE LITERATURA

El crecimiento constante de la acuicultura en los ultimos afios debido a la
demanda de organismos para consumo humano ha ocasionado un aumento en
el uso de la HP (Duarte et al., 2009; Li et al., 2023). La HP es el principal
ingrediente utilizado para la elaboracion de dietas para el camarén blanco del
Pacifico gracias a su alto contenido de proteinas, su composicion bien equilibrada
de acidos grasos y aminoacidos, su buena palatabilidad y alta digestibilidad

(Shao et al., 2019; Glencross et al., 2020).

Sin embargo, el incremento de la demanda seguido de la disminucion de
volumen de captura de peces pelagicos y forrajeros ha ocasionado un aumento
en los precios de la HP (FAO, 2022). Por lo que, en la actualidad existe la gran
necesidad de investigar el uso de fuentes proteicas alternativas a la HP, que
cumplan con los requerimientos nutricionales, presenten alta digestibilidad, que
sean de facil acceso, precio competitivo y no contaminen el medio ambiente

(Gatlin et al., 2007).

Actualmente se ha informado que algunos ingredientes o concentrados
proteicos de origen vegetal pueden sustituir total o parcialmente a la HP en las
dietas para el camardn blanco del Pacifico (Estévez et al., 2021). Dentro de estos
estudios se ha mencionado que algunas de las ventajas de utilizar estos
ingredientes incluyen; suministro mas constante, precios mas accesibles, menor
contaminacion e impacto ambiental o inclusive la reutilizacion de subproductos

de desecho, en comparacion con la HP (Nunes et al., 2022). En este contexto,



las proteinas de origen vegetal podrian ser alternativas a la HP para la industria

de la acuicultura (Chakraborty et al., 2019).

En un estudio realizado por Bauer et al. (2012), mediante una prueba de
alimentacion de 28 dias, investigaron los efectos del reemplazo parcial y total de
la HP en el consumo de alimento y el crecimiento de L. vannamei (2.48 £ 0.29 g).
Se compar6 una dieta comercial (control) con cuatro dietas experimentales que
contenian harina de floculos microbianos y concentrado de proteina de soya en
niveles de reemplazo de la HP en un 25, 50, 75 y 100%. La ganancia de peso, el
peso final, la tasa de conversion alimenticia, la tasa de crecimiento especifico y

la supervivencia no fueron significativamente diferentes entre los tratamientos.

En otro estudio realizado por Shao et al. (2019), evaluaron la microbiota
intestinal del camardn blanco L. vannamei después de utilizar dietas con cinco
niveles de reemplazo de HP por harina de soja fermentada (D1:C, D2:10%,
D3:20%, D4:30% y D5:40%). Los camarones alimentados con la D3:20% tuvieron
un rendimiento de crecimiento significativamente mejor. La tasa de supervivencia
varié del 71.3% al 86% en los cinco grupos, siendo mayor con la D3:20% respecto
a la de los grupos D4:30% y D5:40% (P<0.05). De manera similar, la ganancia
de peso fue mayor con la D3:20% respecto a los otros grupos. Los autores
concluyeron que la sustitucion del 20% de HP por harina de soja fermentada
podria mejorar el rendimiento del crecimiento, sin afectar la microbiota intestinal

de los camarones.

Li et al. (2023), evaluaron el efecto del reemplazo de la HP por concentrado
de proteina de semilla de algodén (CPS) sobre el crecimiento y la calidad de la
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carne de L. vannamei, con un peso corporal inicial de 1.20 + 0.05 g cultivado en
agua de baja salinidad (0.5-1.0) por un periodo de 56 dias. Los tratamientos con
los niveles de reemplazo fueron el CPCO con el 0% de reemplazo, CPC20 con el
20%, CPC40 con el 40%, CPC60 con el 60%, CPC80 con el 80% y CPC100 con
el 100% de la HP con la inclusion de 0 g/kg, 130.2 g/kg, 260.4 g/kg, 390.7 g/kg,
521 g/kg y 651.3 g/kg, respectivamente. Los resultados mostraron que el
rendimiento del crecimiento no se vio afectado significativamente por el
reemplazo del 20% o 40% de HP (P>0.05). En comparacion con el control, la
ganancia de peso disminuy6 en 15.1%, 21.7% y 33.8%, mientras que la tasa de
conversion alimenticia aumenté en 0.15%, 0.18% y 0.23% en los grupos

(CPC60%), (CPC80%) y (CPC100%).

Estos estudios mostrados confirman que es posible el reemplazo parcial y
total de la HP mediante la utilizacion de ingredientes vegetales. Otra materia
prima alternativa de origen vegetal es el subproducto de las cervecerias,
denominado “bagazo de cebada” (BC). El cual es de gran interés para su
aplicacion en diferentes areas debido a su bajo costo, alta disponibilidad durante

todo el afio y su alto contenido de proteinas (Estévez et al., 2021).

Diversos estudios mencionan que, la proteina bruta cruda del BC se
encuentra en un rango tipico de 15-25% (He et al., 2006; Mussatto y Roberto,
2006; Xirus y Christakopoulos, 2012). En el cuadro 1 se muestran los valores
nutricionales del BC en humedo, registrados por la Fundacion Espafiola para el

Desarrollo de la Nutricion Animal (FEDNA, 2023).



Cuadro 1. Valores nutricionales del BC en hiumedo.

Composicion quimica (%ms)

Humedad Cenizas Proteina FND FAD EE (%EE)
74.2 3.90 26.30 8.92 270 7.93 45

Acidos grasos

Cuao Cieo0 Ciso Ciis1 Cais2 Cis3

% Alimento 0.50 0.80 0.05 043 1.99 0.20

Macrominerales (%MS)

Ca P Na Cl Mg K S
0.28 0.50 0.01 0.14 0.15 0.08 0.33

FND: Fibra neutro detergente, FAD: Fibra acido detergente, EE: Extracto etéreo, FB:
Fibra bruta, Ci4:0: miristico, Cis:0: palmitico, Cie:1: palmitoleico, Cig:o: esteérico, Cis:1:
oleico, Cis:2: linoleico, Cis:3: gamma linoleico, Ca: calcio, P: fésforo, Na: sodio, Cl:
cloro, Mg: magnesio, K: potasio, S: azufre.

Fuente: FEDNA, 2023.



Diversos estudios han confirmado que el BC puede ser utilizado como
fuente de proteina vegetal para animales de ganaderia, tales como caprinos
(Ferrari et al., 2016; Calcaterra 2019), ovinos (Rivas-Jacobo et al., 2017; Ferrari
et al., 2019) y porcinos (Fajardo, 2022) debido a los altos contenidos de fibra y
proteina junto con el bajo costo de este subproducto concluyendo que el bagazo
es un alimento de alto valor nutricional, ya que no afecta a ningun factor del
rendimiento productivo, posibilitando una mayor degradabilidad ruminal (en el
caso de rumiantes), ademas de tener una muy buena aceptacion de parte de los

organismos a los que se les suministra en las dietas.

En peces, Kaur y Saxena (2003) utilizaron BC en las dietas de diferentes
especies de carpas; Labeo rohita, Cirrhinus cirrhosus y Cirrhinus mrigala (de la
india), en cuatro niveles diferentes (10%, 20%, 30% y 40%) reemplazando el
salvado de arroz en las dietas bajo un sistema de cultivo semiintensivo y
analizaron su efecto en el crecimiento. EI aumento de peso corporal fue mayor
en C. cirrhinus y L. rohita alimentados con una dieta que contenia un 30% de BC
en el alimento, mientras que en C. mrigala el crecimiento disminuyd con la adicién

del BC.

Muzinic et al. (2004) evaluaron el efecto del reemplazo parcial y total de
HP con una combinacidén de harina de soya y BC con levadura en dietas para
cangrejos de rio juveniles, con un peso inicial de 0.2 £ 0.05 g. Se formularon tres
dietas practicas (con 40% de proteina cada una) que contenian un 25%, 10% y
0% de HP, un 35%, 46.8% Yy 79.8% de harina de soya y 0%, 30% y 5% de bagazo.

Después de 8 semanas, los juveniles alimentados con las tres dietas
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experimentales no tuvieron diferencias significativas (P>0,05) en el peso final,
porcentaje de peso ganado (3,85%) y la supervivencia (83%) cuando se

compararon con la dieta control.

En otro estudio realizado por He et al. (2020), recuperaron un subproducto
rico en proteinas, con 46% de proteinas y menos del 1% de fibra a partir del BC
e investigaron el efecto del reemplazo de la HP en la dieta con el subproducto
sobre el crecimiento, la eficiencia de utilizacién del alimento y la composicion
nutricional del camarén blanco del Pacifico L. vannamei. Se comparé la dieta
control (con 35% de HP) con 4 dietas experimentales con reemplazo del 10, 30,
50y 70% de la HP (D1. D2, D3 y D4, respectivamente) en camarones con peso
promedio de 1.1 g, todas las dietas fueron isoproteicas (44%), isolipidicas (10%)
e isocaldricas (20 KJ/g). Los autores reportaron que hasta el 50% de reemplazo
de la HP no afectd negativamente la supervivencia, el rendimiento del
crecimiento, la eficiencia de utilizacion del alimento o el contenido de proteina y

el perfil de aminoacidos del camardn.

En conjunto, la evidencia disponible muestra que el reemplazo parcial de la harina
de pescado por ingredientes vegetales —incluido el bagazo de cebada— es
técnicamente viable y puede mantener el desempefio productivo en crustaceos y
otras especies acuicolas. La creciente disponibilidad de este subproducto, su
costo reducido y su composicion nutricional respaldan la necesidad de evaluar
su incorporacion en dietas para L. vannamei bajo condiciones de -cultivo

especificas. Este contexto justifica la realizacion del presente estudio.
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JUSTIFICACION

La harina de pescado (HP) ha sido histéricamente la principal fuente
proteica en la formulacion de dietas para el camardén blanco (Litopenaeus
vannamei), con niveles de inclusién del orden de 25 a 50% (Yun et al., 2017).
Aungue su produccién se ha mantenido relativamente constante desde los inicios
de la acuicultura (IFFO, 2012), la creciente demanda global de productos
acuicolas ha impulsado un aumento significativo en su precio, reduciendo la
rentabilidad del sector (Yang et al.,, 2021). Esta situacion ha motivado la
bldsqueda de ingredientes alternativos que permitan disminuir la dependencia de

la HP sin comprometer el rendimiento productivo de los organismos cultivados.

El bagazo de cebada (BC), subproducto generado durante el proceso
cervecero, se ha propuesto como una fuente proteica alternativa debido a su
contenido de proteina, fibra y fracciones residuales de levaduras (Mussatto et al.,
2020). La produccion mundial de cerveza genera aproximadamente 38x10°
toneladas de BC al afio, volumen que representa un desafio ambiental por su alta
carga organica y la limitada capacidad de disposicion (Mussatto et al., 2014). Una
estrategia viable para mitigar esta problematica consiste en su aprovechamiento

dentro de la alimentacién animal (Muzinic et al., 2004).

Hasta ahora, la incorporacion del BC en dietas ha sido evaluada
principalmente en especies terrestres. Sin embargo, existen pocos estudios
sobre su uso en la nutricion de organismos acuaticos, particularmente en

crustaceos. Por ello, es necesario investigar los efectos de la sustitucion parcial
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y total de la HP por BC en la alimentacién del camaron blanco, con el fin de valorar

su potencial como fuente proteica alternativa en sistemas acuicolas.

En L. vannamei, se ha demostrado que la sustitucion parcial de la harina
de pescado por ingredientes vegetales o subproductos agroindustriales no afecta
de manera significativa el crecimiento, la conversion alimenticia ni la
supervivencia, siempre que las dietas mantengan un adecuado balance de
aminoéacidos y energia digestible (Martinez-Cordova et al., 2017; Xu et al., 2021).
Ademas, el BC contiene compuestos bioactivos como 3-glucanos y polifenoles,
asociados con efectos positivos en la respuesta inmune y antioxidante de los

organismos acuaticos (Aliyu & Bala, 2011).

La evaluacién del BC como reemplazo parcial o total de la HP en dietas
para L. vannamei es de particular relevancia, pues no solo reduciria la
dependencia de un insumo limitado y costoso, sino que también permitiria
valorizar un residuo agroindustrial de alta disponibilidad. Esto contribuiria a
fortalecer la sostenibilidad ambiental y econdmica de la acuicultura, promoviendo
el aprovechamiento integral de los recursos y reduciendo la contaminacion

derivada del exceso de residuos organicos (FAO, 2020; Mussatto et al., 2020).

De manera complementaria, la tecnologia de biofloc representa una
alternativa sustentable para la produccion intensiva de camarén blanco del
Pacifico, ya que permite mantener la calidad del agua mediante la asimilacion
microbiana de compuestos nitrogenados, lo que reduce la acumulacion de
amonio y nitrito y disminuye la necesidad de recambio de agua (Raza et al., 2024;
Emerenciano et al., 2021). Ademas, el biofloc constituye una fuente
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suplementaria de nutrientes, aportando proteina microbiana, lipidos,
aminoacidos y acidos grasos esenciales que los camarones aprovechan

continuamente (Emerenciano et al., 2021; Wasielesky et al., 2006).

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo evaluar el uso
del bagazo de cebada como fuente proteica alternativa a la harina de pescado
en dietas para el camaréon blanco del Pacifico cultivado en sistemas biofloc, con
el propésito de contribuir al desarrollo de una acuicultura mas eficiente, sostenible

y circular.
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HIPOTESIS

Hi: La sustitucidon parcial y total de la harina de pescado por bagazo de
cebada en la dieta de Litopenaeus vannamei influird positivamente en los
parametros productivos, la composicion proximal, la calidad de carne y microbiota

intestinal de los organismos cultivados en sistema biofloc.
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OBJETIVOS

Obijetivo general
Evaluar el efecto de la sustitucion parcial y total de la harina de pescado
por bagazo de cebada en dietas para el camaron blanco del Pacifico

(Litopenaeus vannamei) cultivado en sistemas biofloc.

Obijetivos especificos

1. Evaluar el efecto de distintos niveles de inclusién de bagazo de cebada
como sustituto de la harina de pescado en la dieta sobre el desempefio
productivo (peso final, ganancia de peso, peso promedio, tasa de
crecimiento especifica, indice de crecimiento diario, conversion
alimenticia, tasa de eficiencia proteica y supervivencia) del camarén
blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) cultivado en sistema biofloc.

2. Evaluar el efecto de los niveles de inclusién de bagazo de cebada en la
dieta sobre la calidad de la carne del camardén blanco, considerando la
capacidad de retencion de agua, el rendimiento de carne y el pH, en
organismos cultivados en biofloc.

3. Determinar el efecto de los niveles de inclusién de bagazo de cebada en
la dieta sobre la composicion proximal (proteina, lipidos, humedad vy
cenizas) del camardn blanco cultivado en biofloc.

4. Evaluar el efecto de los niveles de inclusion de bagazo de cebada en la
dieta sobre la diversidad de microbiota intestinal del camaron blanco del

Pacifico cultivado en sistema biofloc.
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion del area de estudio
El presente estudio se realiz6 en los laboratorios de Organismos Acuaticos,
Biologia Molecular y Calidad Fisico Quimica de Productos de Origen animal del
Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias. En el Laboratorio de
Acuicultura, Nutricion y Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la Facultad de

Ciencias Marinas de la Universidad Autobnoma de Baja California.
Duracion del estudio

La maduracion del biofloc comprendi6 36 dias, seguida de 4 dias de
aclimatacién de los organismos, 45 dias de bioensayo y 120 dias de analisis,

sumando un total de 205 dias de labor experimental.
Origen de la informacion

En el bioensayo se emplearon 360 camarones con un peso inicial de 0.58 +

0.01 g (* desviacion estandar).

Para determinar los analisis de calidad de la carne, composicién proximal y
diversidad de microbiota intestinal se utilizaron 8 organismos por tanque,

equivalentes a 24 por tratamiento y 96 en total.

Se formularon cuatro dietas experimentales: una dieta control con HP como
principal fuente proteica y tres con diferentes niveles de inclusion de BC
hidrolizado (7.5%, 15% y 22.5%) hasta obtener un reemplazo parcial y total de la

HP. Cada tratamiento (incluyendo el control) se realiz6 por triplicado.
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Variables evaluadas

Se evalud el desempefio productivo de los camarones, considerando el
peso corporal final (gr), ganancia de peso (gr), porcentaje de ganancia de peso
(%), peso corporal promedio (gr), tasa de crecimiento especifica, indice de
crecimiento diario, factor de conversion alimenticia (gr), radio de eficiencia
proteica, supervivencia (%), peso ganado por dia (gr) y consumo de alimento. Se
identificaron las principales especies de bacterias presentes en su microbiota
intestinal, se realiz6 un analisis para determinar la calidad de la carne donde se
determind el pH, la capacidad de retencion de agua y rendimiento de carne, asi
mismo, se determind la composicién proximal de una muestra de organismos por

cada tratamiento.

Metodologia
Las unidades experimentales fueron lavadas y desinfectadas previamente
a la maduracién del sistema biofloc, se lavaron con agua clorada para
desinfectarlas completamente. Después de la desinfeccién se enjuagaron con
abundante agua para eliminar los residuos de cloro, posteriormente se agregé

agua de mar y se dio inicio al protocolo de maduracion del biofloc.

Se utilizé el protocolo propuesto por Moura et al. (2021). Se manipulé la
relacion C:N para inducir el desarrollo y la estabilizacién de las comunidades
bacterianas involucradas en el proceso de nitrificacion. La fertilizacion se llevé a

cabo en cada uno de los 12 tanques de 110 litros, sin animales, con el objetivo
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de evitar la mortalidad, debido a la mayor toxicidad del amoniaco (NHs + NH4*) y

el nitrito (NO2™ -N).

Como fuente de nitrégeno, se afiadié la cantidad de 0.12 mg L™ de cloruro
de amonio (NH4ClI) dos veces por semana de acuerdo con la adaptacion de la
metodologia descrita por Gaona et al. (2014). Como fuente de carbono, se afiadio
diariamente melaza liquida de cafia de azucar (37.3 % de carbono) para
mantener una relacion C:N inicial de 15:1 (Avnimelech, 1999;

Ebeling et al., 2006).

Los tanques se mantuvieron bajo constante aireaciébn mediante un
Soplador regenerativo S41 Sweetwater 1HP, USA., a través de tuberias de PVC
de 1” dentro de los tanques mangueras de vinilo de 1” transparente y mangueras
porosas circulares colocadas en el fondo del tanque para la difusién de oxigeno.
Cada tanque se mantuvo a una temperatura de 30°C (valor promedio) con

calentadores AQUARUM GLASS HEATER, SGH-380, China.

Una vez por semana, se afiadié agua de mar filtrada para compensar las
pérdidas debidas a la evaporacion. Se afiadié hidroxido de calcio (Ca (OH)2) para
alcanzar una alcalinidad objetiva de 150 mg CaCOz L* (Furtado et al., 2014). Este
protocolo tardd 36 dias aproximadamente para alcanzar la madurez del sistema,
una vez que no se detectaron niveles de nitrogeno amoniacal total (NO2 —-N) en
ninguno de los tanques. Una vez estable el sistema de biofloc, se procedié a dar

inicio al bioensayo de alimentacion.
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Las larvas fueron donadas por el laboratorio comercial Productos
Pesqueros del Evora S. A de C. V. ubicado en el municipio de los Mochis, Sinaloa.
Se conto con un total de 5,000 larvas PL15, las cuales se sembraron inicialmente
en tanques de 200 L con agua de mar, se mantuvieron con aireacion continua,
se alimentaron con una dieta comercial hasta que alcanzaron la talla de 0.50 g,
en ese momento se realizé la biometria inicial para seleccionar los organismos

gue formarian parte del bioensayo.

El BC fue donado por la fabrica de cerveza artesanal Fauna Brewery S. A.

de C. V., ubicada en la ciudad de Mexicali, Baja California, México.

Posteriormente, el BC se hidroliz6 de acuerdo con la metodologia descrita
por He et al. (2019) para reducir los niveles de fibra y concentrar los niveles de

proteina, la cual consto del siguiente método:

1. Setomdy se peso6 una muestra de 500 g de bagazo en un recipiente y se
afiadié 250 ml de agua destilada para enriquecer a la humedad.

2. Después de una hora de reposo, se tritur6 el bagazo con ayuda de un
molcajete, con el objetivo de separar los restos de epicarpio del
mesocarpio.

3. Una vez triturado, se vacio en un recipiente y se le afiadié la cantidad de
1 litro de agua destilada.

4. Se incubo a una temperatura de 60°C por un periodo de 3 horas.

5. Pasado el tiempo, se retir6¢ de laincubadora y se dej6 enfriar a temperatura

ambiente por una hora.
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6. Se mezclo el contenido y se filtré el producto por diferentes tamices de
tamafos de 2 mm, 1.3 mm, 800 u y 500 W, iniciando del mayor al menor.

7. En el altimo tamiz (500 ), se tomé el producto que no se filtro, siendo ese
el resultado, una harina humeda compacta.

8. El producto obtenido se expandio en una charola y se resguardd en un
horno por un periodo de 24 horas a 60°C para eliminar restos de humedad.

9. Después del periodo, se resguardd en un lugar completamente seco,

donde no haya humedad, hasta su respectivo uso.

Al tener el producto final del procedimiento, se realiz6 un analisis de
composicién proximal de la harina hidrolizada y no hidrolizada, para determinar
el porcentaje de proteina, lipidos, humedad, cenizas y extracto libre de nitrégeno.
Todo esto para comparar la efectividad del procesamiento y para iniciar a

formular las dietas experimentales.

Se elaboraron un total de cuatro dietas isoproteicas (37%); tres
experimentales y una dieta control. La composicion de las dietas se muestra en
El Cuadro 2, la dieta control se basé en dietas comerciales, utilizadas para
alimentar al camardn en granjas acuicolas. A la dieta 1, se le agrego el 7% del
BC procesado, disminuyendo el mismo porcentaje de HP (reemplazo). En la dieta
2, la adicion fue del 15% de bagazo y reemplazo del mismo porcentaje de HP,
mientras que en la dieta 3, el BC procesada se adiciond en un 22.5%, poco mas
de la proporcion inicial de la HP en la dieta comercial, reemplazandola

completamente.
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Cuadro 2. Ingredientes (por 100 100 g kg') de dietas experimentales con

diferentes niveles de inclusién de BC como reemplazo de la harina de pescado.

Tratamiento

Ingredientes T 0% T75% T15% T 2.5%
Bagazo de cebada procesada 0 7.5 15 22.5
Harina de soya 25 25 20 17.5
Harina de ave 5 5 10 10
Harina de pescado 20 12.5 5 0
Sebo de res 3.88 3.40 3.40 3.40
Harina blanca de trigo 12 12 12 12
Gluten de maiz 4 4 4 4
Stay C 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitaminas y minerales 2.5 2.5 2.5 2.5
Colesterol 0.50 0.50 0.50 0.50
DHA Natur 3 3 3 3
Benzoato de sodio 0.10 0.10 0.10 0.10
Grenetina 6.90 6.90 6.90 6.90
Fosfolipidos 1.0 1.0 1.0 1.0
Maicena cruda 0.78 4.55 4.55 4.55
Maicena 15.13 11.84 11.84 11.84
BHT 0.01 0.01 0.01 0.01
Total (gr) 100 100 100 100

Stay C: vitamina C, DHA Natur: acidos grasos Omega-3, BHT:

Butilhidroxitolueno.
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Los tratamientos fueron asignados aleatoriamente a las unidades

experimentales, de acuerdo con un Disefio Completamente al Azar (DCA).

La temperatura, el oxigeno disuelto, el pH y la salinidad se midieron dos
veces al dia (8:00 y 18:00 horas). Para la medicidon de la temperatura y el oxigeno
disuelto se utilizdé un oximetro (YIS PRO 20i), para el pH se utilizé el medidor Uni
pH Testa TP2011, TRANS INSTRUMENTS, Singapur y para la salinidad el

conductimetro YSI 30-FT, USA.

La determinacion de la concentracion de amonio, nitritos y nitratos se
realiz6 dos veces por semana mediante el kit comercial APl SALTWATER
MASTER 550-Test Kit. Los andlisis se realizaron siguiendo las instrucciones del

proveedor del kit.

El nivel de solidos sedimentables se realiz6 dos veces por semana de
acuerdo con la metodologia de Avnimelech y Kochba (2009). Se tomaron
muestras de biofloc de cada uno de los tanques en conos Imhoff de 1,000 mL,
las muestras se dejaron reposar durante 20 minutos para permitir que los solidos
se sedimenten y posteriormente se tomé la lectura de los mL/L de solidos

sedimentables.

Cada semana se realiz6 una biometria para evaluar el crecimiento y
ajustar la racién de alimento de acuerdo con Huang et al. (2021). Para ello, se
colecté el niumero total de organismos por tanque y se pesaron en la balanza

modelo OHAUS Corporation VP114CN, Pine Brook, USA., enseguida se
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anotaron los datos se ajusto la racion de alimento diario al 10% de su biomasa

total (gr) y se

dividieron en las 3 raciones suministradas al dia, empleando la siguiente formula:

» Racion (gr) = biomasa total (gr) x porcentaje (%) de biomasa / raciones por

dia.

Nota: el ajuste se realizo en cada tanque individual después de cada biometria.

Los organismos se cosecharon al término del bioensayo de alimentacion

(45 dias), obteniendo un peso promedio de 3.29 + 0.54 gramos.

Desarrollo productivo
Los parametros del desarrollo productivo se analizaron siguiendo las

férmulas de la metodologia de Cai et al. (2022), de la siguiente manera:

» Peso corporal final (gr) = biomasa total final / nGmero total de organismos.

» Ganancia en peso = peso final (g) - peso inicial (g).

» Porcentaje de ganancia de peso (%) = [(peso final (g) - peso inicial (gr)] / peso
inicial (g) x 100.

» Peso corporal promedio (gr) = (peso final + peso inicial) / 2.

» Tasa de crecimiento especifica =

Donde:
e Wit = peso final (g).
e In(W;) — In(W;) e Wi = peso inicial ().
TCE(%/dia) = d ; x 100 e t=nlmero de dias del experimento.
¢ In = logaritmo natural.

> Indice de crecimiento diario (gr) = ((peso final 1/3) — (peso iniciall/3) / dias) x

100.
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» Factor de conversion Alimenticia (FCA) = consumo de alimento (materia
seca, g) / [peso final (g) — peso inicial (g)].

» Tasa de eficiencia proteica = (peso final — peso inicial) / proteina consumida.

» Supervivencia (%) = 100 x (namero final de organismos / numero inicial de
organismos).

» Peso ganado por dia (g) = (peso corporal final — peso corporal inicial) /
duracion del bioensayo (en dias).

» Alimento consumido (g por organismo) = ingesta total de alimento (g) / nimero

final de camarones.

Caracteristicas fisicoquimicas de la carne
pH: Para la determinacion del pH se inserto el electrodo directamente en
el musculo del camardn crudo (Zeng et al., 2005), mediante un potenciometro de

puncion digital (HANNA Instruments Inc., modelo HI 99163).

Capacidad de retencién de agua (CRA): La CRA se determind segun
Montero et al. (1996) colocando muestras de 2 £ 0.1 g dentro de tubos Falcon de
50 mL, las cuales se centrifugaron a 13,000 rpm x 2 minutos a temperatura
ambiente (28 °C) en la centrifuga (International Equipment Company Modelo B-
22M). Para el calculo de la capacidad de retencion de agua se utilizo la siguiente

formula: %CRA = [(Pi— Pc) / Pi] x 100
Donde:
Pi= peso inicial de la muestra.

Pc= peso de la muestra centrifugada.
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Rendimiento de carne: Se utilizé el método mas comun de descabezar al
camardn manualmente, el cual es presionar con el pulgar exactamente en la

division del cefalotorax y el abdomen (Dai et al., 2023).

Para el rendimiento de carne, se utilizé la férmula propuesta por Cai et al.

(2022), la cual fue la siguiente:
RC (%) = Peso abdominal (g) / peso corporal final (g) x 100.
Analisis quimico
Los analisis quimicos del BC, dietas experimentales y muestras de
organismos, se realizaron por triplicado siguiendo la metodologia de AOAC
(1990). Se tomaron las muestras y se secaron a 65°C hasta alcanzar su peso

constante (3 horas aproximadamente), posteriormente se molieron y

homogenizaron.

La determinacion de proteinas crudas se realiz6 mediante cuantificacion
del nitrégeno por el método Kjeldahl, utilizando aproximadamente 0.5 g de
muestra previamente seca y homogeneizada. Las muestras fueron digeridas con
acido sulfurico concentrado en presencia de un catalizador (sulfato de cobre y
sulfato de potasio) hasta obtener una solucion clara. Posteriormente, el nitrogeno
liberado se destil6 en medio alcalino (NaOH 40%) y se recogio en acido bérico
(4%), para finalmente ser valorado con acido clorhidrico 0.1 N. El contenido de
proteina se calculé multiplicando el valor de nitrégeno por el factor 6.25, segun el

método oficial de la AOAC (1990).
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Los lipidos totales se determinaron por el método de extraccién con
solventes de diclorometano:metanol (2:1 v/v) descrito por Folch, Lees y Sloane
Stanley (1965) y modificado para matrices acuicolas. Para ello, se emplearon
aproximadamente 2 g de muestra seca, que se sometieron a agitacion con la
mezcla de solventes. La fase organica resultante fue separada, evaporada en

rotaevaporador a 40 °C y el residuo graso se cuantificoO gravimétricamente.

El contenido de humedad se obtuvo mediante el secado de
aproximadamente 3 g de muestra fresca en estufa de aire forzado a 105 °C hasta
peso constante, segun el método oficial de la AOAC (1990). El contenido de
cenizas se determind calcinando aproximadamente 2 g de muestra seca en una

mufla a 550 °C durante 6 h, también de acuerdo con la AOAC (1990).

Finalmente, el extracto libre de nitrégeno (ELN) se estimé por diferencia,
empleando la férmula: ELN= 100% - (%proteina + %lipidos + %humedad +

%cenizas) (Jobling, 2001).

Andlisis de diversidad de microbiota intestinal.

Para el analisis de diversidad de microbiota intestinal, se tomaron los
organismos al final del bioensayo (n=24), se congelaron inmediatamente
utilizando hielo seco y se almacenaron a -80°C en un ultracongelador
(ThermoScientific Revco UxF, USA) hasta su respectivo uso. Seguidamente se
tomaron las muestras de intestinos (por triplicado), extrayéndolas directamente
del camaron ligeramente descongelado. Se realizaron extracciones de DNA,
donde la integridad se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.
La concentracion y pureza del DNA se determind mediante un NanoDrop 2000
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(ThermoScientific) (Anexo 2), se tomaron muestras que fueron secuenciadas en
el laboratorio de Genomica Microbiana del Centro de Investigacion en

Alimentacion y Desarrollo A. C., de Mazatlan, Sinaloa.

Una vez obtenidas las secuencias, se utilizé el programa QIIME 2 Core
2022.2. Para el analisis de los amplicones e identificacion de los

microorganismos.

La Figura 1 muestra los pasos que se utilizaron para poder visualizar las

graficas del resultado del andlisis de secuencias por medio del programa.

Anélisis estadistico

Todos los parametros evaluados, incluyendo variables de crecimiento,
rendimiento productivo, calidad de carne y composicion proximal, fueron
analizados mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA). Previo a la
aplicacion del ANOVA, se verificd la normalidad de los residuos mediante la
prueba de Shapiro-Wilk (p > 0.05) y la homogeneidad de varianzas mediante la
prueba de Levene (p > 0.05). La independencia de las observaciones se

garantizé mediante el disefio experimental completamente al azar implementado.

En caso de diferencias significativas entre tratamientos, se aplicé la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (P<0.05). Para la caracterizacion de la
microbiota intestinal se calcularon indices de diversidad (Shannon, Simpson y
Chaol) y se analizaron diferencias en la composicion de especies mediante
PERMANOVA vy andlisis multivariados (PCA o NMDS). Todos los analisis

estadisticos fueron realizados con un nivel de significancia del 5% (P = 0.05).
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Figura 1. Metodologia utilizada en el programa QIIME 2 para la interpretacion
de las secuencias de DNA.
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RESULTADOS

Composicion del bagazo de cebada

El Cuadro 3 muestra la composicion proximal del BC utilizada en este
estudio, antes y después del proceso de separacion de la parte proteicay la fibra,
lo que representd un porcentaje de aumento del 267.66% de proteina bruta
debido al procesamiento. Los niveles de lipidos aumentaron un 29.46%, la
humedad disminuyd en un 10.66% Yy las cenizas aumentaron en un 17.6%. El
extracto libre de nitrégeno bajé sus porcentajes, de 64.02% a 29.79%,

representando un porcentaje de disminucion del 230.3%.

Mientras que el Cuadro 4 muestra la composicién proximal de dietas
experimentales suministradas a juveniles de L. vannamei con diferentes niveles
de inclusién de bagazo de cebada como reemplazo parcial y total de la harina de

pescado.
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Cuadro 3. Composicion proximal del bagazo hidrolizado y no hidrolizado (porcién
de 100 g).

Muestra Proteina Lipidos Humedad Cenizas ELN
Hidrolizado 19.98 8.18 4.22 3.60 64.02
No Hidrolizado 53.48 10.59 3.77 4.37 27.79

ELN: extracto libre de nitrégeno.
Valor medio *+ desviacién estandar
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Cuadro 4. Composicion proximal de dietas experimentales suministradas a
juveniles de P. vannamei con diferentes niveles de inclusion de bagazo de

cebada como reemplazo parcial y total de la harina de pescado.

Tratamiento
T 0% T7.5% T15% T22.5%
Proteina 36.61 37.57 38.71 34.66
Lipidos 1.65 1.45 1.45 1.34
Humedad 4.92 6.08 5.48 7.76
Cenizas 48.46 4489 46.58 45.20

Se muestra en Cuadro el valor medio + desviaciéon
estandar.

32



La concentracion de oxigeno disuelto durante el bioensayo fue de 7.3 +
0.18 mg/L, valores dentro del rango Optimo, ya que se consideran rangos
normales concentraciones desde 3.2 a 7.5 mg/L (Martinez y Herrera, 2009). La
temperatura promedio fue de 27.6 + 1.09. La mas baja (22°C) se registro en el
dia 34, mientras que la mas alta (31°C) en el dia 13. Aun asi, el promedio se
siguié encontrando dentro del rango Optimo para camarén (27-31°C) (Torres,
1991). El pH se mantuvo en 7.56 + 0.48, abarcando el rango 6ptimo de 7.5 a 8.5
(Martinez y Herrera, 2012). En cuanto a la salinidad, Martinez y Herrera (2009)
sefalan que los camarones pueden sobrevivir en un rango muy amplio, desde 1
hasta 50 ppt. Sin embargo, estos valores corresponden a tolerancia de
supervivencia y no necesariamente representan condiciones Optimas de
crecimiento. Estudios mas recientes indican que el camaréon blanco del Pacifico
(Litopenaeus vannamei) presenta un mejor desempefio productivo en un rango
de 20-25 ppt, con crecimiento favorable alrededor de 30 ppt (Frontiers, 2019). En
el presente experimento se utilizo la salinidad natural del agua de mar, la cual fue
de 35.95 + 0.76 ppt, con la finalidad de emular condiciones marinas reales que
favorecen la estabilidad microbiana del biofloc, reducir el estrés osmatico en los
organismos y asegurar un mejor control de la calidad del agua. La alcalinidad
registrada fue de 128.8 mg L, situandose dentro del rango 6ptimo para el camarédn

blanco recomendado por Roy et al. (2010) (de 75 a 150 mg L).
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Parametros de crecimiento

El Cuadro 5 muestra la respuesta de crecimiento de juveniles de L.
vannamei cultivados en un sistema de biofloc. Se observa que el analisis de
varianza de una via no mostro diferencias significativas en el peso final, ganancia
de peso, porcentaje de peso ganado, peso promedio, tasa de crecimiento
especifico, indice de crecimiento diario, factor de conversion alimenticia y tasa de
eficiencia proteica de L. vannamei entre los diferentes tratamientos (p > 0.05).
Estos resultados sugieren que la sustitucion parcial o total de harina de pescado
por BC hidrolizado en las dietas no afectd6 de manera negativa el desempefio
productivo del camarén en términos de crecimiento y aprovechamiento del
alimento. Sin embargo, se observaron diferencias significativas en la
supervivencia (p < 0.05). La supervivencia de los organismos alimentados con
T3 (22.5 % bagazo sin harina de pescado) fue significativamente mayor (95.45 +
0.0a) que la observada en TC (68.18 + 4.54b), T1 (63.63 + 16.39bc) y T2 (57.57
+ 2.62c). Este resultado indica que un mayor nivel de inclusién de BC hidrolizado
podria tener un efecto positivo sobre la supervivencia de L. vannamei en sistemas

biofloc, sin comprometer otras variables de crecimiento
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Cuadro 5. Respuesta de crecimiento de juveniles de L. vannamei

cultivados en un sistema de biofloc alimentados con diferentes niveles de

inclusion de BC como reemplazo parcial y total de la harina de pescado.

Parametro Tratamiento

productivo T 0% T 7.5% T 15% T 22.5% P=
PF! 3.83+0.15 3.08 £0.55 3.43 £0.60 3.10 £ 0.346 0.197
PG2 3.25+0.15 2.50+£0.52 2.85+0.59 252+0.34 0.199
%PG3 561.26 £32.55 438.62+90.27 497.4+99.45 438.80%+51.82 0.211
PP* 3.84 £1.37 299+1.16 3.41+0091 3.10+£0.68 0.155
TCE® 3.85+£0.10 3.42+£0.33 3.63+£0.34 3.43+£0.20 0.226
ICDS 1.49+0.05 1.27 +0.16 1.37 £0.17 1.28 +0.10 0.213
FCA’ 0.96 £ 0.05 0.83+0.03 0.90 £ 0.07 0.85+0.08 0.116
TEP? 0.07 £0.01 0.07 £0.02 0.08 £0.02 0.07 £0.03 0.936
Supervivencia  68.18 + 4.54° 63.63 + 16.39° 57.57 + 2.62¢ 95.45 + 02 0.014

Se muestra en Cuadro el valor medio + desviacion estandar.

Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas (P=0.05).
Abreviaciones: 1PF: peso final, 2PG: peso ganado, *%PG: porcentaje de peso ganado, “PP:
peso promedio, STCE: tasa de crecimiento especifica, 6ICD: indice de crecimiento diario,

7FCA: factor de conversion alimenticia, STEP: tasa de eficiencia proteica.
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Caracteristicas fisicoquimicas de la carne.

El Cuadro 6 muestra los parametros de las caracteristicas fisicoquimicas
de la carne del camardn L. vannamei en relacion con los diferentes niveles de
inclusion de BC como reemplazo de la harina de pescado en la dieta. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) en ninguno de

los pardmetros seleccionados entre los tratamientos.
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Cuadro 6. Respuesta de parametros evaluados de las caracteristicas

fisicoquimicas de la carne (valor medio + desviacion estandar) del camaron

blanco del pacifico.

Tratamiento pH
T 0% 6.7+0.11
T 7.5% 6.78 + 0.09
T 15% 6.75+0.11
T 22.5% 6.83 £ 0.07

CRA!
88.3+2.2

84.4+3.3
86.7 + 3.0
86.7 +2.0

Rendimiento de carne
60.9+2.0

58.8+ 2.6
59+34
57.8+2.3

1CRA: capacidad de retencién de agua.
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Composicion proximal

El Cuadro 7 muestra la composicion proximal de cuerpo entero de L.
vannamei alimentados durante siete semanas con distintos niveles de inclusion
de BC en las dietas como reemplazo parcial y total de la harina de pescado. No
se observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre cada
uno de los tratamientos a excepcion de la proteina, donde el T2-15% fue

significativamente diferente a los demas tratamientos.
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Cuadro 7. Composicion proximal del camarén blanco del pacifico L. vannamei.

Proteina
Lipidos
Humedad

Cenizas

Tratamiento

T 0% T 7.5% T 15% T 22.5%
72.60 +1.22 73.33 £ 0.56 66.96 + 5.34 71.93+0.91
3.87 +0.09 3.74 +0.22 412 +0.15 3.56 + 0.25
6.67 +0.27 6.72 +1.02 6.81+0.10 6.35+0.62

10.56 £ 0.15 11.53+0.50 10.66 + 0.44 11.60+£0.35

Se muestra en Cuadro el valor medio + desviacién estandar.
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Diversidad de Microbiota Intestinal

Tras la extraccion de DNA de las muestras de intestinos de camaron, se
detectaron un total de 252,802 OTUs (Operational Taxonomic Units). De los
cuales, 108,929 son de los filos con mayor presencia en los tratamientos. Los
filos Proteobacteria (79.49%), Actinobacteria (10.63%), Bacteroidete (4.50%) se
identificaron en mayor cantidad en las OTU del tratamiento control y un 5.38%

fueron secuencias no clasificadas (Figura 2).

Por otro lado, las familias Moraxellaceae (25.91%), Rhizobiales (13.24%),
Geminicoccus (12.67%) y Rhodobacteraceae (11.90%) presentaron mayor
proporcidn en la microbiota intestinal del camarén y un 12.36% fueron secuencias
no clasificadas a este nivel taxonémico (familia). La porcion de la microbiota
accesoria (con abundancias <10%) fue representada por las familias
Rhodobiaceae (7.24%), Acidimicrobiaceae (6.48%), Flavobacteriaceae (5.04%),
Cytophagales (3.88%), Demequinaceae (1.18%) y Flammeovirgaceae (0.09%)

(Figura 3).

En el T7.5%, se identificaron los filos: Proteobacteria (47.91%),
Bacteroidete (36.67%) y Actinobacteria (12.13%) con mayores cantidades y, un
3.29% fue no clasificados (Figura 2). A nivel de familia, Flavobacteriaceae
(39.05%) y Rhodobacteraceae (35.47%) fueron los OTUs dominantes. Mientras
gue un 9.62% fueron no clasificadas. Las familias que se presentaron en menor
abundancia relativa (<10%) en el T7.5% fueron: Demequinaceae (4.73%),

Geminicoccus (3.92%), Acidimi-crobiaceae (2.85%), Cytophagales (2.16%),
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Figura 2. Filos con mayor abundancia de microbiota intestinal de L. vannamei
alimentados con diferentes niveles de inclusion de bagazo de cebada como

reemplazo parcial y total de la harina de pescado.
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Figura 3. Familias con mayor abundancia de microbiota intestinal de L. vannamei
alimentados con diferentes niveles de inclusion de bagazo de cebada como

reemplazo parcial y total de la harina de pescado.
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Rhizobiales (1.89%), Flammeovirgaceae (0.17%) y Rhodobiaceae (0.15%)

(Figura 3).

En el T15%, el filo Bacteroidete (44.94%) mostr6 mayor abundancia,
seguido de los filos Proteobacteria (con un 27.36%) y Actinobacteria (con un
24.27%). Un 3.43% fueron de filos no clasificados (Figura 2). A nivel de familia,
Flavobacteriaceae (39.82%) y Rhodobacteraceae (29.92%) fueron los que
mostraron mayor abundancia, seguido del filo, Flammeovirgaceae (con un

10.32%), Demequinaceae (con un 8.60%) y Cytophagales (1.51%) (Figura 3).

En el T22.5% el filo Proteobacteria fue el mas abundante (55.22), seguido
del filo Bacteroidete (39.19%). El filo Actinobacteria solamente se identific6 en un
5.04% y un 0.54% fueron no clasificadas (Figura 2). Las bacterias de la familia
Rhodobacteraceae tuvieron mayor abundancia, con un 50.65%, seguido de las
familias Flavobacteriaceae (22.49%) y Flammeovirgaceae (14.60%). Las familias
con una abundancia £10% son Demequinaceae (2.03%), Rhodobiaceae (1.90%),
Cytophagales (1.31%) y Rhizobiales (0.95%). Asi como solo un 5.77% fueron no

clasificadas (Figura 3).

El filo Proteobacteria (abundancia relativa promedio, 60.87%) fue el
dominante en la mayoria de los tratamientos (T0% con 79.49%, T7.5% con
47.91% y T22.5% con 55.20%), a excepcion del T15%, donde Bacteroidete tuvo

la mayor abundancia (44.94%) dejando atras al filo de Proteobacteria (27.36%).

43



Bacteroidete fue el segundo filo con mayor presencia en los tratamientos
(abundancia relativa promedio 31.32%), seguido esta Actinobacteria (abundancia

promedio de 13.02%) y hay un 3.16% de filos no clasificados.

El TO% mostré menores valores y, por ende, menor riqueza de OTU'’s,
mientras que el T7.5% es el que mostré una mayor riqueza, comparado con los

demas tratamientos. Seguido se encuentra el T22.5% y el T15% (Figura 4).

La Figura. 5 muestra el indice de H, en el cual se detectd que el T7.5%
mostré una mayor diversidad de especies bacterianas, mientras que el T0%

mostré lo contrario, una menor diversidad.

Con lo anterior visto, el T0% mostré una menor riqueza y diversidad
especifica (H>3), el T22.5% mostrd una buena riqgueza y una alta dispersion de
datos, mientras que el T7.5%, seguido del T15% tuvieron valores mayores, tanto
de riqueza como de biodiversidad, uniformidad y a su vez, menor dispersion de

datos.
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Figura 5. indice de diversidad de Shannon-Weaver (H) de la comunidad

microbiana presente en los intestinos del camarén blanco L. vannamei.
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DISCUSION
Al analizar la composiciéon proximal del BC, se obtuvieron valores de 20%
de proteina y 8% de lipidos, dentro de los rangos reportados por Zhang et al.
(2021) (15-25% y 8-12%, respectivamente). Tras el procesamiento, los niveles
aumentaron a 53.48% de proteina y 10% de lipidos. Se realiz6 ademés la
separacion de la fraccion fibrosa, ya que no es digerible por los camarones y su
exceso puede incrementar la produccion de heces y afectar la eficiencia

alimenticia y la calidad del agua (Naylor et al., 2009).

He et al. (2019) evaluaron métodos de separaciéon fibra-proteina con
hidréxido de sodio, bisulfito de sodio y la enzima alcalasa, encontrando que esta
ultima fue la més eficiente (43.7% de proteina bruta). En este estudio se empled
Gnicamente agua destilada, seguida de incubacién en humedo y tamizado,
obteniéndose un contenido proteico superior al reportado por esos autores. Esto
demuestra que el proceso puede realizarse sin productos quimicos, con mejores

resultados y menor costo.

Segun Mussatto et al. (2014), el bagazo de cerveza contiene entre 50% y
70% de fibra; sin embargo, tras el procesamiento se redujo a 27%, lo que sugiere
una disminucién significativa de su efecto negativo en camarones. Gatlin et al.
(2007) senalan que ingredientes vegetales como la soya o la canola contienen
antinutrientes que interfieren con la absorcion de nutrientes, mientras que el BC
presenta niveles insignificantes de estos compuestos (FEDNA, 2024). Por ello,
su inclusién en la dieta no deberia afectar los parametros de crecimiento,

posicionandolo como un sustituto viable de la HP.
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Aunque el BC procesado presento alto contenido proteico (53.48%), aun
fue 17.7% menor que la HP (65%), lo que dificulta cubrir todos los requerimientos
nutricionales sin combinar ingredientes. En este experimento se utilizé también
harina de soya para equilibrar el contenido proteico. Estudios recientes
recomiendan su uso como sustituto parcial de HP entre 5y 25% (Xie et al., 2016),

rango adoptado en este trabajo.

He et al. (2020) probaron un concentrado proteico de BC en dietas para
juveniles de L. vannamei cultivados en agua de mar (35 ppt), complementado con
harina de krill, ingrediente rico en proteinas y aminoacidos (Robaina, 1998),
logrando resultados comparables a los obtenidos con HP. No obstante, el alto
costo del krill limita su uso extensivo. En este estudio se opt6 por la harina de
soya como fuente proteica secundaria, por ser mas econodmica, lo que permitié

formular una dieta sin HP basada exclusivamente en ingredientes vegetales.

El peso final y la supervivencia son los principales pardmetros para evaluar
el éxito de un cultivo acuicola (Palma-Cruz, 2015). En este estudio, los
camarones alimentados con dietas experimentales elaboradas con BC no
mostraron diferencias significativas en crecimiento respecto a los alimentados
con la dieta control a base de HP. Los resultados evidencian una reduccién
importante en los costos de alimentacion, ya que la dieta D22.5% utilizé6 como
fuente principal de proteina subproductos cerveceros. Ademas, esta dieta
presento la mayor supervivencia (97%), frente al 72% registrado con la dieta

D0%, una diferencia del 25%.
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Diversos estudios han demostrado que la inclusion de subproductos
cerveceros, como el BC, puede mejorar el rendimiento y la supervivencia en
camarones. Freeman (1992) evaluo el uso de bagazo de cafia de azucar como
fuente proteica en L. vannamei, obteniendo resultados positivos en sistemas
semi-intensivos. De igual forma, Karlsen y Skov (2022) sefalaron que el BC es
una fuente potencial de proteina para la acuicultura, aunque requiere
procesamiento previo para optimizar su valor nutricional. La mejora en la
supervivencia observada en este trabajo podria atribuirse a la alta calidad
proteica del BC hidrolizado, que aporta los nutrientes necesarios para el

crecimiento y la salud de los organismos.

El reemplazo parcial o total de HP por ingredientes vegetales ha sido
ampliamente evaluado en peces y camarones (Tidwell et al., 1993; Zhao et al.,
2010; Bauer et al., 2012; Moreno-Arias et al., 2018). Lim y Dominy (1990)
reportaron que hasta un 40% de proteina marina puede sustituirse por harina de
soya sin afectar el crecimiento, aunque niveles mayores reducen la productividad.
Suarez et al. (2009) y Sookying y Davis (2011) observaron resultados similares
al emplear soya y canola como reemplazo parcial de HP en L. vannamei. En este
experimento, la sustitucion parcial y total de HP por BC hidrolizado no afecté los
pardmetros productivos, y la dieta con mayor inclusién de bagazo (22.5%) obtuvo
la mayor supervivencia (97%). Estos resultados respaldan el potencial del BC
como alternativa proteica, aunque se requiere mayor investigacion comparativa

bajo condiciones controladas.
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Las tasas de crecimiento y supervivencia observadas con la sustitucion
total de HP son consistentes con lo reportado por Bauer et al. (2012), quienes
reemplazaron la HP por concentrado proteico de soya y harina de floculos
microbianos sin efectos adversos, asi como con Amaya et al. (2007), quienes
también sustituyeron HP por harina de soya sin impacto negativo. Estos estudios
refuerzan la viabilidad de emplear harinas vegetales o concentrados proteicos

como sustitutos de la HP.

El crecimiento y la supervivencia de L. vannamei dependen de factores
como la calidad del agua, el manejo higiénico y la calidad de los ingredientes (He
et al., 2019). En este estudio, las dietas se formularon para mantener niveles
optimos de proteina y lipidos, ademas de controlarse los pardmetros de calidad
del agua y el manejo del alimento conforme a Avnimelech (2012), Emerenciano
et al. (2017) y Crab et al. (2012). Por ello, la supervivencia observada puede
atribuirse principalmente a las dietas experimentales y no a deficiencias en el

manejo.

La sustitucion progresiva de HP por BC hidrolizado coincidié con un
aumento moderado de otras fuentes proteicas, como la harina de ave, lo que
introduce un posible efecto confusor (Galkanda-Arachchige et al., 2019;
Chaklader et al., 2020). Estas harinas poseen alta digestibilidad y un perfil
aminoacidico favorable, por lo que su incremento pudo compensar la reduccion
de HP y mantener el crecimiento. Asi, los resultados no se deben exclusivamente

al BC, sino también al aporte complementario de la harina de ave.
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El sistema biofloc introduce ademas un efecto compensador: los
carbohidratos del BC favorecen la produccion de biomasa microbiana utilizable
como fuente de proteina, aminoacidos y otros nutrientes (Avnimelech, 2012; Crab
et al.,, 2012; Emerenciano et al., 2017). En estos sistemas, una fraccion
considerable del requerimiento proteico puede ser cubierta por el biofloc, lo que
explica por qué toleran mejor la reduccibn de HP que los sistemas

convencionales (Kuhn et al., 2010; Emerenciano et al., 2017).

Otro aspecto relevante es el perfil lipidico. La HP es una fuente natural de
DHA, y su eliminacion requiere suplementacion para evitar deficiencias
funcionales. En este estudio se afladi6 DHA Natur (3%) en todas las dietas, lo
gue probablemente compenso la ausencia de HP y mantuvo niveles adecuados
de acidos grasos poliinsaturados (Emerenciano et al., 2017; Chaklader et al.,

2020).

En conjunto, la interpretacion mas prudente es que la ausencia de efectos
negativos al reemplazar HP por BC se debe a la interaccion de tres factores: (i)
el aporte complementario de harina de ave, (ii) la contribucién proteica del biofloc,
y (iii) la suplementacion con DHA. Para precisar la contribucion individual de cada
uno, se recomienda realizar experimentos de sustitucién controlada que varien
independientemente las proporciones de bagazo y harina de ave, a fin de asignar
causalidad con mayor rigor (Avnimelech, 2012; Chaklader et al., 2020;

Emerenciano et al., 2017).
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Por otro lado, el pH es un parametro clave en la calidad del producto para
consumo humano (Hui et al., 2004). En este estudio no se observaron diferencias
significativas (p>0.05) en el pH de la carne entre tratamientos después de dos
meses de congelamiento, con una media general de 6.77, valor alejado del
umbral critico de 7.7 (Fatma-Hassan, 2011). Lépez-Tarin (2015) report6 valores
de pH de 6.08 y 6.04 en camarones frescos cultivados en agua de mar y de baja
salinidad, respectivamente, incrementandose hasta 6.77 y 6.69 tras seis meses
de congelacion, lo que indica que el almacenamiento prolongado eleva el pH. De
forma similar, Moawad et al. (2013) observaron un aumento de 6.6 a 7.5 bajo
condiciones de congelamiento. Dicho incremento se asocia con la acumulacién
de compuestos alcalinos (trimetilamina, bases volatiles totales, aminas y
amoniaco) producidos por enzimas enddgenas y bacterias que mantienen
actividad durante el almacenamiento en frio (Zeng et al., 2005; Lopez-Tarin,

2015).

La capacidad de retencién de agua (CRA) del musculo es otro indicador
esencial de calidad, pues influye en la textura y jugosidad. En el camaron,
alrededor del 75% del musculo es agua y el 85% de esta se asocia a las proteinas
miofibrilares (Ramirez, 2010), por lo que una baja CRA implica pérdidas
industriales significativas (Olsson, 2003). En este trabajo no hubo diferencias
significativas (p>0.05) entre tratamientos, lo que sugiere que la sustitucion de
harina de pescado (HP) por bagazo de cebada (BC) no afecto6 la funcionalidad
de las proteinas musculares, dependiente de la integridad miofibrilar y la

interaccién proteina—agua (Herrera et al., 2016; Xiao et al., 2020).
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Diversos estudios indican que la CRA puede verse afectada por
deficiencias de aminoacidos esenciales, lipidos o antioxidantes, generando
estrés oxidativo y degradacion proteica (Hu et al., 2013; Chen et al., 2021). En
este caso, las dietas fueron isonitrogenadas e isolipidicas, con ajustes en las
fuentes proteicas (harina de soya y de ave) que evitaron carencias nutricionales,

lo que explica la estabilidad observada.

El rendimiento de carne fue de 59.1+1.3%, dentro del rango reportado por
Jory (2012) (56—63%), sin diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos,
pese a la sustitucion progresiva de HP por BC hidrolizado. Esto sugiere que bajo
cultivo en sistema biofloc y con dietas balanceadas, la inclusion de BC no
compromete la proporcion de tejido comestible, parametro de alto valor

productivo y econémico (Santos et al., 2020).

El rendimiento de carne en crustaceos depende de la calidad proteica y
del equilibrio energético de la dieta (Hu et al., 2013; Xu et al., 2019). Los
resultados muestran que la sustitucion de HP no alter6 este rendimiento,
evidenciando el potencial del BC como ingrediente alternativo viable. Aunque el
bagazo crudo presenta alta fibra y baja digestibilidad (Mussatto et al., 2006), su
hidrolisis mejora la disponibilidad de proteinas y carbohidratos, aumentando su
valor nutritivo (Xiros & Christakopoulos, 2012). El hecho de que no se afectara el
rendimiento confirma que el BC procesado puede incorporarse en dietas

balanceadas sin comprometer la produccion.

Ademas, la inclusion de otras fuentes proteicas (harina de soya y de ave)
garantizd un aporte adecuado de aminoacidos esenciales (Amaya et al., 2007;
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Zhou et al., 2016). Asi, el BC hidrolizado se posiciona como un sustituto
sustentable de la harina de pescado, reduciendo costos sin afectar la calidad del
producto. El sistema biofloc pudo contribuir a la uniformidad de los resultados, al
aportar nutrientes adicionales y mejorar la eficiencia alimenticia y la salud
digestiva (Crab et al., 2012; Xu & Pan, 2014). En conjunto, el uso de dietas con
BC hidrolizado y el cultivo en biofloc permitieron mantener un rendimiento estable

y una calidad adecuada del camarén blanco.

La inclusién progresiva de BC hidrolizado en sustituciéon de la HP no
genero diferencias significativas (p > 0.05) en la composicién proximal (proteinas,
lipidos, humedad y cenizas) de los camarones cultivados en sistema biofloc. Esto
indica que, independientemente del nivel de reemplazo (7.5%, 15% 0 22.5%), la
composicién corporal se mantuvo dentro de los rangos normales para L.
vannamei, evidenciando que el BC puede emplearse como ingrediente

alternativo sin comprometer el valor nutricional del producto final.

La proteina corporal, principal componente de la carne, se mantuvo
estable entre 66.96% y 73.33% en base seca. Este resultado es relevante, ya
que la proteina muscular determina la calidad y el valor comercial del camarén
(Hu et al., 2013; Gong et al., 2018). La estabilidad observada sugiere que el
proceso hidrolitico aplicado al BC mejoro la disponibilidad de nutrientes, evitando
deficiencias proteicas durante el crecimiento. Estudios previos sefialan que los
subproductos industriales sometidos a hidrolisis enzimatica presentan mayor

digestibilidad y disponibilidad de aminoacidos (Mussatto et al., 2006; Xiros &
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Christakopoulos, 2012), lo que explica la ausencia de efectos negativos en este

parametro.

El contenido de lipidos (3.56—4.12%) también se mantuvo dentro de los
rangos esperados (Santos et al., 2020), indicando que el bajo aporte lipidico del
BC no afectd la acumulacion de grasa muscular. En sistemas biofloc, los
organismos obtienen lipidos y acidos grasos del consumo de fléculos
microbianos, lo que probablemente contribuyé a la homogeneidad entre

tratamientos (Xu & Pan, 2014; Crab et al., 2012).

En cuanto a la humedad (6.35-6.81%), no se observaron diferencias
significativas. La estabilidad en este parametro es fundamental, pues influye en
la textura, jugosidad y capacidad de retencién de agua (LOpez-Tarin, 2015). La
ausencia de variacion indica que la integridad estructural del musculo no se vio

afectada, lo cual favorece la calidad del producto final.

El contenido de cenizas (10.56-11.60%) se mantuvo similar entre
tratamientos, reflejando una adecuada estabilidad mineral. Esto es relevante
porque la sustitucidbn de ingredientes marinos puede reducir el aporte de
minerales esenciales como calcio, fésforo y magnesio (Tacon & Metian, 2015).
En este caso, la combinacion del BC hidrolizado con otras fuentes proteicas

permitié cubrir los requerimientos minerales del camaron.

En conjunto, la estabilidad de la composicion proximal en todos los
tratamientos confirma el potencial del BC como ingrediente alternativo viable para

L. vannamei. Ademas de mantener la calidad nutricional del producto, su uso
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representa una estrategia sustentable al reducir la dependencia de la harina de
pescado (Samocha et al., 2017) y aprovechar subproductos agroindustriales,
contribuyendo asi a la economia circular en la acuicultura (Xiros &

Christakopoulos, 2012).

En concordancia con estos beneficios, los resultados del presente estudio
muestran que la inclusion de BC como reemplazo parcial y total de la HP en las
dietas de L. vannamei cultivado en biofloc influyé en la estructura de la diversidad
de microbiota intestinal, manteniendo una composicion diversa entre
tratamientos. La mayor diversidad se observé en el T15% (2.955%x10” OTUs) y la
menor en el T7.5%, destacando la dominancia de los filos Proteobacteria,
Bacteroidete y Actinobacteria. La presencia de Proteobacteria como filo
dominante se asocia con funciones digestivas, absorcion de nutrientes y
proteccion frente a patdgenos (Xiong et al., 2017). Este grupo incluye familias
como Moraxellaceae y Rhodobacteraceae (Figura 3), relacionadas con el
metabolismo del nitrégeno y la produccién de metabolitos benéficos (Garcia-
Lépez et al., 2019). De manera similar, Proteobacteria participa en el ciclado de

nitrégeno y la mineralizacion de compuestos organicos (Kersters et al., 2006).

La abundancia de Bacteroidetes coincide con su papel en la degradacion
de polisacaridos y fibras vegetales (Salyers et al., 1977). Asi, la inclusién de BC
—rico en celulosa, hemicelulosa y B-glucanos— podria favorecer su proliferacion
(Mussatto et al., 2014), promoviendo la fermentacion de fibras y la produccion de

acidos grasos volatiles (Mussatto et al., 2006), que benefician la salud intestinal.
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Este filo también suele encontrarse en los floculos del sistema biofloc, al formar

parte del bacterioplancton heterotrofico (Fernandez-Gomes et al., 2013).

Aunque en menor proporcion, Actinobacteria también estuvo presente en
los tratamientos. Este grupo destaca por su capacidad para producir metabolitos
antimicrobianos (Barka et al., 2016) y su asociacion con camarones sanos (Xiong
et al., 2015). Los filos mencionados son predominantes en la microbiota de
diversas especies de camarones (Wang et al., 2019) y han sido reportados en L.
vannamei cultivado en biofloc (Deng et al., 2019), lo cual coincide con los

resultados obtenidos.

Se observoé que algunas familias bacterianas estaban ausentes en ciertos
tratamientos y presentes en otros, lo que sugiere un posible reemplazo funcional
entre grupos microbianos. Garibay-Valdez et al. (2019) reportaron perfiles
funcionales similares en la diversidad de microbiota intestinal del camarén blanco
pese a cambios taxondmicos inducidos por diferentes dietas, fendbmeno que
podria haberse repetido aqui. No obstante, futuras investigaciones con
secuenciacion metagenomica serian necesarias para confirmar las funciones

microbianas.

Deng et al. (2019) también sefialaron que la densidad poblacional influye
en la diversidad microbiana, tanto del biofloc como del intestino, de modo que
una mayor densidad podria explicar parte de la variabilidad observada entre
tratamientos en funcion de la supervivencia final. Asimismo, la composicion de la
dieta puede modular la diversidad de microbiota intestinal (Kumar et al., 2023).
Por ejemplo, Zhang et al. (2014) reportaron incrementos en Rhodobacteraceae y
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reducciones en Aeromonadaceae y Enterobacteriaceae con dietas lipidicas,
mientras que Qiao et al. (2017) observaron que dietas altas en carbohidratos

favorecieron a Rhodobacteraceae, Lachnospiraceae y Desulfovibrio.

Dado que la colonizacion microbiana depende de las condiciones
fisicoquimicas intestinales, como el pH y la disponibilidad de nutrientes (Engel &
Moran, 2013), cualquier desequilibrio podria provocar proliferacion de patégenos
oportunistas (Nakanishi et al., 2003). Sin embargo, en este estudio no se
detectaron alteraciones ni sobrepoblaciones patogénicas que afectaran a los

organismos.

El sistema biofloc desempefidé un papel clave en la estructura microbiana
intestinal, ya que los camarones consumen constantemente floculos microbianos
gue incluyen bacterias, algas y protozoarios (Crab et al., 2012), lo que favorece
la presencia de familias como Flavobacteriaceae y Rhodobacteraceae (Deng et

al., 2020).

Proponemos que el incremento de Flavobacteriaceae observado se
discuta como una posible respuesta prebidtica al bagazo de cebada —mediada
por B-glucanos/fibras— que interactta con el aporte microbiano del biofloc, y que
esta interpretacion se presente con la debida cautela por tratarse de una
inferencia basada en patrones taxonomicos y literatura previa. Estudios recientes
en L. vannamei (Shen et al., 2023; Qiao et al., 2024) y otros peces (Yu et al.,
2025; Hasan and Abdulhadi, 2023), confirman que la suplementacion con (-

glucanos puede modular la diversidad de microbiota intestinal y mejorar
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parametros de salud, lo cual hace razonable esta interpretacion dentro de las

limitaciones de nuestro disefio.

En conjunto, los resultados sugieren que la sustitucion de HP por BC no
alteré negativamente a la diversidad de microbiota intestinal, sino que mantuvo
un perfil bacteriano diverso y funcionalmente estable. Este hallazgo es relevante,
ya que los ingredientes vegetales pueden modificar la diversidad de microbiota y
afectar el desempefio de los organismos (Ringo et al., 2016). En este caso, la
fibra y compuestos fermentables del BC, junto con el aporte nutricional del biofloc,
sostuvieron una diversidad benéfica sin comprometer la salud intestinal del

camaron.
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CONCLUSION

El presente estudio demostré que el BC hidrolizado puede ser empleado
como una fuente proteica alternativa viable en la formulacién de dietas para
juveniles de L. vannamei cultivados bajo sistema biofloc, sin afectar
negativamente los pardmetros productivos, hematologicos ni la composicién
proximal de los organismos. La inclusion del BC hasta niveles de 22.5% permitio
mantener el crecimiento, la conversién alimenticia y la supervivencia sin
diferencias significativas respecto al grupo control alimentado con HP, lo que
evidencia su viabilidad nutricional y funcional como sustituto parcial o total de la

HP.

El proceso de hidrélisis aplicado al bagazo permitié incrementar su
contenido proteico hasta 53.48% y reducir la fraccién fibrosa, mejorando la
biodisponibilidad de nutrientes. Este tratamiento sencillo y libre de reactivos
quimicos resultod eficaz para transformar un subproducto agroindustrial en un
ingrediente con alto valor nutricional y potencial de uso en la acuicultura. La
composicién proximal del camardn (proteina, lipidos, humedad y cenizas) se
mantuvo estable en todos los tratamientos, confirmando que las dietas fueron
nutricionalmente equilibradas y capaces de satisfacer los requerimientos

fisiologicos de los organismos.

Asimismo, la estructura de microbiota intestinal se mantuvo diversa y
funcionalmente estable, dominada por los filos Proteobacteria, Bacteroidetes y
Actinobacteria, asociados con procesos digestivos, metabodlicos y de defensa

frente a patdgenos. El reemplazo de la HP por BC hidrolizado no alterd
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negativamente esta composicion, indicando una adecuada adaptacién intestinal
a las dietas experimentales. El sistema biofloc desempefio un papel determinante
al favorecer la estabilidad microbiana, proporcionando una fuente adicional de
microorganismos y metabolitos que contribuyeron al equilibrio intestinal, a la

salud general y a la eficiencia alimenticia de los camarones.

En conjunto, los resultados confirman que el BC hidrolizado utilizada como
principal fuente de proteina, seguido de la harina de ave y DHA, bajo un sistema
biofloc, puede reemplazar parcial o totalmente la HP en la dieta de L. vannamei
sin comprometer el rendimiento productivo, la calidad del producto ni la salud
intestinal de los organismos. Se recomienda para estudios futuros evaluar de
forma independiente la contribucidon del BC, la harina de ave, el biofloc y la
suplementacién con DHA, a fin de determinar con precisién su impacto individual

sobre los parametros de crecimiento, supervivencia y microbiota.
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Anexo 1

Composicion proximal

ANEXOS

Para los analisis proximales del bagazo de cebada, dietas experimentales,

sélidos sedimentados del biofloc y organismos completos, se utilizaron los

protocolos del manual de practicas de laboratorio de nutricidbn acuicola de la

Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Autbnoma de Baja California. Del

cual, se utilizaron los siguientes materiales, instrumentos y reactivos:

Materiales
Cépsulas de porcelana.
Pinzas para capsula.
Pipetas Pasteur.

Piceta.

Vasos de pp. de 100 ml.
Pipeta graduada 10 ml.
Papel filtro 4 (PR: 25 pL).
Guantes de plastico.

Instrumental:
Desecador.

Molino.
Soporte universal.

Pinzas de tres dedos.

Espatula.
Cuchillo.

Frascos de 25 ml.

Agitador magnético.

Vaso de pp. 600 ml.

Matraces.
Termoémetro.

Vaso pp. 10 ml.

Mufla.
Thermoblock.
Estufa.

Balanza analitica.

Tubos de ensayo con tapon
de 15 ml.

Matraces volumétricos de 25

ml.

Pipeta volumétrica 5 ml.
Mortero de porcelana.
Microkjeldhal 30 ml.

Matraces Erlenmeyer 125 ml

Campana de extraccion.
Digestor microKjendhal.

Plancha de calentamiento.



Reactivos:
H2SO4. CuSOa. HCL 0.02N. H3BO3 3%. Indicador Tashiro.

K2SOs4. NaOH 32%. H20 CH2Cl2. CH30H. KCl 1.7%.

Proteinas totales.

La medicidon de proteinas se realizé por medio de la cuantificacion de

nitrégeno segun el método Kjedlhal. Este método consistio en tres etapas:

1. Digestidn; en un matraz micro Kjedlhal se agreg6 0.05 gr. de la muestra, 0.05
gr de CuSOg, 1.5 gr. de K2SO4 y 3 ml de H2s04. EI matraz se colocé en un
microdigestor hasta obtener una digestion total, la cual presentdé un color
verde-azul cristalino (este paso se realizé en una campana de extraccion).
Posteriormente el digerido se afor6 a 25 ml con agua destilada. El resultado
es una solucion de sulfato de amonio (NH3)2SOa.

2. Destilacion; del digerido se tomaron 5 ml y se colocaron en el destilador
Kjeldahl, posteriormente se agregé 10 ml de NaOH al 40%, la muestra se
alcaliniza y el nitrdgeno se desprende en forma de amoniaco; éste es
capturado por el acido bérico (en un vaso de precipitado se colocaron 15 mi
de HsBO3), como indicador de la presencia de Nitrégeno capturado se usoé
Tashiro (Indicador es de color morado). Se llevé a un volumen total de 40 ml
donde posteriormente se tituld con HCI.

Nota: se analiz6 un blanco (negativo), muestra estdndar como la grenetina
0.025 (positivo) y las muestras problema.

3. Titulacion; el paso final del procedimiento consistio en titular la solucién
anterior (anién borato) empleando HCI 0.1N (la valoracién de HCI puede
variar dependiendo como fue preparado el reactivo).

Los miliequivalentes de acido consumidos corresponden a los equivalentes
de amoniaco destilados
El contenido del nitrégeno se calcul6 de la siguiente forma:

(ml problema — ml blanco) x N x 0.014
Gramos de muestra

%Nitrogeno = x 100



Donde:
N: normalidad del &cido en valoracion. 0.014= miliequivalentes del nitrégeno.
V: Volumen del acido consumido.

El contenido de proteinas se determin6 usando el factor proteinico (6.25)

o bien, pudiendo revisarse El Cuadro de factores de alimentos.

% Proteinas = % Nitrogeno x 6.25 X 5.

Nota: el valor de 5 es considerado cuando se toman 5 mL de los 25 del
digerido total.

Lipidos totales.

Los lipidos totales se determinaron por extraccion con diclorometano:
metanol (mezcla 2:1) segun el método modificado de Folch et al. (1965). Se
agrego en un tubo de ensayo de 15 ml; 50 mg de la muestra, 0.2 ml de agua
destilada, 6 ml de la mezcla diclorometano: metanol, se agitdé vigorosamente por
3 miny se dejo en extraccion por 2 horas. Posteriormente se filtraron las muestras
con papel Whatmann No. 4. Se adicion6 1.5 ml de KCI 1.7% al filtrado y se dej6
reposar por 3 horas. Pasado el tiempo de incubacion se retird la fase de superior
con una pipeta Pasteur y de la fase inferior se tomaron 2 ml y se colocaron en un
vial de 4 ml previamente pesado y fueron evaporados en un Thermoblock a una
temperatura de 60°C dentro de la campana de extraccion. Una vez evaporado el

solvente se procedio a pesar el vial y se registro el valor obtenido.
El contenido de lipidos totales se calculé con la siguiente formula:
% Lipidos = (Peso extracto lipidico/ peso de muestra) x 100
Humedad.

Humedad (%): Se pesaron 100 mg de muestra dentro de crisoles de
porcelana previamente pesados. Estos fuero colocados en una estufa por 6 horas
a 100°C. Una vez pasado el tiempo y los crisoles a temperatura ambiente se

pesaron para obtener el porcentaje de humedad



% Humedad =100- ((Peso del residuo/peso de muestra) x 100).

Cenizas (%):

Se pesaron 100 mg de muestra (tejido o dietas) dentro de crisoles de
porcelana previamente pesados. Estos fueron puestos en una mufla por 6 horas
a 550°C

Una vez pasado el tiempo y los crisoles a temperatura ambiente se
pesaron para obtener el porcentaje de cenizas.

% Cenizas = (Peso del residuo/peso de muestra) x 100
Extracto libre de nitrogeno (ELN):

El ELN se calcul6 restando del 100% los constituyentes de los sélidos

totales que fueron determinados de cada una de las muestras.

ELN=100- (% P +% L + % Cen + % Hum).



Anexo 2
Previamente a la extraccion, se prepararon los siguientes reactivos:
Buffer CTAB
Reactivos:

e Tris base 1M pH 8 (121.14 — 1M).
e EDTA 0.5 pH 8 (372.24 — 1M).

e Cloruro de sodio 5M (58.44 — 1M).
o CTAB.

Se realizaron los siguientes procedimientos, de acuerdo a la metodologia:

1. Pesar 1.21 g de Trisy re suspender en 10 ml de agua, ajustar pH con HCI
concentrado.

2. Pesar 3.72 g de EDTA y re suspender en 20 ml de agua, ajustar pH con
perlas de NaOH.

3. Pesar 2.92 g de NaCly re suspender en 10 ml de agua.

4. Mezclar los reactivos en el siguiente orden:
* 5.6 ml de NacCl.
* 2 ml de Tris.
* 0.8 ml de EDTA.

Calentar en agitador magnético a 65°C y agregar 0.4 g de CTAB.
Aforar a 20 ml.
Ajustar pH a 8 con NaOH 3M.

Esterilizar 20 min.

© N o 0

Cloruro de litio 5 M (LiCl)

1. Pesar 5.30 g de cloruro de litio (42.39 — 1 M).

2. Agregar 25 ml de agua estéril y mezclar.



Extraccion de DNA a través del método de CTAB en combinacion con disrupcion

mecanica con pistilo.

Reactivos:
CTAB.

Proteinasa K.

Lisozima.

Cloruro de litio 5 M.

Cloroformo isoamilico.

1. Lisis celular y digestion.

1.

N o g M D

8.
9.

Pesar 50 mg (0.050 g) de intestino y colocar en tubo nuevo.

Congelar la biomasa colectada a -80°C por 20 min.

Re suspender el pellet en 300 pL de buffer CTAB.

Descongelar a 55°C por 10 minutos.

Macerar tejido con ayuda de un pistilo estéril.

Agregar 10 pL de proteinasa K (20 mg/ml).

Incubar 2 horas a 55°C, agitar cada 10 min con vortex (en tiempo de
incubacion depende de que tan rapido se termine de lisar el tejido).
Agregar 10 pL de lisozima (20 mg/ml) (5 Ml).

Incubar 10 min a 37°C.

10.Incubar por 30 min a 55°C.
2. Extraccion de ADN

1.

Agregar 300 pL de Cloruro de litio 5M (LICl) y agitar a temperatura

ambiente por 1 min.

2. Agregar 600 pL de cloroformo: isoamilico.

Incubar a temperatura ambiente 30 min, mezclado cada 10 min.

(Mezclar por inmersion.

4. Centrifugar a 13,000 rpm por 15 min.

5. Extraer interfase y colocarla en un tubo nuevo previamente etiquetado.



3. Precipitacion y lavado de DNA.

1.

Para precipitar el DNA de la interfase, adiciona 150 pL de etanol

absoluto.

2. Mezclar por inmersion e incubar a temperatura ambiente durante 3 min.

Centrifugar a 2,000 x g por 5 min a 4°C para obtener el pellet de DNA

y remover el sobrenadante.

. Lavar el pellet de ADN utilizando 1 ml de citrato de sodio en etanol al

10% en una solucion 0.1 M. Dejar reposar durante 20 min, mezclando

ocasionalmente por inversion.

5. Centrifugar a 2,000 x g durante 5 min a 4°C.

6. Retirar cuidadosamente el sobrenadante por precipitacion y retirar

9.

completamente trazas de solucion de lavado con una micropipeta.
Repetir el lavado del paso 20 y 21 una sola vez si el pellet es pequefio.
NOTA: Si el pellet de ADN es grande debera realizarse una segunda
limpieza repitiendo del paso 19 al 22.

Resuspender el pellet de ADN en 1 ml de etanol al 70% e incubar
durante 10-20 min a temperatura ambiente. Mezclar gentil y
ocasionalmente por inversion.

Centrifugar a 2,000 x g durante 5 min a 4°C.

10.Descartar el sobrenadante por inversién y retirar cualquier traza de

etanol con micropipeta.

11.Secar el pellet de ADN durante 5-10 min a temperatura ambiente.

12.Disolver el pellet seco en 50 yL de agua libre de nucleasas estéril y

pipetear repetidamente hasta disolver el pellet.

13.Centrifugar a 12,000 x g durante 10 min a 4°C para remover cualquier

material insoluble y transferir el sobrenadante a un tubo nuevo

debidamente etiquetado.

14. Cuantificar la muestra en Nanodrop y realizar una electroforesis en gel

de agarosa al 1.5%.



