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RESUMEN

En la ultima década se han empleado 4cidos orgéanicos y sus sales como aditivos en los
alimentos acuicolas con la intencion de incrementar sus niveles nutricionales, esto debido a que
participan en algunas vias metabolicas y en la generacion de energia en los organismos. El 4cido
benzoico (AB) es uno de los mas empleados como aditivo por sus propiedades como inhibidor de
crecimiento de hongos, se usa en conservas, vinos y diversos productos de consumo humano. Su
inclusion en alimento para pollos, pavos, ganado y cerdos ha demostrado beneficios, mejorando su
salud y crecimiento alterando la morfologia del tracto intestinal y del metabolismo energético, asi
como; modificando la microbiota. Existe muy poca informacion de la inclusiéon de AB en alimentos
acuicolas y es inexistente en alimento balanceado para camardn blanco P. vannamei. Debido a lo
anterior, en este estudio se evaluaron los efectos en el crecimiento, supervivencia, tasa de
conversion alimenticia, contenido energético y el estado de salud (por medio de la cuantificacion
lipidica en hepatopancreas, andlisis histologico y prueba de estrés salino) de juveniles de P.
vannamei al incluir AB en un alimento comercial. E1 AB se incluyé en una dieta comercial
utilizando diferentes concentracion (0, 1.0, 1,5y 2 g kg!). Los tratamientos mostraron diferencias
significativas (p<0.05) en el porcentaje del indice hepatosomatico (IHP% Inicial: 4.51+0.65, TO:
4.01+0.65, T1: 3.44+1.68, T2: 2.37+0.84, T3: 3.18+1.60) y contenido lipidico en hepatopancreas
(Inicial: 1544.67+171.09, TO: 1128.00+86.29, TI1: 874.12+41.71, T2: 528.29+80.94, T3;
343.494+23.05), mostrando mayor dafio con el aumento de la concentracion, la supervivencia mas
baja fue de 94% con T1. El FCA esta dentro de los rangos registrados por la FAO a excepcion del
obtenido en la dieta TO. En los andlisis histologicos del hepatopancreas el dafio fue mayor con el
aumento de la concentracion. Respecto al andlisis calorimétrico y deteccion de AB en musculo no
se presentaron diferencias significativas sin embargo en el HP se observaron diferencias a nivel
histolégico y lipidico entre los tratamientos. Por los resultados obtenidos no se recomienda la

inclusion de AB en las dietas para juveniles de camaron blanco (P. vannamei).

Palabras clave: Acido benzoico, aditivo alimenticio, Penaeus vannamei.



ABSTRACT

In the last decade, organic acids and their salts have been used as additives in aquaculture
feeds, the aim being to increase nutritional levels since they are components in several metabolic
pathways for energy generation. Benzoic acid (BA) is one of the most commonly used due to its
properties as a fungal growth inhibitor. BA is used to preserve, wines, and various products for
human consumption. Its inclusion in food for chickens, turkeys, cattle and pigs has shown that it
has health benefits and improves growth by altering the morphology of the intestinal tract and the
energy metabolism, as well as modifying microbiota. Little information exists on the inclusion of
BA in aquaculture foods and nothing has been reported for the white shrimp P. vannamei. As a
consequence of this, this study evaluates the effects on growth, survival, food conversion rate,
energy content, and health status (through lipid quantification in hepatopancreas, histological
analysis, and saline stress test) of P. vannamei juveniles by including BA in a commercial diet. AB
was included in a commercial diet using different concentrations (0, 1.0, 1.5 and 2 g kg™).
Significant differences (p<0.05) in the percentage of hepatosomatic index (IHP) were obtained in
all treatments (initial IHP% 4.51+0.65, T0 4.01+0.65, T1 3.44 +1.68, T2 2.37 +0.84, T3 3.18 £1.60)
and lipid content in hepatopancreas (Initial 1544.67 +171.09, TO 1128.00 £86.29, T1 874.12
+41.71, T2 528.29 £80.94, T3 343.49 £23.05). Greater damage was observed in the treatment with
the highest concentration while the lowest survival (94%) was observed with T1. Food Conversion
Rate was consistent with FAO guidelines with TO. In the histological analysis of the
hepatopancreas, greater damage was observed as concentration levels increased. No differences
were observed in calorimetry and detection of BA in muscle tissue but when carried out in HP
differences in histology and lipid content between treatments were observed with respect to
concentration. According to the obtained results in this evaluation the inclusion of AB is not

recommend in juvenile white shrimp (P. vannamei).

Keywords: Benzoic acid, feed additive, Penaeus vannamei.
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1. INTRODUCCION

Un aditivo puede ser cualquier sustancia que normalmente no se use como ingrediente ni
se consuma como alimento, pero que mantenga las cualidades y caracteristicas del mismo. Puede
o no tener valor nutricional, agregarse durante la fabricacion, transformacion, envase, transporte o
almacenaje con un efecto directo o indirecto en el alimento (OMS, 2018). La intencion de su uso
es mejorar el nivel nutricional de los alimentos, conservarlos, impedir el deterioro causado por
microorganismos y/o insectos, evitar o retrasar que las condiciones medioambientales puedan
modificar su composicion original (oxidarlos, enmohecerlos, etc.) hacerlos mas digestibles y
palatables (Bharathi ef al., 2019). La utilizacion de los aditivos esta justificada si esta sustancia
mejora la estabilidad del alimento y no tiene un efecto negativo (OMS, 2018).

En México existe la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades,
Establecimientos, Productos y Servicios la cual clasifica a los aditivos segun las funciones o
propiedades que proporcionen a los alimentos, dentro de esta clasificacion aparecen acentuadores
de sabores, antiaglomerantes, acidulantes, alcalinizantes, antiespumantes, colorantes,
conservadores, enzimas, hidrolizantes, humectantes, entre otras (FAO, 2019).

En la ultima década se ha popularizado el uso de acidos organicos y sus sales como aditivos,
argumentando el incremento de los niveles nutricionales, debido a que participan en varias vias
metabolicas, uno de los mas importantes es la generacion de energia (ATP), en el ciclo del acido
citrico o de los acidos tricarboxilicos, ademas; los acidos organicos de cadena corta pueden ser
absorbidos con mayor facilidad por medio del epitelio intestinal y por medio de diferentes vias
metabolicas (Liickstddt, 2008). Debido a que el contenido energético de los 4cidos orgénicos es
utilizado completamente en el metabolismo, estos deben incluirse en el alimento para mejorar su
eficiencia energética, asimismo; otra de sus caracteristicas es que pueden mejorar la digestibilidad
de la dieta.

Los acidos organicos ademds de la generacion de ATP, también actian directamente en el tracto
intestinal participando en dos mecanismos diferentes: reducen el pH en el intestino delgado, a
través del suministro de iones H' e inhiben el crecimiento de bacterias gram negativas a través de
la disociacion de los acidos y la produccion de aniones dentro de las células bacterianas (Roth et

al., 1998). Dentro de los acidos orgédnicos admitidos y reconocidos como seguros para la industria
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alimentaria se encuentra el 4cido benzoico [AB] (CséHs-COOH), su estructura quimica esta
conformada por un 4cido carboxilico unido a un anillo de benceno, se encuentra naturalmente en
tejidos vegetales y animales, donde desempefia funciones importantes en el crecimiento, ya que es
un precursor de una amplia gama de metabolitos primarios y secundarios (Zuo et al., 2002; Qualley
etal.,2012; Olmo et al., 2015). El AB fue descubierto en el siglo XVI en la goma de la corteza de
los arboles del género Styrax (Neumiiller ef al., 1988). Se puede sintetizar industrialmente y es
utilizado como conservador y potenciador del sabor en alimentos, también se emplea en productos
farmacéuticos y cosméticos (Chipley, 2005; Olmo et al., 2015).

El AB se puede consumir por dos medios; natural (frutas y verduras) y quimico (en medicamentos
y como aditivos en el alimento) (Chrikishvili et al., 2006). A este 4cido se le atribuyen propiedades
como inhibidor de crecimiento de hongos, y es utilizado para la conservacion de alimentos como
jugos frutales, vinos, encurtidos y en la fabricacion de farmacéuticos (Giannenas et al., 2014).
Aunque el AB se considera seguro, se ha demostrado que en periodos cortos de exposicidn irrita
ojos, piel y tracto respiratorio y en exposicion prolongada o constante puede provocar
sensibilizacidon cutanea, asma, urticaria, acidosis metabdlica e incluso convulsiones. Altas
concentraciones de AB pueden interferir en el ciclo de la urea, glucogénesis, metabolismo de acidos
grasos y el ciclo de Krebs (ciclo del acido citrico o ciclo de los acidos tricarboxilicos) (Qi ef al.,
2009). Los niveles de inclusion en los alimentos para consumo humano deben ser evaluados y
monitoreados correctamente para estandarizar concentraciones maximas, considerando que un
adulto sano presentard mas tolerancia que un infante, persona de la tercera edad o personas con
enfermedades cronicas. FAO/WHO mencionan que la cantidad ingerida diaria debe estar en el
orden de 5 mg AB kg de peso corporal. En el 2000 se producia un aproximado de 638,000
toneladas de 4cido benzoico a nivel mundial por afio (OMS, 2000) y se estima que en el mercado
para el 2024 a nivel mundial supere 640,000 toneladas (Hexa Research, 2016).

La industria de la acuicultura es uno de los sectores productores de alimentos de mas rapido
crecimiento en el mundo y se espera que contintie creciendo, rebasando la produccion por pesca
(Bondad-Reantaso et al., 2005; FAO, 2016). La Comision Nacional de Acuacultura y Pesca
(CONAPESCA) menciona que el crecimiento de la acuacultura en México se debe principalmente
al cultivo de camaroén, por su importancia econdmica y al incremento de las exportaciones a nivel
mundial (T¢llez-Castafieda, 2018).

Este crecimiento la produccion de camaréon de cultivo se ve impulsado por una variedad de factores,
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que incluyen el uso de alimentos formulados y la intensificacion de los sistemas de cultivo (Wing-
Keong et al.,, 2016). Las tallas de los camarones estan determinadas por su genética, sin embargo,
existen otros factores que influyen como su alimentacion, promotores de crecimiento, la
manipulacion, la densidad de siembra y la capacidad del animal para lograr su desarrollo y

crecimiento (Carrillo et al., 2000).
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2. JUSTIFICACION

En el cultivo del camar6én es de suma importancia evaluar los efectos de los aditivos
incluidos en los alimentos formulados que se suministran, por lo tanto; este estudio propone
determinar la concentracion Optima del dcido benzoico como aditivo en dietas para camaron blanco
(Penaeus vannamei), evaluando sus efectos a nivel nutricional, nivel histologico, resistencia a
pruebas de estrés y si no hay afectaciones en la integridad de su sistema digestivo. La integridad
del intestino es la premisa de un organismo sano pues es el responsable de la digestion, absorcion

de nutrientes y resistencia a la invasion de bacterias.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Nutricion del Camaron.

El camarén blanco (Penaeus vannamei) es considerado una de las especies de Peneidos mas
importantes en todo el mundo, debido a su valor econdmico (Martinez et al., 2009), incluyendo su
comercializacién y las empresas derivadas de ésta, tales como venta de insumos, plantas de
alimentos, etc. La nutricion del camardn es un tema de particular interés para la acuacultura, en las
dietas formuladas para su alimentacion se incluyen aditivos alimentarios que generan beneficios
para su crecimiento, estos pueden ser compuestos quimicos inertes o activos, naturales o sintéticos,
nutritivos o no, los mas cominmente empleados son antibioticos, probidticos, antioxidantes y
estimuladores de apetito (Carrillo ef al., 2000). De acuerdo al tiempo de cosecha se han realizado
diversos estudios para encontrar nuevos aditivos que reduzcan estos periodos, para satisfacer la
gran demanda en la produccion alimentaria (OMS, 2018).

Puesto que el crecimiento en peso y talla, es la primicia de una buena alimentacion, resulta
importante desarrollar dietas que permitan optimizar el crecimiento a menor costo y tiempo,
manteniendo el buen estado de salud (Skjermo et al., 2006). Es importante mencionar que el abuso
de antibidticos y otras drogas usadas como aditivos para las dietas han causado grandes problemas,

entre ellos la resistencia de cepas bacterianas y virales.

3.2. Acidos Organicos como Aditivo

Los acidos organicos son compuestos con uno o mas grupos carboxilo de cadena corta, acidos
grasos volatiles o acidos carboxilicos débiles, como el 4cido férmico, citrico, benzoico y lactico
(Wing-Keong et al., 2009). En la nutriciéon animal, los dcidos organicos manifiestan sus efectos
sobre el rendimiento a través de tres mecanismos diferentes: en el alimento, en el tracto

gastrointestinal y en los efectos sobre el metabolismo del animal (Freitag et al., 2007).
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Estos se han utilizado como aditivos en la alimentacion de humanos y animales, se ha demostrado
que algunos acidos orgénicos, como el 4cido acético, benzoico, butirico, citrico, férmico, lactico,
malico y sorbico, mejoran la salud y el rendimiento de crecimiento del ganado y aves al modificar
la funcion del tracto gastrointestinal y el metabolismo energético, aumentando la disponibilidad de
nutrientes y también ayuda inhibiendo el crecimiento de bacterias patogenas (Luckstadt, 2008;
Wing-Keong et al., 2009). De igual manera se ha demostrado que la eficiencia de los mismos se
incrementa durante periodos de estrés nutricional o medioambiental generalmente provocados
después del destete en cerdos, sin embargo; no genera beneficios como dietas terminales de
engorda (Kiarie et al., 2018).

Se ha estudiado el efecto de algunos acidos organicos en peces con importancia comercial como la
trucha arcoiris, el salmoén y la tilapia (Wing-Keong et al., 2016), obteniendo buen resultado al
incrementar la digestibilidad de nutrientes, crecimiento y resistencia en el sistema inmune (Cuvin-
Aralar et al., 2011; Castillo et al., 2014). En la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), se encontro
que la suplementacion dietética con 1% de diformato de sodio, aumenta la digestibilidad de algunos
nutrientes, como proteinas, lipidos y aminodcidos, y mejora la estabilidad de la dieta (Morken et
al.,2011).

Los estudios de acidos orgénicos en camarones son limitados, Liickstadt (2008, 2015) registro
algunos estudios que no fueron publicados en revistas cientificas. Uno de ellos, fue la utilizacion
de citrato de sodio (0.5%) con lactobacilos inactivados en una dieta del camaron Marsurpenaeus
Jjaponicus, donde se demostrd mayor crecimiento. Otro estudio sugiri6é que el 0.25% de formiato
de calcio adicionado a la dieta de camardn tigre Penaeus monodon cultivado en granjas de Taiwan;

mejord su supervivencia (Anuta et al., 2011).

3.3. Acido Benzoico

El AB en un compuesto aromatico incoloro. Su caracter acido es debido al grupo carboxil (pK-
4.19a52°C), es soluble en agua y en solventes organicos dependiendo de su grado de protonizacion
(pH del medio). Se le conoce con otros nombres: acido fenil formico y acido benceno carboxilico.

Su formula es CcHsCOOH, se encuentra de manera natural en diferentes alimentos, tales como;
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frutas, vegetales, especies, nueces, e incluso en productos lacteos a bajas concentraciones (Sieber
et al., 1995). Es constituyente natural de fermentados de bifidobacterias de diversos lacteos, los
cuales pueden llegar a contener alrededor de 20 mg kg *! de AB. Otro posible mecanismo para la
formacion de AB podria ser el resultado del metabolismo anaerdbico del fenol, que se encuentra
en la corteza de algunos quesos especialmente en el tipo Gruyere (Sieber et al., 1995), segun el
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA)
[http://www.fao.org/3/ca7513en/CA7513EN.pdf] se han establecido ingestas diarias aceptables de
0 a 5 mg kg™! de AB por peso corporal en humanos (Lazarevié et al., 2011).

El AB es una sustancia efectiva para mejoramiento en el crecimiento de lechones y como
alternativa al uso de antibiodticos (Pérez-Alvarado et al., 2013). En pollos, el AB ha mejorado la
ganancia de peso y conversion alimenticia sin exceder el 5 g kg de inclusién en el alimento
(Jozefiak et al., 2007). En otro estudio donde se mezclé AB con aceites esenciales (Crina Poultry
plus®) en dosis de 300 mg kg!, mostré mejoras en el peso de pollos al ser proporcionado durante
21 y 42 dias (Weber et al., 2012). De acuerdo con Wenk (2003) la alteracion de la microbiota
intestinal causada por la combinacion de AB y aceites esenciales tales como timol, eugenol y
piperina es lo que produce el incremento de la digestibilidad especialmente en los animales
monogastricos (aves). De acuerdo a la European Food Safety Authority (EFSA) (2019), es un
aditivo seguro y efectivo en dietas de cerdos y esta aceptado en la manufactura de alimentos, para
produccion animal y humanos.

En cerdos se ha comprobado que el AB presenta efectos positivos en el crecimiento, digestibilidad,
morfologia intestinal y microbiota (Diao et al., 2014; Chen et al., 2017). Chen et al. (2017),
demostraron que la inclusion de AB en las dietas de cerdos recién destetados incrementd la
ganancia de peso a los 14 y 42 dias de alimentacion. También presentaron mayor poblacion de
bacterias del género Bacillum en la porcion ileal y altura de las vellosidades en yeyuno, cuando se
incluia AB en la dieta. Sin embargo, cabe mencionar que los efectos variaban dependiendo de las
concentraciones de AB en las dietas en muchos de los casos, por ejemplo, a 2000 mg kg™ se
incrementd la poblacion de bacterias benéficas tales como Lactobacillus a nivel intestinal ileal y
de Bifidobacterium intestinal ileal y rectal, limitando la proliferacion de Escherichia coli. También
provocd mayor expresion del RNAm a nivel de factores estimuladores del crecimiento “insulin-
like growth factor-1” (IGF-1), “insulin-like growth factor-1 receptor” IGF-1R y “Zonula

occludens-1" Z0O-1. IGF-1 es un importante mediador en la proliferacion y diferenciacion de
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células intestinales.

Jones y Clemmons (1995) demostraron que desempena un rol clave en el crecimiento, desarrollo
y metabolismo en mamiferos post-natales (Xiao et al., 2009), de igual manera Chen et al. (2017)
observaron que de los niveles del factor de crecimiento epidermal (EGF siglas en inglés) eran
mayores al incluir AB. El epitelio intestinal actia como barrera incrementando la permeabilidad
que resulta en desplazamiento de las bacterias, toxico y/o sustancias alérgicas ademas de influir
directamente en la absorcion de nutrientes.

En otro estudio donde se afiadi6 AB en el alimento para pavos a niveles de 300 mg kg! y 1,000
mg kg!, los resultados mostraron mejoras a una baja inclusion del 4cido benzoico. Los valores de
pH disminuyeron tanto en el alimento como en el contenido fecal después de incluir el AB, el pH
fue similar en las otras partes del tracto digestivo. En el ciego, las poblaciones de bacterias del
acido lactico aumentaron (p <0.05), y las bacterias coliformes disminuyeron (p <0.05) (Giannenas
etal., 2014).

En la industria alimentaria para acuicultura el AB se emplea como preservador antimicrobiano
incluido en el alimento balanceado en concentraciones de 0.2 a 1.0 % (Pérez-Alvarado, 2013). De
acuerdo a resultados preliminares obtenidos en el laboratorio de Nutricion del CIAD-Mazatlan con
diferentes concentraciones de AB (0, 2,4, 6 y 8 gkg™! dieta) incluidas en dieta comercial, se decidi6
evaluar las concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5 y 2 g kg™!, basado en que a la concentraciéon de 2 g kg
!'se observo mayor crecimiento, sin embargo; a los 30 dias de proporcionar el alimento con AB a
nivel histologico se mostraron dafios en glandula antenal. En las concentraciones mayores de AB
se detectaron dafios similares al anterior desde los 15 dias de alimentacion. La forma de evaluar
los dafios histologicos se baso en la escala presentada por Lightner (1996), siendo grado 0 (GO)
ausencia de lesiones en tejido; grado 1 (G1) presencia de lesiones leves y focales; grado 2 (G2)
asignado a lesiones extensas locales, grado 3 (G3) lesiones extensas multifocales y grado 4 (G4)
para lesiones severas, de multifocal a difusas.

En los experimentos preliminares se observaron dafios en la glandula antenal y hepatopancreas
(HP) a los 15 dias de alimentacion con concentraciones mas altas y a los 30 con mas bajas. Lo que
se observo es que si el AB excede la concentracion Optima para la especie puede ser toxico e incluso
mortal. Por eso en el experimento de este trabajo se incluy6 la prueba de estrés para comprobar que
ademas de crecer en condiciones Optimas, toleran cambios drasticos de condiciones de cultivo.

También se incluyd la determinacion de lipidos en HP, para observar si las reservas se ven
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modificadas con los diferentes niveles de AB y como parametro del buen estado de salud de los
organismos. Con la determinacion del contenido energético (también como referencia de un animal
sano) se podia determinar si se ve afectado con las diferentes concentraciones del AB. Finalmente
mediante los analisis histoldgicos, considerando que ya se cuentan con los del bioensayo
preliminar, se pueden hacer comparaciones y observar si existen modificaciones en el tracto
digestivo y HP en general. Con la determinacion de AB en musculo se comprob6 que las

concentraciones utilizadas no son un riesgo para el consumo humano.
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4. HIPOTESIS

La incorporacion de acido benzoico en la dieta comercial mostrard beneficios en

crecimiento y salud del camarén blanco Penaeus vannamei.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de acido benzoico en la dieta balanceada del

camaron blanco Penaeus vannamei.

5.2. Objetivos Especificos

e Determinar la concentracion de acido benzoico al incluirlo en una dieta comercial.

e Determinar la concentracion de acido benzoico en el musculo del camaron.

e Evaluar la concentracion optima de acido benzoico incluido en una dieta comercial para
camaroén.

e Determinar crecimiento y supervivencia en camardn blanco P. vannamei con la concentracion
optima.

e Evaluar estado de salud en el camaron P. vannamei considerando tolerancia al estrés salino,

contenido lipidico en hepatopancreas, analisis histoldgico y calorimetria.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Inclusion de Diferentes Concentraciones de Acido Benzoico en una Dieta Comercial.

La inclusion de AB en las dietas comerciales se elaboro de la siguiente manera:

1. El alimento comercial (35% proteina y 9% de lipidos) y el AB se pulverizaron finamente, se
tamizod por una luz de malla de 600 micras.

2. Al alimento tamizado se le afiadieron las diferentes concentraciones (0, 0.5, 1.5y 2.0 g Kg!) de
AB, hasta lograr una mezcla homogénea.

3. A la mezcla del alimento pulverizado sin AB (T0) y con AB (T1, T2 y T3), se le agregd agua
destilada a 40°C hasta lograr una completa incorporacion, formando una masa uniforme
maleable al tacto.

4. Por medio de un molino de carne, se reconstituyd el pellet, y se colocaron en charolas para ser
secados a 60°C por 12 horas dentro de un deshidratador.

5. Los pellets fueron cortados y tamizados para obtener el tamafio adecuado.

6.2. Montaje del Sistema Experimental y Aclimatacion de los Organismos

Los camarones utilizados pesaron aproximadamente un gramo, fueron obtenidos de un proveedor
local de larvas, se colocaron en tanques de fibra de vidrio con capacidad de 300 litros con flujo
abierto y agua filtrada a través de cartuchos de 5 y10 um y filtro UV, cada tanque contaba con
aireacion al centro (Figura 1) y se manejo un fotoperiodo de 12 h luz/12h oscuridad, se aclimataron
durante tres dias y mantuvieron en observacion mientras se corrian los analisis de calidad del lote

de camarones.
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6.3. Evaluacion de la Condicion de Salud de los Camarones

Para asegurar la calidad de los organismos, se realizaron seguimiento de factores fisicos y de
comportamiento, asi como la supervivencia con la finalidad de identificar signos de enfermedad
durante el periodo de aclimatacion. Se realizaron andlisis de PCR para detectar o descartar virus de
macha blanca (WSSV siglas en inglés), virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa (IHHNYV siglas en inglés) y virus del sindrome de Taura (TSV siglas en inglés) (Anexo
1) y un andlisis histopatoldgico para registrar el estado inicial de los organismos. Al ser negativas
todas las pruebas de PCR y normales en los histoldgicos se consideraron buenos para comenzar el

experimento.

6.4. Disefio Experimental

Se pesaron y midieron los camarones individualmente para la obtencién de datos iniciales y se
sembraron 30 organismos por unidad experimental (UE) con 3 réplicas por tratamiento, cada uno
se cubri6 con una red como proteccion, se le colocd manguera de oxigenacion, flujo de agua central
y calentador individual. El bioensayo dur6 30 dias periodo en el cual se alimentaron con las dietas
que incluian las diferentes concentraciones de AB y una dieta control. La siembra de los diferentes
tratamientos se hizo aleatoriamente y se calcul6 el 9% de biomasa por tanque para determinar la
cantidad de alimentacion a suministrar diariamente y se modificé conforme crecieron (Cuadro 1).
Al iniciar el dia, se hacia un sifoneo por tanque para eliminar heces y alimento no consumido, si
no se encontraba alimento en el tanque, se le incrementaba 1 gramo mas de alimento al dia en tres
porciones. Al final (30 dias) se realizaron biometrias individuales a la totalidad de los camarones
de las diferentes concentraciones y seleccionaron y fijaron aquellos que estaban en intermuda para
analisis histologico. La temperatura se monitoreaba diariamente, los otros parametros
fisicoquimicos (nitritos, nitratos, amonio, pH) se monitoreaban cada 2 dias antes de limpiar el
alimento y heces en la manana (9:00 am) y en la tarde después de la tltima alimentacién (16:00
hrs). Los pardmetros fisico-quimicos 0ptimos para el crecimiento de juveniles de camarén blanco

(P. vannamei) son salinidad 33+2 UPS, temperatura 30+1°C, pH 7-9, OD 5+ 1 mg L™}, nitritos <0.1
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mg L', nitratos 0.4-0.8 mg L™! amonio, 0.1-1 mg L', turbidez 35 a 45 cm y alcalinidad 100-140
mg L1 (https://www.gob.mx/inapesca/acciones-y-programas/acuacultura-camaron-blanco-del-

pacifico).

Figura 1. Sistema de bioensayo donde se realiz6 el experimento con camardn blanco (P.
vannamei).

Cuadro 1. Numero de tanques, tratamientos, biomasa inicial y porcentaje de alimentacion para
camaron blanco (P. vannamei) en bioensayo de alimentacion con diferentes inclusiones de AB
durante 30 dias.

Concentracion Biomasa & de alimento
Tratamiento de AB A proporcionado Tanque
(g/ kg™) nicial 99" 4 biomasa)
TO 0 59.10 5.32 4
TO 0 60.86 548 6
TO 0 60,00 6.49 10
T1 1.00 59.10 5.32 2
Tl 1.00 59.59 5.36 3
T1 1.00 60.64 5.46 12
T2 1.50 60.38 5.43 1
T2 1.50 58.10 5.23 8
T2 1.50 61.27 5.51 9
T3 2.00 60.84 548 5
T3 2.00 59.43 5.35 7
T3 2.00 60.62 5.46 11
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6.5. Calculo de los Parametros a Evaluar

6.5.1. Supervivencia

Porcentaje de organismos supervivientes durante el bioensayo (Li et al., 2007).

Supervivencia (%) = (Numero final de organismos / Numero inicial de organismos) x 100

6.5.2. Crecimiento en peso y Talla. (Pan et al., 2007)

Ganancia de peso = (Peso final - Peso inicial) / (Tiempo experimental)

Incremento de talla = (Talla final - Talla inicial) / (Tiempo experimental)

6.5.3. Tasa de Crecimiento Especifico

Aumento de masa por unidad de tiempo (Stadtlander et al., 2013).
TCE (%/dia) = [(Ln Peso final) — (Ln Peso inicial) /(Dia)] x [100]

6.5.4. Factor de Conversion Alimenticia (FCA)

Mide el alimento consumido ganado en masa corporal. Valor cercano a uno expresan alta eficiencia
del alimento (Arnold ef al., 2009). El factor de conversion alimenticia nos indica cuantos gramos

de alimento consume el camardn para ganar un gramo de peso. Se calcula, para un periodo de
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tiempo determinado, al dividir el total de g de alimento consumidos por el camardn, entre el total

de g ganados.

FCA= Alimento total administrado / Ganancia total de biomasa

6.6. Histologia

6.6.1. Fijacion o Conservacion

Se fijaron 9 organismos vivos por tanque antes de iniciar el bioensayo y 9 por tanque al finalizar
el bioensayo, la fijacion se realiz6 por medio de inyecciones con solucion Davidson (330 ml Etanol
95%, 220 ml de formaldehido 39%, 115 ml de acido acético glacial 100% y 335 ml de agua).

El fijador se inyect6 en el HP (Figura 2.) continuando con el cefalotérax y abdomen. Después se
sumergieron en el fijador (solucion Davidson) en una relacion 1:10. Se dejaron sumergidos 12-24

horas (Morales ef al. 2008).

Figura 2. Fijacion de camardn blanco (P. vannamei) inyeccidon en hepatopancreas.
6.6.2. Deshidratacion e Inclusion en Parafina
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Este proceso se realizo en un procesador de tejido (Chacin Leica), los tejidos se procesaron a través
de 12 recipientes, los cuales contenian etanol 70%, etanol 80%, etanol 95%, etanol 100%, aclarante
(Xilol o “Hemo-De”) y finalmente parafina liquida a temperatura controlada (Figura 3), en cada

uno se mantuvieron una hora (Morales et al. 2008).

Figura 3. Corte longitudinal del cefalotérax y abdomen, corte transversal del abdomen.
Colocacion en contenedor para la inclusion de parafina en camarones blancos (P. vannamei).

6.6.3. Bloqueo

Los tejidos fueron colocados en los moldes de metal para hacer el corte, se agregd la parafina

liquida caliente y se coloc en una base fria (con escarcha) para solidificar el bloque (Figura 4)
(Morales et al.2008).
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Figura 4. Embebedor de parafina (Leica). Derecha zona caliente donde se agregé parafina liquida
para formar los bloques, Izquierda zona fria, donde se colocaron los moldes con parafina para
solidificar y proceder con los cortes.

6.6.4. Cortes Histolégicos

Los bloques se colocaron en el micrétomo (Leica) y se realizaron los cortes desde 1 a 15 um (Figura
5) (Morales et al. 2008). El corte con el tejido con parafina fue expuesta a una temperatura de 40-
50°C, se coloco la tira en un portaobjeto sobre una plancha, o en un equipo llamado “bafio de
recuperacion de tejido”. Las tiras se expanden y se seleccioné la tira que contenia el tejido de

interés completo.
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5 » A
Figura 5. Micrétomo (Leica), en este aparato se realizaron los cortes de los tejidos de los
camarones blancos (P. vannamei) antes y después del bioensayo.

6.6.5. Tincion Hematoxilina-Eosina

En camarones, el método de tincion mas frecuente es el de Hematoxilina de Mayer-Bennett y
Floxina/Eosina (H&E). Esta tincion involucra las siguientes soluciones y reactivos: etanol (100,
95, 80, 50%), agua destilada, hematoxilina, agua corriente, Floxina/Eosina y balsamo medio de

montaje (Lightner,1996; Morales ef al., 2008).

6.6.6. Montaje de las Preparaciones

El exceso de colorante después de la tincion se elimind con agua o alcohol y se deshidrato el corte
con alcoholes a concentraciones crecientes, pasando después de alcohol absoluto a una solucion de
agente aclarante (Xileno). Para la preservacion de las preparaciones histoldgicas, se empled un
medio de montaje colocando un par de gotas de balsamo de Canad4 o medios sintéticos y se cubrio
con el cubreobjetos dejandose secar (Figura 6). El corte obtenido, fue generalmente de no mas de

3 micras de espesor (Morales et al., 2008).
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Figura 6. Portaobjetos con los tejidos con tincion y montados con gotas de balsamo para
conservar en el tiempo el color y tejido del camaron blanco (P. vannamei) antes y después del
bioensayo.

6.7. Contenido de Lipidos en Hepatopancreas

Los organismos vivos (Figura 7) se pesaron, se extrajo y pes6 el HP, para obtener el indice

hepatosomatico (IHS) con la siguiente formula:

IHS = [hepatopancreas (g)/peso individual (g)] x [100] (Tapia-Salazar, 2012)
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Figura 7. Camarones aislados para la extraccion de hepatopancreas después de la biometria final
del bioensayo.

Figura 8. Formacion de las 3 capas después de la extraccion de lipidos en la jeringa de 3 ml.

Los HP por cada tanque y tratamiento se homogenizaron y colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5
ml con ayuda de un maceador de plastico, la muestra homogenizada se centrifugd en una mini
centrifuga por 5 segundos solo para bajar la muestra de la pared del tubo y con la ayuda de una
pipeta Pasteur, se pesaron 100 mg y colocaron dentro de una jeringa de 3 ml y se afor6 a 3 ml con

una solucion de cloroformo:metanol (2:1). Se adicionaron 600 ul de la solucion de cloruro de sodio
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al 0.9% (agua destilada con el 0.9% de cloruro de sodio) y se dejo reposar a 4 °C durante toda la
noche.

Al dejar reposar, se formaron 3 capas (Figura 8), de las cuales se extrajo la fase inferior y se
transfirié a un tubo de vidrio de 3 ml se coloc6 a bafio maria a 60 °C hasta que el solvente se
evapord por completo. Una vez evaporado el solvente, se adiciond 1.5 ml de acido sulfurico
concentrado y se regreso a bafio Maria a 100 °C por 10 minutos.

De la muestra con el acido sulfurico ya frio se tomaron 10 pl y se vacié en un tubo de vidrio de 5
ml y adiciond 5.190 ml del fosfovanilina (mezcla de 400 ml de acido fosforico al 85% a 100 ml de
agua caliente con vanilina al 0.6%), se dejo reposar por 30 min en la oscuridad a 37 °C.
Posteriormente se tomo6 1 ml con una pipeta, se vertidé en una celda de cuarzo de 1 ml y se midi6 a
una absorbancia de 540 nm en un espectrofotometro UV VIS Hewlett Packard 8453.

Para la curva de calibracion se utilizé colesterol (SIGMA >99%), se pes6 1 mg en un tubo de
ensayo de 3 ml, se le afiadieron 1000 pl de la mezcla de cloroformo metanol, para lograr una
concentracion de 1 mg ml™.

Se hicieron diluciones de 0.5000, 0.2500, 0.1250, 0.0625 y 0.0312 mg ml’!, posteriormente se
colocaron en bafio Maria a 60 °C hasta que el solvente se evapord completamente. Después se
afadio 1.5 ml de 4cido sulfurico concentrado en cada uno de los tubos de ensayo y se dejaron
nuevamente en bafio Maria a 100 °C durante 10 minutos. Se transfirieron 0.2 ml de la mezcla a un
tubo de vidrio de 5 ml y adicionaron 5 ml del fosfovanilina, dejando reposar por media hora en la
oscuridad a 37 °C. El blanco se prepard tomando 0.2 ml de cloroformo-metanol (2:1) y 5 ml de
reactivo de fosfovanilina.

La mezcla se coloco en una celda de 1 ml de cuarzo, se midio la absorbancia a 540 nm (Método de

SPINREACT 2016 estandarizado).

6.8. Contenido Energético

Se evalud el contenido energético por medio de un calorimetro (Parr 6772 método por Puello-Cruz
2013). Se encendia 30 minutos antes de iniciar con el andlisis para su acondicionamiento. El

depdsito del bafio frio se llend con agua desmineralizada y se dejo enfriar a 20°C, una vez que se
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alcanzo6 la temperatura deseada, se coloco un vaso de precipitado con agua desmineralizada (500
ml). Para la calibracion se pes6 una pastilla de AB (= 0.2 mg) (Figura 9). Para las muestras, se
pulverizaron finamente, el polvo se coloco en la prensa para peletizar, una vez elaborada la pastilla,
se peso =~ 0.2 mg.

Se agrego6 450 g de agua a 20°C en la cubeta del calorimetro, se coloco el alambre de fusion en el
cabezal de la bomba, de tal manera que tocara la pastilla. Posteriormente, se deposité dentro de la
bomba y se conectd el oxigeno en la valvula “check” y se colocd el pin de acero en el orificio sobre

la “dona”.

- e

Figura 9. A) liofilizado de las muestras, B) muestras liofilizadas para pulverizar, C) muestras
pulverizadas, D) prensa para elaborar las pastillas, E) pesado de la pastilla, F) bomba
calorimétrica sumergida en el contenedor con agua antes de la explosion.

Se abri6 el tanque de O2y se satur6 la bomba a 30 atm. La perilla se gir6 lentamente, sin exceder
la presion, se liberd con la valvula de desfogue bajo el regulador, a la presion requerida. Se cerrd
el tanque y la bomba con el pin de acero, se desfog6 la presion y se quitd la dona. Se coloco la
bomba en el soporte y se conectaron los dos electrodos, el soporte se depositd al contenedor de

agua y se verificd que no burbujeara, se tapd y se coloco la banda para agitacion en la tapa.
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Se inicid la prueba, presionando el boton CALORIMETER OPERATION, posterior sale la opcion
de OPERATING MODE:

a) STANDARIZATION: corrida con el 4cido benzoico.

b) DETERMINATION: corrida con las muestras.

6.9. Concentracion de Acido Benzoico

Determinacion de la concentracion de &cido benzoico en alimento balanceado y musculo de
camarén (Método de Zarad et al., 2017, modificado).

Para cada muestra, ya sea misculo o alimento, se hizo un homogenizado, se pes6 un gramo por
triplicado, se le agregaron 10 ml de metanol:agua destilada:HCI (6:3.95:0.05), se homogenizo6 con
un equipo T25 ULTRA-TURRAX por aproximadamente un minuto a 12000 rpm, se utilizd
alimento balanceado sin inclusion AB como control negativo, posteriormente las muestras se
colocaron en un equipo de ultrasonido a una temperatura de 40° C por 1 hora para realizar la
extraccion del acido benzoico.

Las muestras se centrifugaron en una centrifuga (Beckman-Coulter Allegra X-30r) por 10 minutos
a 12,000 rpm, posteriormente se tomaron 50 pl del sobrenadante y se diluyeron en 950 pl de la
mezcla de metanol:agua destilada;HCI (6:3.95:0.05), se centrifugd nuevamente y se leyd en un
espectrofotometro UV VIS Hewlett Packard 8453 a una absorbancia de 230 nm, utilizando una
celda de cuarzo de 2 ml.

La curva de calibracion se elabor6 con un estandar de AB, del cual se hicieron diluciones de 0, 5,

10, 15y 20 pg ml™.

6.10. Analisis de Estrés (Shock Salino)

Al finalizar el bioensayo, se dejaron 10 camarones por tanque para la prueba de estrés osmotico

(shock salino). Se llenaron los tanques para la prueba de estrés un dia antes con aeracion fuerte,

34



para eliminar el cloro del agua, esto se corrobord con una prueba preliminar de medicion de cloro
utilizando el kit Easy Strips Tetra. Los camarones fueron colocaron en baldes con agua dulce (0
UPS), sometiéndolos de esta forma a un cambio brusco de salinidad durante 15 minutos,
regresandose posteriormente a la salinidad inicial (35 UPS) y dejandolos en observacion por las
siguientes 24 horas para monitorear su comportamiento y supervivencia. Al término de este tiempo
se contd el numero de juveniles sobrevivientes en cada tanque, expresado como porcentaje del
nimero inicial con la siguiente formula:

Supervivencia (%) = (Numero final de organismos / Numero inicial de organismos) x 100

6.11. Analisis Estadistico

Los datos obtenidos de peso inicial, longitud inicial, peso y longitud final, indice hepatosomatico,
calorimetria y determinacion de dcido benzoico en musculo, se sometieron a un analisis estadistico
ANOVA de una via con significancia p<0.05. Se aplic6 una prueba de comparacion de medias de
Tukey para determinar las diferencias significativas. El analisis estadistico se realizd con el

programa SPSS Statistics Visor.
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7. RESULTADOS.

7.1 Bioensayo

En la Cuadro 2 se observan los resultados de la biometria inicial por tanque para demostrar las
condiciones y tallas iniciales. En el andlisis estadistico se obtuvo una significancia de 0.843 en peso
y 0.912 en longitud de los organismos. Una significancia mayor a 0.05, nos indica que los
organismos no presentaban diferencias significativas en peso y talla entre los tanques y

tratamientos al inicial el bioensayo.

Cuadro 2. Resultados de biometria inicial para camaron blanco (Penaeus vannamei) en bioensayo
de alimentacion con diferentes inclusiones de AB durante 30 dias.

Tanques-Tratamiento Peso Inicial Longitud Inicial

g mm
1-T2 2.01 +£0.16 68.93 £5.23
2-T1 1.97 £0.17 67.13 £4.56
3-T1 1.99 +0.14 67.98 +3.38
4-T0 1.97 +£0.17 66.71 £5.51
5-T3 2.03 +0.19 69.58 +3.42
6-T0 2.03 +£0.17 68.32 +3.85
7-T3 1.98 +£0.18 68.64 +3.63
8-T2 1.94 +£0.19 68.02 +3.88
9-T2 2.04 +£0.16 69.37 +3.48
10-T0 2.03 +£0.28 68.88 +3.95
11-T3 2.02 +£0.18 69.28 +4.12
12-T1 2.02 +0.21 66.74 +5.44
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Los parametros fisico-quimicos se mantuvieron constantes (nitritos, nitratos, amonio, pH y
temperatura), a lo largo del bioensayo. Los valores de nitritos, nitratos y amonio fueron de 0 ppm,
el pH de 7.8 y una temperatura de 30°C. Considerados adecuados para el cultivo de camarén.

Al finalizar el experimento (30 dias), se pesaron y midieron individualmente nuevamente, ademas
de hacer un conteo de todos los organismos de todos los tanques y tratamientos, con estos datos se
determind el peso ganado, incremento en talla y % de supervivencia. La mayoria de los tanques
presentaron una supervivencia mayor de 95% (Cuadro 3) y esto es un buen indicador para los

diferentes tratamientos.

Cuadro 3. Resultados obtenidos en bioensayo con juveniles de P. vannamei alimentados por 30
dias con diferentes inclusiones de AB en alimento comercial.

Tratamiento PF LF GP IT Supervivencia TCE % FCA
g mm g mm % dia

TO 3.76 £0.43* 85.69+2.75* 0.060* 0.61* 98.897 2.16* 2472

T1 3.40£0.61°  83.68 +4.70° 0.049®> 0.57° 94.44° 1.84° 1.9°

T2 3.28£0.60°  82.06 £4.25* 0.042° 0.46° 98.89° 1.65°  1,8°

T3 3.28£0.58° 82.49+421°% 0.044°> 0.46° 98.897 1.69° 1.9°

Peso Final (PF), Longitud final (LF), Ganancia en Peso (GP), Incremento en talla (IT) tasa de crecimiento
especifico (TCE), factor de conversion alimenticia (FCA), + desviacion estandar. Los valores representan
media n=3 y diferentes superindices denotan diferencias significativas (p>0.05), (a>b).

Se realizé una prueba de varianza en peso y longitud final, TCE y FCA por tratamiento, esta prueba
arrojo una significancia p<0.000, por lo que al menos en un tratamiento existen diferencias
significativas, por lo tanto, se realizé una prueba de Tukey donde se hizo una comparacion entre
los tratamientos para detectar las diferencias. En supervivencia el valor de p fue de 0.0476,
mostrando diferencias en el T1 (mayor mortalidad) en comparacion con TO, T2 y T3.

Se mostrd un mayor incremento en crecimiento en talla y peso en el tratamiento Control (TO), este
fue significativamente diferente respecto a los tratamientos T1, T2 y T3, sugiriendo un efecto
negativo al incluir AB en el alimento. Resultados similares se presentaron en FCA y TCE

mostrando valores significativamente mayores en el tratamiento control (T0O). De igual manera se
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observo un decremento en los parametros medidos (PF, LF, GP y IT) conforme aumentaba la

concentracion de AB.

Cuadro 4. Resultados obtenidos del Indice hepatosomatico (IHS).de camardn P. vannamei
alimentado por 30 dias con diferentes inclusiones de acido benzoico en alimento comercial.

7.2 Indice Hepatosomatico

Tratamiento PT PH IHP%
INICIAL 234025  0.1120.02  4.51+0.65
TO 3.83+0.36  0.15+0.03  4.01+0.92°
T1 3.18£0.76  0.10+0.04 3.44+1.68%
T2 3.20£0.62  0.07+£0.02  2.37+0.84°
T3 3.35£0.64  0.10+£0.05 3.18+1.60°

Peso Total de los organismos (PT), Peso de Hepatopancreas (PH), Indice Hepatosomatico % (IHP). Los
valores representan media n=3 y diferentes superindices denotan las diferencias significativas (p>0.05),

(a>b).

Al realizar la prueba de ANOVA de un factor, nos arroj6 que al menos en un tratamiento existian

diferencias significativas, por lo tanto, se realiz6 una prueba de Tukey.

Al comparar el % IHP inicial con el final del tratamiento Control TO, no hubo diferencias

significativas, eso denota que la relacion del HP respecto al peso del organismos son constantes, a

diferencia con los demas tratamientos T1, T2 y T3 donde se observa una disminucion en la relacion

del HP y el peso, el tratamiento T2 presentd los menores valores. Lo cual sugiere una influencia

negativa de las concentraciones empleadas de AB en el desarrollo del hepatopancreas en los

camaroncs.
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7.3 Lipidos

Cuadro 5. Concentracion de lipidos en hepatopancreas en camarones P. vannamei alimentados a
diferentes concentraciones de AB durante 30 dias.
Tratamiento Concentracion

mg/dL
INICIAL 1544.67 £171.09
TO 1128.00 £86.29°
T1 874.12 +41.71¢
T2 528.29 +80.94¢
T3 343.49 £23.05¢

Los valores representan media n=3 y diferentes superindices denotan las diferencias significativas (p>0.05),
(a>b>c).

En la prueba de ANOVA de una via demostr6 una significancia de p<0.000, al correr la prueba de
Tukey, se demostrd que en todos los tratamientos se presentaron diferencias significativas. En la
Cuadro 5, se observa que hay una disminucion notoria y considerable entre los tratamientos, a
mayor concentracion de AB, mayor reduccion de lipidos en HP, mostrando el menor valor T3 el
cual tiene la mayor concentracion de AB. Esto también pudiera estar relacionado al menor tamafo

reportado en la Cuadro 4 del % IHP.

7.4 Histologia

En el analisis de histologia se revisaron 3 6rganos del camaro6n, HP (se encontraron 6 patologias),
glandula antenal (se detectaron 2 patologias) y el intestino (anterior, medio y posterior) donde se
detectaron 2 patologias. De acuerdo a la Cuadro 6, en los cortes histologicos de la muestra inicial
se encontraron pocas patologias de primer grado (G1), solo en el HP de un organismo se observo
necrosis, melanizacion tubular e infiltracion hemocitica (Figura 11), dos presentaron infiltracion

hemocitica y tres reduccién de vacuolas B y R con atrofia. En la glandula antenal, solo en 5
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organismos se detectd una atrofia (Figura 13) y en el intestino (Figura 14), uno tuvo infiltracion
hemocitica, sin embargo, después del bioensayo aumentaron las patologias y el grado en relacion
a las concentraciones de AB, encontrandose con dafios mas severos (G4) en el tratamiento T3.
Mostrando mejor resultados en el tratamiento control, seguido por el tratamiento T1, notoriamente

las condiciones empeoran conforme la concentracion de AB es mayor.
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Cuadro 6. Resultados de cortes histoldgicos en porcentaje de organismos que presentaron el dafio

y el grado del dafio en los camarones blancos (P. vannamei) al inicio y después de alimentarlos

por 30 dias a diferentes concentraciones de AB.

Hepatopancreas GA Ciego anterior Intestino medio Ciego posterior
Necrosis, [Necrosis |Infilt ~ |Redde [Redde  |Atrofia del |Atrofia |Necrosis [Necrosis |Inf- Infil-  |Enteritis  Necrosis |Inf-
melanizacion|celular, ~ [hemocitic vacuolas |vacuolas |epitelio hemocitica| hemocitica |hemocitica hemocitica
tubulare ~ [celulas | enCelR |en CelB
Concetracion|infiltracion |desprendi
hemocitica |das en la
luz
tubular
; . 0% 0% W% | 3% 33% Do | 2% | 0 | 0% 11% 1% 0% 0% 11%
NA NA Gl Gl Gl Gl Gl | NA | NA Gl Gl NA NA Gl
i | 4% 8 | Th | 8% 1% W | % | 0% | 0% | 4% 4% Do | 0% 3%
G- G | G@ | GQ @ G2 | G | NA | MM | GQ | @& | @B | NA | @&
. s 0% W | “h | TT% 1% 5% | % | 1% | 0% 1% 0% 1% | 0% 11%
NA Gl Gl Q@ | 6 | @3 |G| a NA Gl Gl Gl NA Gl
. . UnGlG2| 66% | 3% | % 1% T | 7% | 5% | 0% 0% 55% Do | 0% 11%
11%G3 G | 6@ | G | GG @ (@& d NA NA | GIG3 | GG | NA Gl
ikl 1% 0% Wh | 3% 33% W% | 5% | 0% | 0% 11% 0% 0% 0% 11%
Gl NA Gl Gl Gl Gl Gl | NA | NA Gl NA NA NA Gl
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Figura 10. Organos y tejido sano. A) tibulos en vista transversal de HP con distribucién y

cantidad normal de vacuolas B y células R. B) laberinto de la glandula antenal normal. C)

intestino medio en corte longitudinal en buen estado de salud. D) intestino medio en corte
transversal (Reglilla 200707A1) (H&E) (10X).

s g T v e Sl
Figura 11. Hepatopancreas con necrosis, melanizacion tubular e infiltracion hemocitica. La flecha
sefala la melanizacion (necrosis). El circulo muestra los hemocitos organizados para formacion

de nddulos del T3 (Reglilla 200707D1) (H&E) (10x).
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Figura 12. Tubulos en vista transversal de un hepatopancreas, el epitelio tubular atrofiado T3
(Reglilla 200707D4) (H&E) (10X).

Figura 13. Corte longitudinal del laberinto de la glandula antenal, el laberinto atrofiado, el nticleo
de la célula reduce su tamafio y el epitelio se observa mas delgado T1 (Reglilla 200707B1)
(H&E) (10X).
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vannamei) después de ser alimentado por 30 dias con AB T1 (Reglilla 200707B9) (H&E) (10X).

7.5 Calorimetria.

Cuadro 6. Resultados de calorimetria al inicio y final del bioensayo, después de una prueba de
estrés (shock salino a 0 UPS) en camarones blancos alimentados a diferentes concentracion de

AB.
Tratamiento Antes del shock Después del shock
salino cal/g salino cal/g
Inicial 4532.79 NA
TO 4623.54 4676.93
T1 4578.04 4530.58
T2 4600.77 4572.76
T3 4440.53 4487.57

NA: no aplica

En la cuadro 7 se observa que no hay variaciones entre los tratamientos, estadisticamente hay una
significancia de 0.001, esto indica que no hay diferencias significativas al inicio y final respecto a
los diferentes tratamientos, se mantienen valores similares. Tampoco existe una variacion en el

contenido energético de los organismos de los diferentes tratamientos, antes y después de estrés
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salino, aparentemente el AB no influye en las lecturas de contenido energético de los organismos

medidos.

7.6 Concentracion de Acido Benzoico.

Cuadro 7. Resultados de extraccion de AB de las dietas y en mtsculo de camarén al inicio y final
del bioensayo.
Tratamiento Concentracion AB en

AB en dieta musculo
de

camaron

alimento (gkgh

Inicial - ND
TO0 ND ND
T1 0.493 £ 0.041 ND
T2 1.51+£0.14 ND
T3 1.83+0.17 ND

ND: No detectado

Las concentraciones determinadas en las dietas fueron cercanas a las que se incluyeron, la pérdida
del AB en el proceso del peletizado fue muy baja. Respecto al anélisis del AB en el musculo del
camaron no se detectd con la técnica utilizada, lo que sugiere que las concentraciones AB incluidas
en las dietas para este bioensayo pueden ser eliminadas por el organismo o la concentracion es tan

pequeiia que no es detectable, garantizando la seguridad de su consumo por los humanos.
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8. DISCUSION

Los parametros fisicos-quimicos de la calidad del agua que se mantuvieron durante el
bioensayo, son adecuados para el cultivo de camardn, segun reportados en la literatura (Carbajal et
al.,2013). Los niveles de amonio, nitritos y nitratos deben mantenerse debajo de 0.01 ppm, valores
superiores a este, disminuye la velocidad de crecimiento en el camardn blanco. De la misma manera
con el pH, Lim y Dominy (1990) reportan que un pH dentro de 6.5-9 es aceptable y reportado en
https://www.gob.mx/inapesca/acciones-y-programas/acuacultura-camaron-blanco-del-pacifico.

El uso de acidos organicos como aditivos en el alimento ha sido una practica comun en la cria de
algunos animales por sus efectos como conservadores y posibles promotores del crecimiento
(Falkowski y Aherne, 1984).

Generalmente el camarén blanco alcanza factores de conversion alimenticia (FCA) de 1.2 a 1.8
(FAO, 2009). Dentro del experimento realizado con el AB, los resultados de FCA fueron: para TO,
2.4;TI1,1.9;T2,1.8; T3, 1.9; la mayoria fueron més altos a los reportados por FAO (2009). Resulté
inesperado que el FCA en TO fuera el mayor y que incluso se encuentre arriba de los valores
sugeridos y obtuvo el mayor crecimiento. Lo anterior sugiere que a diferencia de otras especies
como cerdos y pavos en este caso en AB no aport6 beneficios para el crecimiento de los camarones
(Giannenas et al., 2014. Kiarie et al., 2018). Se ha demostrado que estas sales tienen propiedades
positivas en el alimento, promueven la salud intestinal y mejoran el crecimiento. Por otra parte, en
el estudio de Buhler y colaboradores (2006) del efecto en cabras macho con un peso de 26-106 kg,
en el cual; les proporcionaron una dieta con AB al 1%, los resultados al igual que en el camar6n
no mostraron efectos sobre el aumento de peso ni sobre el factor de conversion alimenticia, sin
embargo; si mejoro la digestibilidad en el periodo de crecimiento (Buhler ef al., 2006).

En un experimento con pollos de engorde se demostrd que el AB reduce la tasa de crecimiento
cuando se incluye en el alimento a concentraciones mayores del 0,1%. En estas aves, el AB es
desechado por la orina, a altas concentraciones del AB no es procesado y es desechado por medio
de la urea. En este trabajo, al realizar las pruebas de deteccion de AB, en el musculo del camarén
blanco P. vannamei, no se detectd AB, por lo que se supone que los camarones tienen la capacidad

de eliminar el AB a las concentraciones usadas, tal como reportan Nesheim y colaboradores (1963).
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El factor de crecimiento parece depender del tipo de acidos orgénicos utilizados, la concentracion
y la especie de peces. Sin embargo, la literatura sobre el AB en animales acuéticos es limitada, por
lo cual seria conveniente en futuros estudios evaluar el efecto de AB directamente en el proceso de
digestion del camaron para tener resultados mas puntuales (Ng y Koh, 2011).

La supervivencia al final del experimento (30 dias) se considera buena con 98.89% para los
tratamientos TO, T2 y T3 y del 94,44% para T1, y del 100% en todos los tratamientos después de
la prueba de estrés lo que sugiere un buen estado de salud de los organismos. Sin embargo, al
realizar andlisis directamente en HP se observan efectos negativos al incrementar las
concentraciones de AB, como es la reduccion de lipidos y dafios histoldgicos (atrofia, infiltracion
hemocitica y necrosis)

La composicion y el metabolismo de los lipidos en los crusticeos del medio natural comparados
con los sometidos a cultivos pueden contribuir a una mejor compresion de la influencia de los
factores nutricionales en la capacidad metabolica, que permitan evaluar caracteristicas de la
alimentacion y otros factores ambientales en animales a cultivo (Stroud et al., 1982). Generalmente
el nivel de lipidos en los tejidos y 6rganos puede variar dependiendo de la dieta, ambiente y estado
fisioloégico del animal (Oliva et al., 1989). En este caso, la variante fue el tipo de dieta, los
resultados demostraron la disminucion de los lipidos en el HP conforme aumentaba la
concentracion de AB.

De acuerdo a las observaciones, existe una relacion directa entre la concentracion de AB y la
severidad de los dafios en el HP. Los lipidos son requeridos como energia para el camaron, también
son utilizados para procesos fisiologicos como la osmorregulacion, actividad enzimatica,
transporte de iones, acidos grasos, permeabilidad al agua en las branquias y en la sintesis de
aminoacidos (Faleiros et al., 2018). Los lipidos son una fuente principal de energia quimica en
muchos animales, estas sustancias brindan mayor energia que los hidratos de carbono y que las
proteinas como reserva energética (Newholme et al., 2006). En los camarones, se ha demostrado
en otros estudios que en condiciones de ayuno y estrés por manipulacion por un lapso de 3-4
semanas, los lipidos se degradan para generar energia, por lo que esto genera una disminucion de
las reservas de lipidos (Mercier et al., 2006).

En este experimento se observd que a una mayor concentracion de AB, provoco menor crecimiento,
reduccion de lipidos en HP, reduccion en el IHP y dafio a nivel histologico en glandula antenal y

hepatopancreas HP.
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De acuerdo a la calorimetria y deteccion de AB no se presentaron diferencias significativas, antes
y después del bioensayo, del mismo modo en la prueba de estrés, se obtuvo una supervivencia de
100% al terminar la prueba de estrés, confirmando que a estas concentraciones de AB las

evaluaciones a nivel HP son mas precisas que aquellas donde se emplea el camaron completo.
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2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

9. CONCLUSIONES

La inclusion de AB en la dieta comercial es un proceso sencillo donde no se altera los
componentes originales de este mismo.

Los camarones mantuvieron interés por el alimento durante los 30 dias, siempre activos a la
hora de su alimentacion.

La supervivencia no se vio afectada por las diferentes concentraciones de AB.

La inclusiéon de AB demostr6é efecto negativo sobre el crecimiento en los camarones al
compararlo con TO control.

Los resultados de histologia mostraron que conforme aumenta la concentraciéon de AB, mayor
es el grado de daino a nivel histologico en HP y glandula antenal.

El porcentaje IHP y contenido de lipidos en HP se ve disminuido conforme aumenta la
concentracion de AB.

De acuerdo con los resultados las detecciones de AB empleando el organismos completo
(calorimetria y deteccion en musculo) no muestran diferencias, sin embargo, al analizar a nivel
HP (histologia, %IHS, con de lipidos en HP) los efectos de las diferentes concentraciones
muestras diferencias negativas para el crecimiento y desarrollo de los camarones.

Por los resultados obtenidos, no se recomienda el uso de AB en las dietas para juvenil de

camaron blanco (P. vannamei) bajo las condiciones descritas.
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10. RECOMENDACIONES

En la determinacion de lipidos en HP, es necesario analizar las tres capas formadas al
momento de la extraccion.
Al realizar pruebas de estrés por salinidad, para poder detectar alguna diferencia en los
tratamientos, se recomienda aumentar el tiempo a una hora de exposiciéon en agua dulce y

posteriormente regresarlos a la salinidad normal.
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