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RESUMEN

Se evalud el efecto de la fumonisina B1 (FB1) sobre el crecimiento y
supervivencia del camarén blanco (Litopenaeus vannamei) cultivado, asi como
su efecto sobre el musculo del organismo durante el almacenamiento en hielo.

Los resultados obtenidos en cuanto a crecimiento, indican que los
camarones alimentados con 0.6 y 2 ug/g de FB1 tuvieron un menor crecimiento
que los alimentados con dietas que no la contenian. Sin embargo, no se
encontré diferencia significativa (p>0.05) en la supervivencia de los camarones
alimentados con diferentes concentraciones de FB1.

No se detectd que la FB1 alterara la actividad de la enzima tripsina ni de
las proteasas totales.

En cuanto a la concentracion de proteina en el musculo se encontré que
ésta aumento significativamente (p<0.05) a los 15 dias de bioensayo, el cual fue
mayor en los camarones alimentados con 0.6 y 2 ug/g de FB1, encontrandose
al final del bioensayo que estos valores se vieron disminuidos, manteniéndose
constante la concentracion de proteina del camardén alimentado con dieta que
no contenia FB1.

Se detectaron 3 picos endotérmicos, tanto en el bioensayo como en el
almacenamiento en hielo, encontrandose diferencia significativa (p<0.05) entre
dosis de FB1 en la dieta, y en la entalpia del pico de la miosina durante el
bioensayo. Durante el almacenamiento no se encontro diferencia significativa

entre tratamientos, pero si entre tiempos de almacenamiento.
Xiv



No se encontraron cambios en el patrén electroféretico de las proteinas
durante el bioensayo ni durante el almacenamiento en hielo. Sin embargo, se
observaron cambios en la intensidad de la banda correspondiente a la miosina,
durante el bioensayo. Durante el almacenamiento en hielo, los cambios
observados fueron aparentemente debido al efecto del almacenamiento y no a
la FB1. En cuanto a los resultados de firmeza, no se observd que hubiera un
efecto de la adicion de la FB1 en la dieta del camaron sobre la resistencia al
corte durante el bioensayo o almacenamiento en hielo.

En las micrografias obtenidas del musculo durante el almacenamiento en
hielo por 12 dias, se observé que la fibra muscular estaba ordenada y
estructurada al inicio del almacenamiento, cuando el camardn fue expuesto a 0,
0.2 y 0.6 ug/g de FB1; sin embargo, con 2 ug/g se empezaron a notar
alteraciones en la fibra muscular. Después de 12 dias, se observa pérdida de la
estructura fibrilar, la cual puede ser atribuida al tiempo de almacenamiento en
hielo.

Bajo las condiciones de este estudio, se concluye que la presencia de la
FB1 en la dieta afecta el crecimiento de los camarones blancos, pero no su vida

de anaquel en hielo.
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INTRODUCCION

La camaronicultura se ha desarrollado aceleradamente; siendo una de
las actividades acuicolas de mayor rentabilidad. Esta actividad representa una
fuente importante de empleos y de divisas en varios estados del pais como
Sonora, Sinaloa y Nayarit. En Sonora la produccién de camarén de cultivo ha
alcanzado gran importancia econOmica, ya que se han aumentado las
superficies destinadas para esta actividad, ocupando en el 2003 el primer lugar
en la produccion nacional, con una aportacion de 31,073 toneladas (SIAP,
2003). La principal especie de camardén cultivada es el camardon blanco
(Litopenaeus vannamei), ya que esta especie es una de las mas adaptables
para su cultivo, debido a que resiste amplios rangos de temperatura y salinidad
(Martinez-Cérdova, 1999).

Por otra parte, para el desarrollo 6ptimo del camardn se requieren de
algunas caracteristicas, como la forma de cultivo y el control de parametros
fisicos y quimicos. Estos factores unidos a un buen alimento repercuten en una
mayor produccion (Villareal-Cavazos et al., 2004).

El alimento debe cumplir con ciertos atributos que no solo dependen del
valor nutricio sino de sus caracteristicas fisicas, porque es el insumo mas
elevado en lo que respecta a costos, es por ello que requiere de un buen
manejo, elaboracion y almacenamiento para evitar la descomposicion y
alteracion del mismo. Si las condiciones de la materia prima, produccién o

almacenamiento no son las apropiadas, esto podria dar lugar a la aparicion de
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hongos, los cuales pueden producir compuestos toxicos que contaminen el
alimento. Estos compuestos son subproductos toxicos o metabolitos
secundarios llamados micotoxinas y pueden desarrollarse en ciertos productos
alimenticios antes o después de la cosecha y durante el transporte o
almacenamiento si se presentan las condiciones idéneas para su produccion
(Villareal-Cavazos et al., 2004).

Fusarium verticillioides y F. proliferatum son hongos que producen un
grupo particular de micotoxinas, conocidas como fumonisinas, de las cuales se
han caracterizado 28 analogos estructuralmente similares, siendo la fumonisina
B1 (FB1) la que se encuentra en mayor abundancia y es la mas toxica (Hlywka
et al., 1997; Van der Westhuizen et al., 2004; Arranz et al., 2004).

Se ha asociado el consumo de alimento contaminado con FB1 a
leucoencefalomalacia equina y edema pulmonar porcina; en ratas se ha visto
que afecta su crecimiento y causa hepatoxicosis, hepatocarcinogénesis y
toxicidad renal; en pollos causa lesiones en el higado y corazén asi como un
incremento en la mortalidad y tiene efecto supresor sobre el sistema inmune
(Lumlertdacha et al., 1995). En peces, como tilapia, bagre y carpa, se observé
una disminucion en el crecimiento debido al consumo de alimento contaminado,
asi como una menor resistencia a la infeccion por bacterias (Lumlertdacha et
al., 1995; Pepeljnjak et al., 2002; Tuan et al., 2003). En cuanto a camaron, se
ha visto que se afecta el sistema inmune, haciéndolo mas susceptible al ataque

de bacterias o virus cuando a la dieta de este se le adiciona FB1, también se
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reportd que las proteinas miofibrilares se hacian mas susceptibles a la
desnaturalizacion (Mexia-Salazar, 2005). En otro estudio Burgos-Hernandez et
al., (2005) encontraron que la actividad de la enzima colagenasa se vi6
incrementada por efecto de FB1, la cual fue extraida de hepatopancreas de
camarén blanco.

Debido a que en la actualidad, durante la elaboracién de alimentos para
organismos acuaticos, se emplean como insumos productos de origen vegetal
los cuales pueden venir contaminados con hongos, o bien, favorecer el
desarrollo de estos y a su vez repercutir en el organismo (Divakaran y Tacon,
2000). Por lo anterior es importante realizar estudios tendientes a elucidar el
efecto que tiene esta micotoxina sobre algunas especies de cultivo
comercialmente importantes como lo es el camardn, ya que es poco lo que se
conoce acerca de el efecto que tiene sobre éste.

Aunado a lo anterior la forma mas comun de manejar a los camarones
inmediatamente después de la cosecha es en hielo, siendo en éste donde se
pueden presentar los mayores cambios, principalmente en cuanto a firmeza, la
cual se relaciona con las proteinas miofibrilares presentes en el musculo del
organismo, asi como a la actividad enzimatica. Tanto las proteinas como las
enzimas se sabe que pueden verse afectadas por la presencia de toxinas, sin
embargo, no se tiene informacion sobre el efecto de la fumonisina B1 sobre

estos componentes en camaron cultivado durante su almacenamiento en hielo.



Por lo antes mencionado se planteo la hipotesis de que la presencia de
la fumonisina en un alimento utilizado para alimentar camarén, afecta las
proteinas miofibrilares y la actividad de las proteasas totales presentes en el

musculo y esto a su vez repercutira en su vida de anaquel.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la adicibn de fumonisina B1 en el alimento para
camaron sobre el crecimiento, supervivencia y vida de anaquel del musculo de

camaron blanco (Litopenaeus vannamei) cultivado.

Objetivos Especificos

Determinar el efecto de cuatro concentraciones de fumonisina Bl
adicionadas en el alimento, sobre la superviviencia y crecimiento de camarén

blanco (Litopenaeus vannamei) cultivado.

Evaluar el efecto de la adicién de fumonisina B1 en la dieta del camarén
blanco (Litopenaeus vannamei) sobre las proteinas, actividad enzimatica y

firmeza del muUsculo durante el almacenamiento en hielo.



ANTECEDENTES

Aspectos Generales de la Acuacultura

La creciente demanda de alimentos para el sostenimiento de una
poblacién que se multiplica, la necesidad de fuentes de trabajo para ocupar a
cientos de personas que cada afio se integran a la vida laboral, y en general, la
necesidad de crecimiento econdmico de la mayoria de los paises, han hecho
surgir y que se desarrollen actividades que aunque ya se llevaban acabo no se
habian explotado de la forma en que se hace actualmente (Martinez-Cordova,
1999). Tal es el caso de la acuacultura, la cual es la ciencia y arte del cultivo de
organismos acuaticos; comprende el conjunto de las actividades de produccién
de vegetales y animales en agua dulce o marina. Estas se caracterizan por una
intervencion humana mas o menos marcada, destinada a incrementar la
produccion natural del medio (Sandino-Méndez, 2003).

Existen diversas definiciones y clasificaciones de la acuacultura que
varian de acuerdo al criterio utilizado. Cualquiera que sea, la acuacultura ha
demostrado ser un método sustentable y practico para aumentar la produccién
de los rubros alimentarios acuaticos (Hendrickx, 2001).

La acuacultura se ha enfocado basicamente en dos direcciones: por un
lado el cultivo de organismos herbivoros como carpas, tilapias, ostiones, etc.,
qgue no requieren elevados costos para su produccion, en cambio se pueden
obtener grandes cantidades de proteina animal para la alimentacion de amplios

sectores de la poblacién; por otro lado en el cultivo de especies de alto valor
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comercial como camarones, langostas, langostinos, etc (Martinez-Cérdova,
1999).
Camaronicultura

El cultivo de camardon, o camaronicultura, es una de las ramas de la
acuacultura que mas se ha desarrollado en los dltimos afios, teniendo un
crecimiento en la produccion mundial de camarén entre 1984 y el 2004 de 14%
por afio (FAO, 2004). En México, ésta actividad también ha tenido un gran
crecimiento en los ultimos afios, pasando de una produccion de poco mas de
10,000 ton en 1990 a cerca de 85,200 ton en el 2006 (Martinez-Cérdova, 2002;
FAO, 2004). Este desarrollo camaronicola se ha dado principalmente en el
Pacifico, sobro todo en el estado de Sinaloa, donde actualmente hay mas de
250 granjas camaronicolas. En la regién sur del estado de Sonora, la
camaronicultura se estd desarrollando fuertemente, contando con
aproximadamente 84 granjas, y teniendo una produccion en el 2006 de 15,191
ton, correspondiendo al 24% de la produccion total del estado. Por otra parte,
en la zona norte de Sonora se produjo aproximadamente 45,948 ton, lo cual
representd el 71% de la produccion estatal (COSAES, 2006). También en Baja
California Sur, Nayarit y Oaxaca se ha implementando el cultivo de camarén
(Martinez-Cérdova, 2002).

En el cultivo de camardn hay varios aspectos que son prioritarios y que
influyen de manera importante en la produccion de las granjas. Entre estos

aspectos cabe destacar la optimizacion en el uso del alimento y la
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alimentacion (en este punto se incluye la calidad del alimento, ajustes en la
cantidad y calidad del alimento, segun la productividad del sistema);
fertilizacion;, manejo del recambio del agua; estrategias de manejo de la
descarga (atenuacion y biorremediacion del impacto); y sistemas integrales de
acuacultura (Martinez-Cordova, 1999; Martinez-Cérdova, 2002).

La alimentacion representa mas del 50% de los costos de produccion de
camaron, de ahi la importancia de manejar adecuadamente el alimento y la
alimentacion, ya que ello repercute de manera directa en la rentabilidad del
cultivo, asi como en el grado de impacto ambiental de las descargas al

ecosistema (Villareal-Cavazos et al., 2004).

Generalidades del Camaron

Los camarones peneidos por su valor comercial son considerados de
gran importancia en el ambito mundial, tanto para las pesquerias como para el
cultivo. La explotacion y manejo de recursos naturales es mas eficiente en la
medida en que se tengan mejores conocimientos sobre su biologia y ecologia.
Para la acuacultura ésta informacion es fundamental. El cultivo de cualquier
organismo requiere conocer los aspectos relacionados con su anatomia,

alimentacion y reproducciéon (Rosenberry, 2004).



Anatomia y Morfologia del Camardn

El cuerpo de los camarones se divide en tres regiones: cefalotorax,
abdomen y telson. En el cefalotérax encontramos los 2 ojos, pedunculados y
moviles, el rostro, bien desarrollado y con dientes en sus margenes superior e
inferior, las 2 anténulas, con dos flagelos largos cada una, las 2 antenas, con su
escafocerito bien desarrollado, las piezas bucales, mandibulas y maxilipedos
(pediformes el 2° y 3° par) que rodean la boca y con ellas rompen los alimentos
antes de que éstos sean introducidos al es6fago; y los pereiépodos, con el 1°y
2° par acabados en pinzas (mas largo el 2° par y con una pinza mas robusta) y
los otros 3 pares acabados en una ufia. El abdomen esta dividido en seis
segmentos, terminando el dltimo segmento en una estructura puntiaguda
llamada telson; en éste se encuentran los urépodos, que sirven para la natacion
(Figura 1) (Martinez-Cérdova, 1999, Hendrickx, 2001).

La mayoria de los 6rganos de los camarones, se encuentran en la region
del cefalotorax. El cerebro es trilobulado, presenta un ganglio supraesofagico.
El sistema nervioso es ventral en el térax y en el abdomen, con los ganglios
metamerizados. El corazén es ventral y se conecta directamente con el
hemoceloma a través de arterias abdominales, ventral y dorsal. El sistema
digestivo se compone de boca, estbmago y hepatopancreas situados en el
cefalotorax; un intestino, una glandula intestinal en el abdomen y el ano situado

centralmente donde comienza el telson. Las génadas se encuentran en la mitad
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Figura 1. Morfologia externa del camaron blanco (Litopenaeus vannamei)
Fuente: Martinez-Cdrdova, 2002.
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posterior del cefalotérax. En las hembras un par de ovarios se extienden hasta
el abdomen. En el macho, el primer par de pereiépodos esta modificado y
adaptado para la funcién reproductiva, formando una estructura llamada
petasma, que sirve como 6rgano copulador (Figura 2) (Fenucci, 1988).
Sistema Digestivo del Camardn

El tracto digestivo de los camarones tiene una parte externa donde se
localiza el eso6fago y el estbmago; una parte media donde estan los tubulos,
sitios secretores de las enzimas digestivas; y una parte final donde se localizan
el recto y el ano. Se ha establecido que el principal 6rgano del sistema
digestivo de los crustaceos es el hepatopancreas, un érgano compacto que
ocupa una gran parte de la cavidad cefalica posterior a la cavidad cardiaca del
estbmago. Tiene dos lébulos separados, los cuales estan compuestos por
hileras de tabulos ciegos que vierten, por el extremo abierto, sus productos de
secrecion al estomago (Cruz-Suarez, 1998). Tiene varias funciones bioldgicas
como son la sintesis y secrecion de las enzimas digestivas, la absorcion, el
mantenimiento de sustancias minerales y organicas, funciones metabdlicas y la
distribucion de las reservas almacenadas (Icely y Nott, 1992).

Para que se lleve acabo la digestion quimica se requiere de la accion de
una serie de enzimas digestivas, identificandose principalmente enzimas del
tipo proteasas, aunque también se han detectado carbohidrasas y lipasas

(Cruz-Suarez, 1998).
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Figura 2. Anatomia del camaron blanco Litopenaeus vannamei.
Fuente: Martinez-Cérdova, 2002
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Proteasas. El conjunto de las enzimas proteoliticas esta constituido por
dos grupos: endopeptidasas, que cortan los enlaces peptidicos en el interior de
las cadenas proteicas y las exopeptidasas, que cortan los enlaces peptidicos
aminoterminales, carboxiterminales y los dipéptidos. En general, la pepsina en
el estbmago, Yy la tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidasas y aminopeptidasas
en el intestino, son responsables de la hidrélisis de las proteinas ingeridas
(Martinez-Cérdova, 2002).

La tripsina representa por si sola el 60% de la actividad proteasica del
hepatopancreas en los camarones. La importancia relativa de ésta enzima y su
especificidad hacia los aminoacidos basicos que son esenciales en la nutricion
de crustaceos, hace resaltar el problema de la calidad de las proteinas que se
utilicen en su alimentacién, en este caso un alimento balanceado (Cruz-Suarez,
1998).

Carbohidrasas y Lipasas. También existen enzimas que digieren los
gldcidos: amilasas, maltasas, sacarasas, y algunas veces celulasas. La
digestion de los lipidos esta asegurada por las lipasas y esterasas. Los lipidos
alimenticios deben sufrir dos tipos de transformaciones para poder ser
absorbidos: -una emulsificacién, que conduce a una micro-emulsion y una
hidrolisis. Las lipasas actuan sobre los lipidos emulsionados y las esterasas
continban la digestion enzimatica sobre los productos hidrosolubles obtenidos.
En los camarones los compuestos emulsificantes que desempefian el mismo

papel que la bilis de los mamiferos, es decir, la de dispersar las grasas antes
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de su digestion, son derivados de la taurina y de los acidos coélico y desoxicolico
(Cruz-Suarez, 1998).
Requerimientos Nutricionales del Camaron

La nutricion del camaron es de caracter complejo, porque sus
requerimientos varian a lo largo de sus ciclos de vida, por lo cual las dietas
deben ser especificas para cada ciclo. Segun Tacon (1990) hay cinco factores
fundamentales que determinan la calidad nutricional y el éxito de una dieta
artificial; estos factores son: la formulaciéon y el contenido de nutrimentos,
manufactura y caracteristicas fisicas, practicas y regimenes de alimentacion, y
la calidad ambiental y disponibilidad del alimento natural (Fox et al., 2001;
Martinez-Coérdova, 2002). La formulacion adecuada es muy importante para
cubrir lo mas cercanamente posible los requerimientos nutricionales de los
camarones con el menor desperdicio de nutrientes (Fox et al., 2001).

Los nutrientes tienen diferentes funciones dentro del organismo y los
requerimientos de cada uno varian, sobretodo con la especie y la etapa de
desarrollo en la que se encuentren. Estos se dividen en dos grupos principales:
macronutrientes que incluye proteinas, lipidos, carbohidratos vy los
micronutrientes que son las vitaminas y los minerales (Martinez-Cordova,
2002).

Proteinas. Es el ingrediente mas importante y costoso de los
componentes de una dieta. Los camarones deben consumir proteina para

construir y reparar tejido dafiado (mantenimiento) y para la sintesis de
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nuevos tejidos (crecimiento y reproduccién). Una vez cubierta la racion de
mantenimiento, en cierta medida existe una relacion directa entre la racion
proteica y la tasa de crecimiento. La dosis mas baja que asegura el crecimiento
maximo es utilizada para definir el requerimiento (Cruz-Suéarez, 1998). La
cantidad minima necesaria para obtener un crecimiento O6ptimo se ha
establecido entre 28 y 60%; L. vannamei requiere entre 25 y 36% de proteina
(Martinez-Cérdova, 2002). Estas variaciones se deben probablemente a las
diferencias entre las especies, la talla o la edad, la calidad de la proteina, el
nivel de energia no proteica en la dieta, disponibilidad del alimento natural y las
practicas de cultivo (Lim y Akiyama, 1995).

En cuanto a los aminoacidos esenciales (arginina, metionina, treonina,
valina, isoleucina, leucina, lisina, histidina, fenilalanina y triptofano), estos han
sido estudiados en 10 especies de crustaceos, sin embargo, los requerimientos
de cada uno de estos aminoacidos aun no se conocen; por el momento estos
son estimados en base a la composicion de la carne de los camarones (Cruz-
Suarez, 1998).

Carbohidratos. Los camarones utilizan los carbohidratos como fuente
de energia, como reserva de glucdogeno, en la sintesis de quitina, acidos
nucleicos, pero la eficiencia de su utilizacion depende de la fuente y el nivel del
carbohidrato (Fox et al., 2001). Las dextrinas como la sucrosa, maltosa y
trehalosa, y los polisacaridos como el glucogeno, dextrinas y almidon, son

mejores fuentes de energia para el camaron que los monosacaridos como la
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glucosa, fructosa y galactosa. La razén de la poca utilizacion de la glucosa por
el camardén puede deberse a la tasa de absorcion en el tracto digestivo
(Martinez-Cérdova, 1999).

Lipidos. Con respecto a la nutricion lipidica se sabe que los crustaceos
usan generalmente bien las grasas como fuente de energia y como una fuente
de acidos grasos esenciales, necesarios para el crecimiento normal y la
sobrevivencia de los animales.

Los lipidos sirven ademas como vehiculos de las vitaminas liposolubles y
proveen otros compuestos, como esteroles y fosfolipidos, que son esenciales
para el buen funcionamiento metabdlico del camardon. Los requerimientos
cuantitativos de lipidos no han sido bien determinados y varian segun la
especie, pero en general la mayoria de los autores dan valores entre 4 y 9% de
la dieta. Se ha observado para diferentes especies de camardn, que un
contenido mayor del 15% de lipidos en la dieta produce un retardo en el
crecimiento, ademas de producir un problema de orden tecnoldgico, ya que
esos altos niveles impiden la compactacion de las harinas, disminuyendo la
estabilidad del alimento en el agua (Cruz-Suarez, 1998).

Los fosfolipidos son muy importantes y deben ser considerados en la
seleccion de fuentes de lipidos para la dieta, su carencia disminuye el
crecimiento y la sobrevivencia; son esenciales porque se requieren para el
transporte de colesterol y triglicéridos en camaron. El colesterol también es

indispensable para crustaceos. Una concentracion de 0.5-1.0 % en la dieta
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promueve el crecimiento y una concentracion mayor de 5% lo retarda (Fox et
al., 2001).

Vitaminas y Minerales. Las vitaminas son un grupo de nutrientes
esenciales requeridos en la mayor parte de las formas vivas. Aproximadamente
15 vitaminas han sido identificadas positivamente. Tradicionalmente son
subdivididas en dos grupos: grupo de liposolubles las que incluyen al retinol
(vitamina A), colecalciferol (vitamina D3), tocoferol (vitamina E), y menadiona
(vitamina K3); y el grupo de las hidrosolubles, en las que se incluye a la tiamina
(vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), piridoxina (vitamina B6), &cido
pantoténico, &cido nicotinico, biotina, acido félico, cianocobalamina (vitamina
B12), acido L-ascorbico (vitamina C), colina, e inositol (Fox et al., 2001). De los
requerimientos nutricionales estudiados en los camarones, la nutricion de
vitaminas estd considerada como una de las areas mas limitadas, por esta
razon el alimento para camarén se fortifica con una premezcla de vitaminas
(Lawrence et al., 1994).

Acerca de los requerimientos minerales en peneidos, el fosforo y calcio
son los minerales que mas se han estudiado. Son parte esencial del
exoesqueleto, funcionan como coenzimas, y regulan la permeabilidad de las
membranas celulares (Martinez-Cordova, 1999). El fésforo es Unico, ya que se
encuentra Unicamente como un solido y no se solubiliza en agua. Puede
encontrarse en muchas plantas verdes o granos en forma indigerible, conocido

como fitato o acido fitico. Para proveer una adecuada dieta en fosforo, se
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debe incluir en una forma purificada (ej., fosforo monobasico, dibasico,
tribasico). Estas formas purificadas también tienen digestibilidad variable. El
contenido de fosforo total de alimentos para camarén generalmente es de 1.5-
2.5% (como base alimenticia), pero solo alrededor de 50% de ello esta
disponible para el crecimiento del camarén (Fox et al., 2001). Los
requerimientos de calcio dependen de la composicion del medio, del nivel de
inclusion de fésforo, de la especie en estudio y de las fuentes de origen. El nivel
recomendado de calcio en dietas es un maximo de 2.8% (Martinez-Cordova,

1999).

Alimento Balanceado para Camardn

Se considera un alimento balanceado el que es adecuado desde el punto
de vista nutricio para un determinado animal en un estado fisiol6gico especifico,
gue sea capaz de mantener la vida y promover el crecimiento sin el consumo de
otras sustancias adicionales salvo el agua (Tacon, 1990). Este alimento
representa mas del 50% del costo total de produccion, por lo que su disefio,
formulacién y elaboracion, debe tener como objetivo encontrar el que sea
Optimo, econdmico y de menores efectos contaminantes al ambiente (Martinez-
Cordova, 1999).

Una formulacion adecuada es muy importante para cubrir o mas
cercanamente posible los requerimientos nutricionales de los organismos de

cultivo con el menor desperdicio de nutrientes. Alimentos sobrados en
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determinados insumos, no solo implican mayores costos, sino una menor
eficiencia en su digestibilidad y aprovechamiento. Adicionalmente, estos son los
responsables de un mayor deterioro de la calidad del agua del estanque y del
ecosistema adyacente (Martinez-Cordova, 2002).

El proceso de fabricacion debe ser el mas adecuado para garantizar una
mayor estabilidad en el agua y asi evitar pérdida de nutrientes, lo cual impacta
en lo econdmico a la granja y en lo ecoldgico al ambiente. EI manejo y
almacenamiento del alimento es muy importante para garantizar su calidad y
evitar enranciamiento, infestacion con hongos y pérdida de nutrimentos,
factores que se verian reflejados en una deficiente respuesta productiva del
camaron (Villareal-Cavazos et al., 2004).

Cuando el alimento no contribuye a un buen crecimiento. o incluso esta
causando la muerte de los organismos, esto puede deberse a que los nutrientes
no estan siendo aprovechados, y puede ser atribuido entre otras causas a la
presencia de sustancias perjudiciales que afectan la digestibilidad y asimilacion
de los alimentos. Ademas, hay que considerar que si las condiciones de manejo
de la materia prima o almacenamiento del alimento terminado no son las
apropiadas, esto podria dar lugar a la aparicion de hongos, los cuales pueden
producir y contaminar al alimento con micotoxinas (Ezquerra-Brauer et al.,

2004).
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Contaminacién por Hongos

La identificacibn de los hongos contaminantes puede servir como
diagnéstico en los brotes epidémicos de micotoxicosis, aunque las conclusiones
definitivas solo pueden ser hechas mediante la identificacion de la toxina
responsable, puesto que la presencia del hongo no es evidencia suficiente de
gue este microorganismo sea el productor de la toxina. Ademas una toxina
determinada puede persistir en el alimento, aun cuando el hongo que lo
produce ya no esté presentes. Mientras que un determinado hongo puede ser
capaz de producir mas de una toxina, a su vez una toxina determinada puede
ser producida por diferentes géneros de hongos. Sin embargo, la presencia de
los hongos toxigénicos no es indicativo del riesgo potencial que eso conlleva
(Betina, 1989).

Las micotoxinas pueden ser producidas por el hongo que crece en:
plantas cultivadas (hongos de campo) y en material almacenado (hongos de
almacenamiento). Los hongos de los cultivo, requieren un alto contenido de
humedad (20-25%, en peso humedo) para su crecimiento, mientras que los
hongos de almacenamiento son capaces de crecer en sustratos, que poseen
contenidos de humedad inferiores (12-18%, en peso humedo). En base al
contenido de humedad y la actividad de agua (aw), se puede expresar la
habilidad del sustrato para permitir el crecimiento de microorganismos

(Velasquez-Gonzales, 1995).
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Los cereales pueden ser altamente susceptibles al crecimiento de los
hongos cuando aun estan en los campos de cultivos. Tanto los granos mas
pequefios asi como los mas grandes, son susceptibles a la infeccion por
hongos toxigénicos y la posterior produccién de micotoxinas. Las principales
micotoxinas que se suelen encontrar regularmente en los cereales son
aflatoxinas, ocratoxina A, deoxinivalenol, fumonisinas y zearalenona (Miller,
1995).

Micotoxinas

Las micotoxinas son compuestos policetdnicos resultantes de las
reacciones de condensacién que tienen lugar cuando en determinadas
condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas se interrumpe la reduccién de los
grupos cetbnicos en la biosintesis de los acidos grasos realizada por los
hongos. Estos acidos grasos son metabolitos primarios utilizados por los
hongos como fuente de energia (Van der Westhuizen et al., 2004). La
biosintesis de estos compuestos ocurre fundamentalmente cuando el desarrollo
del micelio se ha detenido durante la fase estacionaria de crecimiento, y existe
limitacion de algunos nutrientes, en presencia de un exceso de fuentes
carbonadas disponibles (Thiel et al., 1991). Estas toxinas son clasificadas como
metabolitos secundarios, debido a que carecen en su mayoria de funciones
conocidas para la fisiologia del hongo que las produce. Actualmente se cree
que estos compuestos podrian tener diferentes funciones en la supervivencia

de los hongos que les di6 origen, inhibiendo el crecimiento de otros
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microorganismos, participando como agentes que favorecen la simbiosis con
plantas, o actuando como hormonas sexuales o factores inductores de
diferenciacion (Demain y Fang, 2000).

La importancia que se les concede en la actualidad esta relacionada con
sus propiedades cancerigenas y con la naturaleza de su actividad en los
animales. Las micotoxinas pueden desarrollarse en ciertos productos
alimenticios antes o0 después de la cosecha, durante el transporte y en el
almacenamiento bajo condiciones idéneas. Los factores que influyen en la
produccion de micotoxinas son: humedad relativa, temperatura y la
disponibilidad de oxigeno, ademas de la actividad de agua, pH y el potencial de
oxido-reduccion (Ezquerra-Brauer et al., 2004).

Fumonisinas

Son producidas principalmente por hongos del género F. verticillioides y F.
proliferatum asi como también por otras especies de este género (Lumlertdacha
et al., 1995; Pepeljnjak et al., 2002; Tuan et al., 2003; Van der Westhuizen et
al., 2004; Murphy et al., 2006).

Las fumonisinas fueron descubiertas en el afio 1988 por dos grupos de
trabajo de manera independiente. Uno de ellos estaba investigando la causa del
cancer de esofago en humanos en ciertas partes de Sudafrica (Bezuidenhout et
al., 1988; Marasas et al., 1988). Mientras que el otro estaba buscando encontrar
la etiologia de una de las enfermedades bien conocidas que afectan a los

caballos, la leucoencefalomalacia (ELEM) (Laurent et al., 1990; Pepeljnjak et
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al., 2002; Tuan et al., 2003; Hartl y Humpf, 2000; Lumlertdacha et al., 1995;
Hlywka et al., 1997).

Desde que fueron descubiertas el numero de fumonisinas analogas
conocidas se ha incrementado. En una reciente revision de esta familia de
compuestos, se catalogaron 28 miembros. Las fumonisinas son generalmente
divididas en las series A, B, C y P. La importancia de algunos de estos analogos
como contaminantes naturales de alimentos es incierta, y los reportes de los
analisis de fumonisinas son frecuentemente limitados a FB1 y FB2, algunos
reportes incluyen a la FB3 (Van der Westhuizen et al., 2004; Arranz et al.,
2004).

La amplia distribucion geografica del patégeno de maiz productor de
fumonisinas, F. verticillioides, ha resultado en la presencia de estas en maiz o
productos que contienen maiz. Ademas de ser asociadas mundialmente con
maiz, las fumonisinas también han sido detectadas en otros alimentos como
arroz en Argentina, China, Corea y Estados Unidos, sorgo en Botswana, Brasil
e India, esparragos en China, Alemania e Italia. La presencia de esta
micotoxina también se ha reportado en té negro y plantas medicinales en
Portugal y Turquia. Ademas de estar en estas materias primas, hay reportes
esporadicos de la presencia de fumonisina en trigo y productos de trigo (Moss,

1998; Shephard, 2005; Ghiasian et al., 2006; Jiansheng et al., 2007).
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Fumonisina Bl

Es la micotoxina que se encuentra mas ampliamente distribuida en la
naturaleza, aproximadamente el 70% de las fumonisinas encontradas en la
naturaleza es FB1, es la mas toxica para animales y humanos. La Agencia
Internacional para la Investigaciéon en Cancer (IARC, por sus siglas en inglés)
clasific6 a la Fumonisina B1 (FB1), como posible carcinogénico en humanos
(grupo 2B) (Van der Westhuizen et al., 2004 ; Shephard, 2005; Jiansheng et al.,
2007).

Caracteristicas Fisicas y Quimicas. La FB1 es descrita como solido
amorfo con un punto de fusién de 103 a 105°C. Es un compuesto fuertemente
polar, soluble en agua, en mezclas (acetonitrilo:agua; 1:1, v/v), altamente
solubles en metanol, pero insolubles en disolventes no polares (Vesonder et al.,
1992; Sweeney y Dobson, 1999; Murphy et al., 2006). Mediante analisis
espectrofotométricos de masas se establecié que la FB1 (C34HsgNOss) tiene un
ion molecular protonado de peso molecular 722 (Bezuidenhout et al., 1988).
Tiene una rotacion Optica de -28 a una concentracion de 2 mg/ml de agua. Es
estable al calor, sin embargo se han detectado pequefias pérdidas de FB1
(<27%) en maiz y harina de maiz durante procesamiento a temperaturas <
125°C por 60 min (Scott y Lawrence, 1994). Es dificil concluir si las altas
temperaturas reducen la FB1 o Unicamente resulta en un bloqueo quimico del

grupo amino primario (Dupuy et al., 1993).
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Estructura Quimica. Consta de una cadena lineal hidrocarbonada
sustituida con alcoholes y una amina. Es un diéster de propano-1, 2,3-acido
tricarboxilico 'y 2-amino-12,16-dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroxieicosanoico
(Figura 3). Los grupos hidroxi del C-14 y C15 estan esterificados al grupo
carboxilo terminal del acido. Como la FB1 practicamente es un alcohol de
cadena larga, no absorbe en el ultravioleta ni en el visible, ni fluérese, por lo que
debe derivatizarse para que sea facilmente detectable el derivado fluorescente
del grupo amino libre por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) (Moss,
1998; Sweeney y Dobson, 1999; Kim et al., 2004; Desjardins, 2006; Murphy et
al., 2006).

Modo de Accién. La fumonisina Bl posee similitud estructural con
algunos sustratos de esfinganina N-acetiltransferasa, produciendo inhibicién
competitiva de la enzima (Sweeney y Dobson, 1999). La esfinganina (Sa), una
base esfingoide formada durante la sintesis de novo de esfingolipidos, y la
esfingosina (So) producida durante el reciclaje fisiolégico de esfingolipidos
celulares, son los sustratos naturales de la enzima esfinganina N-
acetiltransferasa. La FB1 impide la conversion de Sa a dihidroceramida y la
reacilacion de So a ceramida. La interrupcion del la biosintesis de esfingolipidos
eleva las bases esfingoides y disminuye la ceramida y esfingolipidos mas
complejos como esfingomielina y gangliésidos. Tanto en estudios in vivo como
in vitro, se observo que la inhibicion de esta actividad enzimatica por accion de

FB1 tiene como consecuencia un incremento rapido de las concentraciones
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intracelulares de Sa y, en menor grado, de So. Este aumento en los niveles de
Sa produce una inversion en la relacion Sa/So intracelular, que puede ser
detectada en sangre periférica y orina, debido a que Sa puede difundirse
libremente a través de la membrana plasmatica. En este sentido, se ha estado
evaluando la posibilidad de utilizar la relacion Sa/So presente en diferentes
muestras bioldgicas como biomarcador de exposicion a FB1 (Figura 4) (Van der
Westhuizen et al., 2004).

Los esfingolipidos se encuentran principalmente en las membranas
celulares y son criticos para el mantenimiento de la estructura de la membrana;
regulan el crecimiento, diferenciacion y trasformacion celular; son importantes
en la transformacion neoplastica y receptores celulares y en los sistemas de
sefales (Arranz et al., 2004; Desjardins, 2006).

FB1 inhibe la proliferacion de células en varios sistemas de cultivo
celulares asi como en el higado y riidn de ratas. La interrupcion de la
biosintesis de esfingolipidos causada por FB1 puede también inducir o prevenir
la apoptosis, dependiendo del tipo de células y de la cantidad de moléculas de
esfingolipidos bioactivas generadas (Desjardins, 2006).

La interrupcion de la biosintesis de esfingolipidos ha sido implicada en la
actividad carcinogénica de la FB1. Sin embargo el mecanismo exacto de
seleccion o iniciacion de las células por FB1 es desconocido (Van der

Westhuizen et al., 2004).
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Efectos Toxicoldgicos de FB1. Los estudios de toxicidad de estos
metabolitos de hongos se basan en la sintomatologia, patologia clinica y
efectos sobre ciertos pardmetros inmunoldgicos en animales expuestos a la
FB1. Los estudios realizados hasta el presente sugieren que la FB1 no es
genotoxica, pero tiene una importante accion promotora de cancer hepético,
segun se ha demostrado por la induccion de focos y-glutamil transpeptidasa y
GST positivos en higado de ratas (Moss, 1998).

La toxicidad de FB1 se ha establecido en el cerebro de caballos,
pulmones de puercos, rifiones de ratas y conejos, corazon e higado de aves,
entre otras especies y organos (Hlywka et al., 1997).

La leucoencefalomacia equina (ELEM) es una enfermedad no
infecciosa, de caracter esporadico y altamente fatal. Afecta al sistema nervioso
central (SNC) en caballos y otros equinos. La enfermedad fué reportada como
tal en 1850 y ha sido reconocida en todo el mundo. El reporte clinico mas
comun de la LEM esta relacionado con el SNC y constituye la llamada forma
neurotdxica. Esta forma de la enfermedad es altamente fatal y puede estar
precedida por un corto periodo de letargia y anorexia, pudiendo acaecer la
muerte de manera asintomatica. Comunmente las manifestaciones del SNC en
la forma neurotoxica incluyen una hiperestesia, hiperexcitabilidad, ceguera
unilateral, marcha debilitada y en circulos, variacion e incremento de la presiéon
intracraneal. En fases terminales de la enfermedad, el animal entra en una

etapa depresiva, adoptando generalmente una posicion yacente, para luego
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entrar en coma. La morbilidad esta cifrada en un 25%, sin embargo la
mortalidad estd cerca del 100%. Los animales que sobreviven usualmente
presentan lesiones neurologicas graves y permanentes. La patologia clinica
asociada incluye una masiva licuefaccion necrética, en uno de los hemisferios
cerebrales. El término "leucoencefalomalacia” describe las lesiones primarias
asociadas a la enfermedad y la necrosis de la materia blanca del cerebro. Los
animales que sobreviven después de varios dias del comienzo de la
enfermedad ocasionalmente muestran neurofagia, satelitésis y gliésis (Wilson et
al., 1990).

El edema pulmonar porcino (EPP) es una condicion letal sub-aguda, que
se caracteriza por un edema de pulmon severo complicado con hidrotérax. La
enfermedad ha sido asociada con el consumo de alimento preparado con maiz
contaminados naturalmente con F. verticillioides. Los sintomas clinicos
observados son una disnea aguda al principio de la enfermedad, debilidad,
cianosis y finalmente la muerte. Haschek et al. (1992) han propuesto una
explicacion para los casos observados de EPP. De acuerdo con su teoria, el
metabolismo de esfingolipidos esta alterado por las lesiones causadas en la
necrosis hepatocelular, lo que permite el paso de material de las membranas
hacia el sistema circulatorio. Este material es fagocitado por los macréfagos
intravasculares pulmonares (PIMs), los cuales estan presentes en un gran
namero, siendo los responsables del inicio de los mediadores de la inflamacion.

Los organos blanco de las patologias asociadas a la presencia de

30



micotoxinas de Fusarium en porcinos son pulmones, higado y pancreas. A
dosis bajas, la enfermedad hepética progresiva es el efecto mas importante,
mientras a altas dosis el edema pulmonar agudo es la patologia principal que
indefectiblemente finaliza con la muerte (Riley et al., 2001).

En ratas cuando la FB1 ingresa por via oral, aproximadamente un 4% de
la dosis administrada es absorbida en el intestino. Luego se distribuye a la
mayoria de los tejidos desapareciendo rapidamente del plasma, y eliminandose
del organismo de acuerdo a un modelo bi o tricompartamental. El higado y rifién
retienen la mayoria de la toxina absorbida (Martinez-Larranaga et al., 1999),
siendo en algunos casos mas importante la retencién en higado, y en otras
situaciones se acumula principalmente en rifidn. No existen evidencias, tanto en
estudios in vitro como in vivo, de que la FB1 sea metabolizada. La micotoxina
absorbida es posteriormente excretada por bilis. Cuando llega a intestino es
hidrolizada posiblemente por enzimas microbianas, perdiendo uno o ambos
acidos tricarboxilicos laterales; encontrandose en materia fecal la toxina y los
productos de la hidrélisis. Mientras que no existen evidencias de que la FB1 sea
metabolizada por el complejo citocromo p, algunos estudios in vivo e in vitro han
demostrado que ésta micotoxina puede modificar la actividad de este complejo
enzimatico (Spotti et al., 2000).

En pollos se han hecho varios estudios encontrandose que cuando estos
son alimentados con dietas contaminadas con F. verticillioides, los animales

bajan de peso, presentan anormalidades en el esqueleto, asi como
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problemas en el corazon e higado (Ledoux et al., 1992; Weibking et al., 1993).

En la region de Transkei, Sudafrica, se incluyen algunas areas donde los
rangos anuales de la incidencia del cancer de eséfago (CE) esta muy por
encima de la media mundial. Esto obliga a pensar en factores causales que
podrian ser de origen genético, ambientales, nutricionales o la influencia de los
estilos de vida. En ésta zona de Africa y también en zonas de China, existen
fuertes correlaciones epidemioldgicas entre la incidencia del CE y la presencia
de alimentos y piensos contaminados con F. verticillioides. Las personas
afectadas en dichas regiones, consumian en la dieta alimentos basados en
maiz y productos derivados. El maiz, fue cultivado, cosechado en las parcelas,
y almacenados en el exterior con visibles signos de presencia de hongos.
También en Transkei, maiz muy contaminado con hongos fue utilizado en
procesos fermentativos caseros para la obtencién de cerveza, debido a un
sabor especial que le otorga estos granos (Marasas et al. 1988; Cheng et al.,
1985; Moss, 1998; Murphy et al., 2006).

Durante la elaboracion de alimentos para organismos acuaticos, se
emplean como insumos productos de origen vegetal, los cuales pueden venir
contaminados con hongos, o bien, favorecer el desarrollo de estos y a su vez
repercutir en el organismo. Se han realizado algunos estudios tendientes a
elucidar el efecto de los hongos y micotoxinas sobre algunas especies de
cultivo. Estudios realizados en bagre, demostraron que dependiendo de la talla

del organismo era el efecto toéxico de la fumonisina (Lumlertdacha et al.,
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1995), ya que a menor talla mayor fue el efecto téxico. Resultados similares
fueron detectados en tilapia (Tuan et al., 2003). En otros estudios se observo
que la FB1 redujo la produccion de anticuerpos en bagre, sin embargo, no
ocasiond muerte en los peces (Lumlertdacha and Lovell, 1995). Recientemente,
Mexia-Salazar (2005) observé que al alimentar camarén blanco (L. vannamei)
con dietas conteniendo FB1, se afectd el sistema inmune de los organismos,
ademas de que provoco necrosis del hepatopancreas y branquias.

A partir de estos hallazgos se involucré a la FB1 como responsable de
algunos trastornos que se estan presentando en los organismos cultivados,

aungue aun es necesario que se realicen mas estudios.

Manejo Post-Cosecha del Camardn

Pasando a otro punto, se sabe que la oferta del camardn es superior a la
demanda, sin embargo el consumidor normalmente busca productos frescos,
por lo que lo mas comun es enhielarlo o congelarlo.

Almacenamiento en Hielo

Cuando el consumo de productos marinos fue difundiendo hacia el
interior de los paises y dejo de comercializarse Unicamente en la costa, se hizo
necesario desarrollar técnicas para el procesamiento de los productos del mar
que evitaran su descomposicion y lograran una mayor aceptacion entre la gente

que no tenia costumbre de comerlos. Asi mismo para obtener precios que
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pudieran competir con los de otros productos alimenticios, a los que si estaban
acostumbrados (Cifuentes-Lemus et al., 1995).

Los principales procesos que se realizan para mantener en buen estado
a los organismos cultivados son la utilizacién del frio, la deshidratacion y el
envasado. Los diversos métodos que emplean el frio van desde la utilizacion
del hielo (enhielado) hasta la congelacion (Cifuentes-Lemus et al., 1995).

El enhielado o conservacion con hielo se hace por simple mezcla de
éste con los organismos depositados en cajas, las que pueden ser de diferentes
materiales, generalmente de plastico, y llevan en su base orificios que permiten
gue el agua que se produce al desgastarse el hielo, escurra facilmente. El hielo
se agrega lo mas triturado posible, con el fin de obtener la maxima superficie de
contacto con el cuerpo del camardn, y ademas, para no producir efectos
traumaticos. El hielo se deposita en proporciones del 10 al 15% y en capas
alternadas de unos 8 centimetros de grosor. Si el hielo es suficiente para cubrir
todos los organismos, la conservacion puede durar hasta 10 dias (Cifuentes-
Lemus et al., 1995).

Efecto de la Dieta sobre la Calidad Post-cosecha de los Camarones

En las granjas acuicolas se pueden controlar algunos factores
ambientales y dietarios. Estos factores pueden influir sobre la calidad
alimentaria de los productos al momento de la cosecha. La calidad de la
proteina afecta el contenido de las proteinas estromales y las propiedades

termodinamicas del principal componente de estas proteinas estromales, el
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colageno. Al relacionar estas caracteristicas con los organismos alimentados
con dietas pobres, o bien, con altas concentraciones de proteina, éstos
perdieron mas textura y presentaron la menor aceptacion por parte del panel
(Ezquerra-Brauer et al., 2004). La presencia de micotoxinas en alimento para
camaron puede provocar bajo riesgo para la salud, pero afectar la aceptacion,
ya que la FB1 provocd dafios en la proteinas miofibrilares del musculo del

camaron blanco cultivado (Mexia-Salazar, 2005).
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MATERIALES Y METODOS
Bioensayo
Tratamientos Experimentales

Se elabor6 alimento para camaron con diferente concentraciéon de FB1
(0, 1, 2 y 4 ug/g). Para la elaboracion del alimento se utilizé una premezcla de
ingredientes para alimento de camaron comercial, aceite de pescado, agua y
harina de maiz que contenia 59.9 pg/g de FB1.

Primero se mezclaron el aceite de pescado, la premezcla de ingredientes
y la harina contaminada por 15 min. Transcurrido este tiempo se agrego el
agua, entre 300 y 500 ml/kg de harina preparada. Finalmente se mezclé de
nuevo por 15 minutos haciendo un total de 30 minutos de mezclado, para una
mejor homogenizacion. Para elaborar el pellet se utilizd el proceso de extrusion
en frio. Una vez que se tuvo el pellet formado éste fue secado a 60°C en un
secador de tunel.

La concentracion final de FB1 en el alimento fue evaluado por un
laboratorio externo, utilizando el ensayo de ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Los sistemas ELISA tiene como principio el contener
un anticuerpo inmovilizado en una superficie sélida de una micotoxina en
particular, tal como un minivaso, una tarjeta, o bien, otro soporte. Estos
anticuerpos contienen sitios de enlace con los cuales las micotoxinas

reaccionan, pero también los conjugados enzimaticos de estas micotoxinas, que
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se adicionan exprofeso, de modo tal que se establece una competencia por los
sitios de union. Después de un determinado tiempo de reaccidén se eliminan
todas las substancias que no hayan reaccionado y se procede a adicionar un
substrato, que da lugar a una reaccion de desarrollo de color, generalmente con
peréxido de hidrégeno. Posteriormente se procede a establecer una
comparacion visual entre la coloracién de la solucién del estandar de referencia
y las muestras. Un color mas rojizo indica una mayor concentracién que el
estandar y una coloracion azul indica una concentracion menor que el estandar.
También se puede efectuar estas lecturas de las soluciones de manera

espectrofotométrica.

Organismos Experimentales

Se usaron postlarvas (PL14) de L. vannamei, las cuales fueron
obtenidas del laboratorio comercial de produccion de postlarvas Maricultura del
Pacifico S.A. de C. V. establecido en Bahia Kino, Sonora.

Los organismos fueron sembrados y conservados durante
aproximadamente 45 dias en un estanque de cultivo de una hectarea y durante
este tiempo fueron mantenidos con un alimento balanceado comercial.

Transcurridos los 45 dias los organismos se transfirieron a un tanque de
fibra de vidrio con capacidad de 10 m* donde fueron conservados durante
aproximadamente tres semanas. Posteriormente se transfirieron a tanques

experimentales para dar inicio al experimento.
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Sistema Experimental

El sistema de cultivo experimental de recirculacion consistio de dos
modulos, cada uno con 50 tanques circulares de 30 cm de diametro (19.7 L), un
tanque reservorio circular de 140 cm diametro (1,700 L), un biofiltro, un
calentador en linea de operacion controlada por un termostato, un enfriador
(chiller), una camara de luz ultravioleta, un filtro de arena, un filtro de cartucho
de polipropileno con apertura de 50 m y una bomba de agua de 1.5 HP. Dichos
modulos estaban interconectados entre si.

El sistema experimental se encuentra dentro del Laboratorio Himedo de
Nutricion y Biotecnologia Acuicolas de la Unidad Experimental Kino del
Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas de la Universidad
de Sonora, ubicado en Bahia Kino, Sonora. Durante la ejecucién de los
experimentos, la tasa de recirculacion de agua fue de aproximadamente
2,000% cada 24 horas en cada tanque y cerca del 10% del volumen fue
intercambiado diariamente por agua de mar nueva Yy filtrada. La temperatura del
agua fue mantenida entre 29 y 30°C. Este parametro, ademas de la salinidad y
el oxigeno disuelto fueron registrados diariamente. El pH y las concentraciones
de nitrdgeno amoniacal, nitritos y nitratos fueron medidos semanalmente de
acuerdo a adaptaciones de los métodos descritos por Solarzano (1969) y Spotte

(1979).
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Cada uno de los tratamientos experimentales fue asignado al azar al
menos en 12 tanques experimentales, en los cuales se sembraron los
organismos a una tasa de 56 individuos/m? (4 camarones/tanque). La tasa de
alimentacion se ajustd para proveer un exceso moderado de alimento. El
alimento no consumido, al igual que las excretas y exuvias, fueron retiradas de

los tanques cada mafiana mediante sifoneo.

Evaluacion del Desempefio Biolégico
El desempefio biolégico de los organismos fue evaluado al final del
experimento en cuanto a parametros de crecimiento (peso final, peso ganado,

porcentaje de peso ganado) y supervivencia.

Almacenamiento en Hielo

Una vez que los camarones fueron cosechados, después de 30 dias de
ser alimentados con dietas contaminadas con FB1, estos fueron descabezados
y se acomodaron en bolsas de plastico y colocados en hielo, alternando capas
de camardn-hielo. Las cabezas fueron almacenadas en congelacion para su
posterior analisis. El periodo de almacenamiento fue de doce dias, tomandose
muestras a los 0, 4, 8 y 12 dias. A las muestras obtenidas se les realizaron las

determinaciones analiticas que se mencionan a continuacion.
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Determinaciones Analiticas

Las determinaciones analiticas que se llevaron acabo para evaluar el
efecto de la FB1 sobre el musculo de camarén blanco (L. vannamei) cultivado,
durante el bioensayo y almacenamiento en hielo por doce dias, se describen a
continuacion.

Determinacion de la Actividad Enziméatica en Hepatopancreas

Obtencidén del Extracto Enzimatico. Se ha visto que la actividad de las
proteasas se puede ver afectada por la presencia de micotoxinas en el alimento
para camaron, por lo que se espera que debido a la adicion de la fumonisina B1
en la dieta, ésta sea modificada.

Para extraer las enzimas digestivas se separé el hepatopancreas de la
cabeza del camardn. Posteriormente fueron homogenizados en agua utilizando
un biohomogenizador (Bioespec Products Ins) durante 1 min. La mezcla se
centrifugd (Eppendorf Centrifugue 5810 R) a 5000 x g durante 30 min a 4 °C.

Determinacion de la Actividad Proteolitica Total en Hepatopancreas.
Se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Stauffer (1989). En tubos de ensaye de
13x100 se colocaron 500 pl de buffer tris-HClI 50 mM, pH 7.5, después se
adicionaron 500 pl de azocaseina al 1% y 20 pl de extracto crudo enzimatico.
La mezcla de reaccién se incubo a 37°C por 15 minutos. La reaccion se detuvo
al adicionar 500 ul de TCA al 20% (p/v). La mezcla se dejé reposar por 5

minutos a 4°C y posteriormente se centrifugé a 5000 xg por 10 minutos en una
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centrifuga Eppendorf modelo 5810R. La absorbancia se ley6 a 366 nm en un
espectrofotometro marca Perkin Elmer uv/vis Lambda 25. La actividad de
proteasas se expresa como AbSzgs nm/Min/mg proteina.

Actividad de Tripsina en Hepatopancreas. Se determind siguiendo la
técnica descrita por Erlanger et al., (1961). En tubos de ensaye se colocaron
1.25 ml de BAPNA (Na-Benzoil-DL-Arginina-p-nitroanilida) para después
adicionarle 10 ul del extracto enzimético. La mezcla de reaccion se incubd por
30 min a 37°C. Cuando transcurri6 el tiempo la reaccion fue detenida
adicionando 0.25 ml de acido acético al 30%. La absorbancia se ley6 a 410 nm
en un espectrofotometro marca Perkin Elmer uv/vis Lambda 25. La actividad de

tripsina se reporta como AbSy;10 nm/min/mg proteina.

Analisis en el Musculo de Camaron

Extraccion de Proteina. Fueron extraidas las proteinas utilizando la
técnica descrita por Yan et al., (1994), la cual se basa en la separacion de las
proteinas por su solubilidad en soluciones salinas. Diez gramos de musculo de
camardn se homogenizaron a 4°C en buffer de fosfatos 0.01 M conteniendo
NaCl 0.1 M a pH de 7.6, en una proporcién 1:5 (p/v). EI homogenizado se
centrifugd (centrifuga Eppendorf modelo 5810R) a 7000 xg por 20 minutos a
4°C. El sobrenadante se utiliz6 como el extracto que contiene a las proteinas

solubles.
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Electroforesis en Gel SDS-Poliacrilamida. Con el fin de evaluar si las
proteinas miofibrilares sufrieron alguna alteracion por la exposicion del camarén
blanco a diferente concentracién de FB1 se establecio el perfil electroféretico de
las proteinas.

Para la electroforesis el extracto de proteinas se mezclé6 con una
solucion amortiguadora en condiciones desnaturalizantes (ausencia de
mercaptoetanol), en una proporcion 1:3 (muestra:solucién amortiguadora). La
composicidon de la solucion amortiguadora fue la siguiente: 25% de TRIS-HCI
0.5 M, pH 6.8, 20% de glicerol, 40% SDS al 10%, 15% de agua deionizada y
0.03% azul de bromofenol.

Los analisis electroforéticos se realizaron de acuerdo al método de
Laemmli (1970), utilizando un equipo miniprotean Il (Bio-Rad Laboratorio
Chemical, Hercules, CA). Los geles superior y concentrador se prepararon al 4
y 10% de acrilamida, respectivamente. Se aplicaron 100 nug de proteina
presentes en el extracto de proteinas miofibrilares. La corrida de electroforesis
se llevd a cabo a temperatura de refrigeracion con un voltaje de 120. Las
bandas se tifieron con azul de Comassie al 0.1 % (p/v). Los geles obtenidos
fueron analizados en un analizador de imagenes (Bio-Rad).

Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB). Debido a que la estabilidad
de las proteinas de los camarones esta muy relacionada con las propiedades

gque el producto presente durante el procesamiento, el estudio del
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comportamiento térmico de las proteinas miofibrilares del musculo de camarén
puede ser importante para predecir la calidad final del producto (Ezquerra-
Brauer et al., 2004). Por lo anterior, se determino el comportamiento térmico de
las proteinas del musculo de camardn blanco cuando éste es expuesto a FB1,
utilizando la técnica de CDB. Se emple6é un Calorimetro Diferencial de Barrido
marca Perkin-Elmer DSC-7. Se tomd un organismo por cada tratamiento de
FB1 retirandosele la cascara manualmente y de la muestra se obtuvo del primer
segmento abdominal del muasculo entero. Las muestras se colocaron en
microcapsulas de acero inoxidable, selladas herméticamente con una
engragoladora marca Perkin Elmer. Las condiciones de corrida fueron:
velocidad de barrido de 10°C/min en un rango de temperatura de 26 a 124°C,
usando aire como referencia. La energia total de desnaturalizaciéon de las
proteinas, o sea, el cambio de entalpia, se midié por la integracion del area
bajo el pico. Se obtuvieron termogramas, entalpias (J/g) y temperaturas
maximas (°C) de las proteinas del musculo de camarén blanco cultivado
expuesto a la FB1.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM). Con el fin de observar
cambios en la estructura del musculo de camarén blanco cultivado se realizé un
analisis de microscopia electronica.

Debido que es una muestra biologica, es necesario fijar y extraer el agua
de la muestra antes de ser observadas en el microscopio, para hacerlo se

siguid la técnica descrita por Plascencia-Jatomea et al., (2003). Se tomaron
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porciones de 0.5 X 0.5 cm de musculo, a las cuales se les agreg6 1-2 ml de una
solucion de glutaraldehido al 5% (a 4 °C), donde se fijaron durante 24 h. Se
realizd una postfijacion en tetréxido de osmio al 1 % (a 4 °C) durante 2 h. Una
vez fijada la muestra, se procedié a deshidratar en soluciones de metanol (30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 %) durante 1 h. La porcion deshidratada de
muasculo se cubrié con carbon para después observarla con un microscopio
electrénico de barrido (JEOL JSM-5410LV).

Firmeza. La firmeza (textura) del musculo de los organismos marinos es
un importante atributo sensorial que determina la calidad o aceptacion de los
productos con alto valor comercial. Esta propiedad del musculo estaa
relacionada con la integridad de las proteinas miofibrilares (Ezquerra-Brauer et
al., 2004). Debido a esto se determiné si hay cambios en la textura del musculo
después de ser alimentado con dietas contaminadas con FB1. Para hacer esto
se cortd el masculo en porciones de 1 cm, se utilizd un texturometro (Chatillon
12-3b, Empire Scale Co., Sante Fe Springs, CA) con un punzén conico de 0.5
cm de diametro para evaluar la textura. La firmeza se reporta como las libras de

fuerza necesarias para romper el tejido (Dunajski, 1979).

Andlisis Estadistico

Se aplicé un analisis de varianza (ANDEVA) de una via a los datos de

crecimiento 'y supervivencia (transformados mediante arcoseno). Se
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identificaron las posibles diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos
mediante la prueba de Tukey’s.

Los datos obtenidos durante el almacenamiento en hielo se analizaron
usando un disefio de dos factores: tratamiento (cuatro niveles) y tiempo de
almacenamiento (cuatro niveles). Las variables respuesta fueron firmeza, CDB
y actividad enzimatica. Los datos fueron comparados mediante un analisis de
varianza de dos vias y con una comparacion de medias aplicando la prueba de
Tukey. Se trabajo con un nivel de significancia del 5%. Para el analisis de los

datos se utiliz6 el paquete estadistico JMP version 4.0.4.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Bioensayo

Tratamientos Experimentales

La idea central de este trabajo fue la de establecer el efecto de la
fumonisina B1 en varios indicadores de calidad del camarén blanco durante su
cultivo, asi como después de la cosecha. Por ello, primeramente se evalud la
concentracion final de este compuesto, el cual, como se mencioné en el
apartado de metodologia se realizd6 en un Laboratorio Comercial. La
concentracion final en las dietas para camaron fue menor a la esperada, 0, 0.2,
0.6 y 2 ug/g de fumonisina B1. Esto pudo deberse a que se utilizé harina de
maiz contaminada con FB1 en la cual la micotoxina no se encontraba
distribuida homogéneamente. Sin embargo, estudios anteriores sobre el efecto
de la FB1 en el camardn blanco (L. vannamei), la dosis mayor utilizada fue de 1
ug/g, encontrandose que a esta dosis se ve afectado el sistema inmune asi
como la actividad enzimatica y las proteinas miofibrilares (Burgos-Hernandez et
al., 2005; Mexia-Salazar, 2005), por lo que se esperaba detectar efectos
negativos sobre el desarrollo del organismo.
Control de Variables Fisicoquimicas y Desechos Nitrogenados

Durante el cultivo de cualquier especie es muy importante tener ciertos
controles, para asegurar el crecimiento y supervivencia de éstos (Frias-

Espericueta y Paez-Osuna, 2001). En este tipo de trabajos se debe tener
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especial cuidado con estos controles, para poder asi establecer el efecto que
posea algun factor externo, como el de las micotoxinas en la dieta. Las
condiciones de cultivo durante el bioensayo para evaluar el efecto de la
fumonisina B1 sobre el camardn blanco, L. vannamei, fueron 4.7 + 0.4 mg/L de
oxigeno disuelto, temperatura 28.9 + 0.3 °C, pH de 7.9 £ 0.3y 37.5 £ 0.5 %0 de
salinidad.

Los desechos nitrogenados fueron de 0.25 mg/L para el nitrdgeno
amoniacal y 2.1 + 1 mg/L para nitritos. Es importante monitorear estos
parametros debido a la toxicidad de los compuestos del nitrégeno excretado.
Frias-Espericueta et al. (2000) reportaron que los valores de nitrdgeno
amoniacal no deben ser mayores a 1.2 mg/L. Asimismo, Wickins (1976) reporta
gue los nitritos deben ser menores de 8.5 mg/L para evitar los efectos toxicos
de estos.

En base a lo anterior, se puede establecer que las condiciones de cultivo
durante el bioensayo fueron Optimas para el crecimiento del camaron blanco y
que cualquier efecto adverso que se llegue a detectar sera por la accion de la

fumonisina B1.

Evaluacion del Desempefio Bioldgico
Esta evaluacion se hizo en relacion al peso ganado, crecimiento y

supervivencia del camarén blanco durante el bioensayo. No hubo diferencia
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significativa en el peso inicial de los camarones, encontrandose entre 5.5y 5.7
+ 0.2 g (Figura 5). Asegurandose asi que se partio de organismos de la
misma talla, ya que se ha reportado que la talla del camaron tiene influencia en
la sensibilidad a las micotoxinas (Hlywka et al., 1997; Hartl y Humpf, 2000).

Al final del bioensayo el peso final del camarén (Figura 6) alimentado con
la dieta que contenia 0 pug/g de FB1 fue de 8.4 £ 1.2 g, mientras que para el que
fue alimentado con la dieta de 0.2 nug/g fue de 8.4 + 0.6 g, 7.9 £ 0.6 g para los
de la dieta con 0.6 ug/g de FB1 y 7.5 para los de la dieta con 2.0 ug/g de FBL1.
No se encontrd diferencia significativa (p<0.05) entre la ganancia en peso de los
camarones alimentados con O y 0.2 ug/g de FB1 (2.8 £+ 1.2 gy 25 + 0.7 g,
respectivamente). Sin embargo, entre la dieta con 0, 0.6 y 2.0 ug/g de FB1 si
hubo diferencia significativa (2.5 £ 0.7g, 2.3 £+ 0.6 gy 2 = 0.7g, respectivamente)
en el peso ganado por el camaron (Figura 7).

De acuerdo con los resultados obtenidos la FB1 afecta el crecimiento del
camarén blanco, obteniéndose un menor peso a medida que aumentaba la
dosis de FB1 en el alimento. Esto puede producir pérdidas significativas para el
camaronicultor debido a que el precio del camardon depende en gran medida de
su talla, por lo que es indispensable obtener un producto de buen tamafo. La
diferencia en el peso ganado del camardén con la dieta que no contenia FB1 y

la de 2.0 ug/g fue de 0.8 g. Suponiendo que en una granja se cosechen 500 ton
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Concentracion de FB1 (ug/9)

Figura 5. Peso del camardn blanco (L. vannamei) al inicio del bioensayo®.

!Letras iguales indican que no hay diferencia significativa (p>0.05).
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Peso final (gramos)
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8.5 - a
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Concentracion de Fumonisina B1 (ug/g)

Figura 6. Peso del camarén blanco (Litopenaeus vannamei) al final del
bioensayo®.

!Letras diferentes indican que hay diferencia significativa entre dosis (p>0.05).
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ab

Figura 7. Ganancia en peso del camarén blanco (Litopenaeus vannamei)
alimentado con dietas contaminadas con FB1'.

!Letras diferentes indican diferencia significativa entre dosis (p>0.05).
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de camarén (Granja Camaronicola Gloria, del estado de Nayarit), se tendria una
pérdida de 53.55 ton.

Resultados similares se han encontrado en peces como carpa, tilapia y
bagre cuando estos fueron alimentados con alimento contaminado con FB1. En
tilapia se redujo el crecimiento en un 29.0% cuando fue alimentada con dietas
gue contenian 70 mg/kg de FB1 (Tuan et al., 2003), mientras que en bagre se
ha reportado una reduccion en el crecimiento de hasta un 50% con dietas que
contienen 80 mg/kg FB1 (Lumlertdacha et al., 1995; Pepeljnjak et al., 2002;
Tuan et al., 2003).

La supervivencia de los camarones no se vio afectada por la inclusion de
FB1 en la dieta, ya que no se encontro diferencia significativa entre las dosis
(Figura 8). Esto podria indicar que si bien, la FB1 no causa la muerte del
camaron blanco cuando el alimento esta contaminado con hasta 2.0 ug/g de
FB1 el crecimiento si se ve afectado, causando una disminucion en éste de
hasta un 11%, pudiendo causar esto grandes pérdidas para el camaronicultor.

Las razones de porque se presenta esa menor tasa de crecimiento
pueden ser variadas. Se ha reportado que la presencia de algunas toxinas
presentes en los alimentos van alterar la actividad enziméatica en el camarén
(Burgos-Hernandez et al., 2005), teniendo probablemente como consecuencia
gue la proteina se destine para mantenimiento y no para crecimiento. También

hay reportes de que la fosfatasa alcalina se ve afectada por las micotoxinas, la
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Figura 8. Supervivencia del camaron blanco (Litopenaeus vannamei)
alimentado con dietas contaminadas con FB1'.

! etras iguales indica que no hay diferencia significativa entre dosis (p>0.05).
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cual juega un papel importante durante la fase de detoxificacion de los
organismos (Boonyaratpalin et al., 2001). Sin embargo faltaria realizar otro tipo
de estudios para esclarecer de qué manera afecta la presencia de la fumonisina

B1 el metabolismo de los camarones.

Analisis en el Musculo de Camarén Durante el Bioensayo

Ademas de las alteraciones en la ganancia en peso durante el
bioensayo, el musculo del organismo puede verse afectado por la presencia de
compuestos toxicos (Mexia-Salazar, 2005), relacionado esto principalmente con

las proteinas que conforman el tejido.

Concentracion de Proteina en el Mdasculo. En cuanto a la
concentracion de proteina soluble en el masculo se obtuvo lo siguiente, al inicio
se detectaron concentraciones de 206 mg/ml, posteriormente a los 15 dias de
bioensayo, ésta concentracion aumento significativamente (p<0.05), 526, 500,
828 y 644 mg/ml de proteina en los camarones alimentados con dietas que
contenian 0, 0.2, 0.6 y 2.0 ug/g de FB1, respectivamente (Figura 9). Siendo
mas notorio este aumento en los organismos alimentados con 0.6 y 2 ug/g de
FB1. Este incremento sugiere por un lado que los organismos estaban
creciendo. Sin embargo, debido a que los camarones alimentados con dietas

conteniendo FB1, mostraron una menor tasa de crecimiento, también hace
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Figura 9. Efecto de la FB1 sobre las proteinas del masculo de camardn blanco
(Litopenaeus vannamei).
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suponer que la presencia de ésta micotoxina indujo alteraciones en el sistema
de aprovechamiento de la proteina, ya que al final del bioensayo los valores
detectados en los camarones alimentados con la dieta control, es decir en
ausencia de FB1, permanecieron constantes (526 mg/ml). En los organismos
alimentados con 0.2, 0.6 y 2.0 ug/g de FB1 se detectdé una aparente
disminucion en la concentracion de la proteina 194, 446 y 326 mg/ml,
respectivamente.

El comportamiento antes mencionado, hace suponer que la FB1 causé
alteraciones estructurales, con lo cual se vieron afectadas las interacciones
entre proteinas, ocasionando una menor solubilizacion de éstas en las
soluciones salinas que se utilizan para extraerlas (Sriket et al., 2007).

Este tipo de fendbmeno se ha detectado por la accién de toxinas de
algunas bacterias en seres humanos, las cuales inducen cambios en las
superficies celulares (www.chembio.uoguelph.ca/merrill/research). También,
como se menciond anteriormente probablemente la FB1 esta alterando las
enzimas que participan en el metabolismo energético de los camarones,
induciendo cambios como los mencionados anteriormente. De nueva cuenta, ya
gue este tipo de trabajos son practicamente pioneros en el estudio de
camarones, es necesario realizar mas estudios para esclarecer como afecta la

FB1 a las proteinas del musculo de camaron.
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Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB). Se evalud la estabilidad de
las proteinas del camardén blanco cuando éste es alimentado con dietas
contaminadas con FB1 mediante la técnica de CDB. Esta técnica mide la
cantidad de energia que se desprende o absorbe cuando la muestra es
calentada, enfriada o mantenida a temperatura constante (Rouzaud et al.,
1995).

Los termogramas del musculo de camardn blanco presentaron tres picos
endotérmicos, los cuales correspondes a las transiciones de la miosina (pico 1)
proteinas del estroma y/o sarcoplasmaticas (pico Il) y actina (pico IIl) (Paredi et
al., 1996; Rivas-Vega et al., 2001; Ramirez-Olivas et al., 2004). Al inicio del
bioensayo la temperatura maxima (Tmax) del pico de la miosina fue de 52°C con
una entalpia de 0.11 J/g; en el pico Il la Tnax fue de 71°C con una entalpia de
0.11, y para el pico lll la Tnax fue de 85 con una entalpia de 0.2 J/g.

A los 15 dias del bioensayo se detectaron también 3 picos endotérmicos
(Tabla 1). En el pico | se obtuvieron Tyax de 51°C, 51°C, 50.5°C y 50.5°C para
los camarones alimentados con 0 ug/g, 0.2 pg/g, 0.6 ug/g y 2.0 ug/g de FB1
respectivamente. Como se puede apreciar hubo una disminucion en la
temperatura maxima, sin embargo se requiere una mayor cantidad de energia
para desnaturalizarla, ya que las entalpias fueron de 0.54 J/g para los
camarones alimentados sin FB1, 0.64 J/g para los que fueron alimentados con

0.2 ug/g, 0.70 J/g cuando la dieta contenia 0.6 ug/g de FB1 y 0.85 J/g en los
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camarones alimentados con la dieta con 2.0 ug/g de FB1. No hubo diferencia
significativa entre la entalpia al inicio del bioensayo y las entalpias obtenidas a
los 15 dias en los camarones alimentados con las diferentes dosis de FB1, pero
si se encontraron diferencia significativa en las entalpias entre las dosis.

Conforme aumentd la cantidad de FB1 en el alimento, la energia que se
requirid para desnaturalizar a la miosina fue mayor. Estos resultados coinciden
con los reportados por Mexia-Salazar (2005), quien después de alimentar al
camarén blanco (L. vannamei) por 8 dias con dietas contaminadas con FB1,
observ6 un aumento en la entalpia de la dieta que tenia la mayor concentracion
de FB1 (1nug/g).

Cuando finalizé el bioensayo (30 dias), en el pico | correspondiente a la
miosina, se tuvo una Tmax Y entalpia de 50.5°C y 0.55 J/g respectivamente para
el camardn alimentado con 0 ug/g de FB1. Para los organismos alimentados
con FB1 se presentaron los siguientes valores: 0.2 ug/g de FB1 a 51°C y 0.61
J/g; 0.6 ug/g de FB1 a 51°C y 0.83 J/g; finalmente con 2.0 ug/g, 50°C y 0.93 J/g.
Al igual que a los 15 dias de bioensayo, la temperatura maxima fue menor a la
de los camarones al inicio del bioensayo, mientras que la entalpia aumento
segun iba aumentando la concentracion de FB1 en la dieta. No se detecto
diferencia significativa (p>0.05) entre las entalpia al inicio del bioensayo y al
final del mismo. Sin embargo, si se obtuvo diferencia significativa (p<0.0.5)

entre las dosis (Tabla 1). El hecho de que se hubiese requerido una mayor
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Tabla 1. Temperatura maxima y entalpias de desnaturalizacion de las proteinas
del masculo de camarén blanco (Litopenaeus vannamei) alimentado con dietas
contaminadas con fumonisina B1 durante el bioensayo.

Pico | Pico Il Pico Il
Concentracion
de FBlen la
dieta Entalpia Tmax Entalpia Tmax Entalpia Tmax
(ng/g) (J/9) (°C) (J/9) (°C) (J/9) (°C)
Inicio Bio 0.112 522 0.112 71 0.22 85
Bio 15
0 FB1 0.54° 502 ND ND ND ND
0.2 FB1 0.64° 512 8.2 E-02° 712 0.11° 852
0.6 FB1 0.70¢ 502 9.4 E-02° 712 0.18% 852
2.0 FB1 0.85°¢ 502 0.34% 58° 0.27% 852
Bio 30
0 FB1 0.55° 50.52 0.14% 702 0.13% 842
0.2 FB1 0.61° 512 0.112 672 0.102 832
0.6 FB1 0.83°¢ 512 0.202 702 0.13% 832
2.0 FB1 0.93°¢ 502 0.14% 702 0.172 842

ND = No detectado
% Letras iguales entre renglones indica que no se encontro diferencia significativa (p>0.05).
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energia para desnaturalizar a la miosina presente en el musculo de los
camarones alimentados con FB1, no necesariamente significa que esta sea
mas estable. Este comportamiento puede atribuirse a que la presencia de la
FB1 esta causando alteraciones conformacionales en las proteinas, como ya
se menciond anteriormente. Esto se puede relacionar con el menor desarrollo
detectado en los organismos alimentados con FB1l. Sin embargo, para
determinar de qué manera afectan la FB1 a las proteinas del camaron es
necesario realizar otro tipo de estudio, como un analisis de infrarrojo para ver el
tipo de interacciones que se estan dando.

Electroforesis en gel SDS-Poliacrilamida. EI tipico patrén
electroféretico de las proteinas miofibrilares consiste en 2 bandas principales, el
de la cadena pesada de la miosina y la actina (Sotelo et al., 2000). En el perfil
electroféretico del camardon blanco (L. vannamei) alimentado con dietas
conteniendo diferentes dosis de FB1 se observo este patron. En la Figura 10 se
observa el densitograma del gel obtenido con los camarones al inicio del
bioensayo. La banda a los 200 kDa corresponde a la cadena pesada de
miosina (CPM), a los 45 kDa se detecta la actina, las bandas detectadas en el
rango de 20 a 30 kDa se han atribuido a la cadena ligera de miosina (CLM)
(Crupkin et al., 1982; Stefansson y Hultin, 1994; Sotelo et al., 2000).

A los 15 y 30 dias de bioensayo se observé el mismo patron
electroféretico en los geles de los extractos de camarones alimentados con

dietas conteniendo diferente dosis de FB1, se logré observar la banda de la
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Figura 10. Densitograma de las proteinas del camarén blanco (Litopenaeus
vannamei) al inicio del bioensayo.
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cadena pesada de miosina, de la actina y de la cadena ligera de miosina
(Figuras 11, 12,13y 14).

A pesar de que no se apreciaron cambios en los geles realizados,
cuando éstos fueron analizados en un densitometro se detecté que la densidad
Optica de las bandas presentaba ligeras diferencias en la intensidad de las
mismas, principalmente en la correspondiente a la cadena pesada de miosina.
La densidad O6ptica estd directamente relacionada con la concentracion de
proteina en la banda (Sotelo et al., 2000). En cuanto a la banda correspondiente
a la actina, estd permanecio sin cambios. Se ha reportado anteriormente que
esta fraccion proteica es mas estable que la miosina y el colageno (Mexia-
Salazar, 2005). Estos resultados sugieren que la principal fraccidn proteica

afectada por la presencia de FB1 en la dieta es la miosina.

Firmeza. Como se menciono en el apartado de materiales y métodos,
la resistencia al corte (o firmeza) del mudsculo de camardn, es un importante
atributo sensorial, el cual esta relacionado con la integridad de las proteinas
miofibrilares asi como con las proteinas del tejido conectivo. Al medir la
resistencia al corte de los camarones durante el bioensayo, se encontré que
esta fue aumentando. Se ha reportado que el crecimiento del camaron involucra
un incremento en el tamafo de las fibras musculares por lo cual se requerira
mayor fuerza para romper el tejido conforme el organismo se vaya

desarrollando (Dunajski, 1979).
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Figura 11. Densitogramas de las proteinas del camaron blanco (Litopenaeus
vannamei) alimentado con dietas conteniendo diferente dosis de fumonisina B1
a los 15 dias del bioensayo.
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Figura 12. Densitogramas de las proteinas del camaron blanco (Litopenaeus
vannamei) alimentado con dietas conteniendo diferente dosis de fumonisina B1
a los 15 dias del bioensayo.
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Figura 13. Densitogramas de las proteinas del camaron blanco (Litopenaeus
vannamei) alimentado con dietas conteniendo diferente dosis de fumonisina B1
a los 30 dias del bioensayo.
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Figura 14. Densitogramas de las proteinas del camaron blanco (Litopenaeus
vannamei) alimentado con dietas conteniendo diferente dosis de fumonisina B1
a los 30 dias del bioensayo.
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En el camaron, al inicio del bioensayo presentd una firmeza fue de 0.483
+ 0.12 Ib/fuerza; cuando se midié la firmeza al camarén a los 15 dias del
bioensayo esta fue de 0.610 £ 0.12 Ib/fuerza, 0.670 + 0.033 Ib/fuerza, 0.635 *
0.15 Ib/fuerza y 0.701 £ 0.10 Ib/fuerza para los camarones alimentados con
dietas conteniendo O pg/g, 0.2 upg/g, 0.6 pg/g y 2.0 pg/g de FB1,
respectivamente.

Al medir la firmeza a los 30 dias de bioensayo, los resultados para la
dieta sin FB1 fueron de 0.780 *= 0.18 Ib/fuerza, siendo similares a la de los
organismos alimentados con dietas conteniendo FB1, ya que cuando se tenian
0.2 ug/g de FB1, el valor detectado fué de 0.715 * 0.062 Ib/fuerza, de 0.88 +
0.20 en los de la dieta con 0.6 ug/g FB1, y de 0.755 + 0.08 Ib/fuerza para los de
2.0 ug/g de FB1. En la Figura 15 se muestra la gréafica de la resistencia al corte
del camaron blanco durante el bioensayo.

Como se puede observar en la grafica durante los primeros dias del
bioensayo se dié un incremento en la resistencia al corte, de igual manera a los
30 dias se observo un aumento en la firmeza en los diferentes tratamientos
evaluados. Se detectd una aparente mayor resistencia al corte en los
organismos alimentados con 0.6 ppm FB1, sin embargo los resultados no
fueron estadisticamente diferentes (p<0.05). Esto sugiere que a pesar de que
se observaron cambios en el crecimiento y en la solubilidad de las proteinas,
estos cambios no afectaron a la firmeza, probablemente se requiera mas tiempo

0 mayores dosis de exposicion para que los cambios pudieran detectarse.
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Figura 15. Resistencia al corte del camardn blanco (Litopenaeus vannamei)
alimentado con dietas contaminada con diferentes dosis de fumonisina B1.
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Determinacion de la Actividad Enziméatica en Hepatopancreas

Se determind la actividad de la enzima tripsina y de proteasas totales
en hepatopancreas de los camarones después de haber sido alimentados por
30 dias con dietas contaminadas con diferente dosis de FB1, ya que se ha
reportado que las micotoxinas causan alteracion en el funcionamiento de las
enzimas digestivas (Burgos-Hernandez et al., 2005).

El camardn realiza la degradacion del alimento por accién de las
enzimas digestivas procedentes del hepatopancreas, estas enzimas son
proteasas, carbohidrasas y lipasas principalmente. Debido a que estos
organismos utilizan las proteinas para mantenimiento, crecimiento y como
fuente de energia las proteasas juegan un papel importante en su metabolismo
(Cruz-Suarez, 1998; Yan et al., 1997; Burgos-Hernandez et al., 2005).

Se ha reportado en el camarén, actividad de enzimas proteolitcas
tales como tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidasas A y actividad tipo-pepsina
(Yan et al., 1994; Cruz-Suarez, 1998; Ceccaldi, 1997). La tripsina representa
por si sola el 60% de la actividad proteasica del hepatopancreas del camaron;
por lo cual ésta enzima es de suma importancia para el correcto desarrollo del
organismo (Cruz-Suarez, 1998; Burgos-Hernandez et al., 2005).

Bajo las condiciones de este estudio no hubo diferencias
significativas (p<0.05) en la actividad de tripsina, ni en la actividad de proteasas

totales (p<0.05) del hepatopancreas del camardn alimentado con dietas
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contaminadas con diferentes dosis de FB1 (0, 0.2, 0.6 y 2.0 ug/g) (Tabla 2).
Estos resultados coinciden en cuanto a la actividad de tripsina se refiere, con
los reportados por Burgos-Hernandez et al. (2005) quienes encontraron que la
FB1 no afectaba la actividad de esta enzima cuando fue expuesta a diferente
concentracion de la micotoxina (0.25, 0.5, y 1.0 pg/g).

Estos resultados nos indican que bajo las condiciones de este
estudio, no se ve afectada la actividad de las principales enzimas digestivas. Tal
vez éste metabolito esta afectando otro tipo de enzimas relacionadas con la
utilizacién de proteinas, ocasionando con esto los cambios en estabilidad de las

proteinas y crecimiento del camarén mencionados anteriormente.

Almacenamiento en Hielo

Analisis en el Musculo de Camaron Durante el Almacenamiento en Hielo

Una vez concluido el bioensayo los camarones fueron cosechados y
almacenados en hielo, ya que es frecuente la utilizacion de este para
conservarlos cuando son comercializados inmediatamente después de su
cosecha, o bien, mientras son transportados a las plantas donde seran
procesados.

Concentracion de Proteina en el Mduasculo. Al hacer esta
determinacion se obtuvo que en el camardn recién cosechado, la

concentracion de proteina era de 526, 194, 446 y 326 mg/ml cuando fueron
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Tabla 2. Actividad enzimatica del hepatopancreas del camardon blanco (Litopenaeus vannamei) alimentado con dietas
contaminadas con fumonisina B1.

Proteasas Tripsina
Concentracion de mg Proteina

FB1 en

la dieta Unidades U especificas Unidades U especificas

(ng/g)

0 FB1 0.262 0.1150 + 0.0032 0.4389 + 0.012 0.013 + 0.00112 0.169 + 0.012
0.2 FB1 0.215 0.1154 + 0.0162 0.5369 + 0.082 0.011 + 0.00032 0.177 £ 0.012
0.6 FB1 0.253 0.1161 +0.0122 0.4588 + 0.052 0.014 + 0.00162 0.189 + 0.022
2.0FB1 0.253 0.0874 + 0.0042 0.3453 + 0.022 0.012 + 0.00092 0.167 £ 0.012

Unidades = Absygnm/min

U especificas = Abs,,onm/min/mg proteinas

Promedio de tres determinaciones

Diferentes letras entre renglones indican diferencias significativas (p<0.05)



alimentados con 0, 0.2, 0.6 y 2.0 ug/g de FB1, respectivamente. Se detectd un
incremento en la concentracion de proteina después de 4 dias de
almacenamiento, el cual no fué estadisticamente significativo entre dosis
(p>0.05). Después se observé una disminucion en la proteina, la cual se
mantuvo constante hasta los 12 dias de almacenamiento. De nueva cuenta no
se detecto diferencia significativa en los valores entre dosis (Figura 16).

Se ha reportado que durante los primeros dias del almacenamiento
en hielo de organismos marinos se da una hidrélisis de las proteinas
miofibrilares causada principalmente por enzimas proteoliticas enddgenas,
como catepsinas y calpainas (Benjakul et al., 1997; Martinez et al., 2001; Tironi
et al., 2002; Yongswawatdigul y Park, 2002). Esta pérdida en la integridad de
las proteinas miofibrilares indica un desdoblamiento parcial de éstas, lo cual
puede contribuir a que incremente la concentracién de proteina soluble. Al
darse este desdoblamiento algunos grupos hidrofébicos son expuestos en la
superficie molecular, pudiéndose dar interacciones entre dichos grupos
viéndose reflejado esto en una disminucién de la solubilidad de las proteinas
(Yongswawatdigul y Park, 2002; Sriket et al., 2007).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observaron modificaciones
en la extraccion de proteinas durante el almacenamiento en hielo, dichas
modificaciones ocurren normalmente durante el almacenamiento en hielo, esto

nos sugiere que la presencia de FB1 en las dietas del camardn blanco no afecto
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Figura 16. Efecto de la fumonisina Blsobre la concentracion de proteina del
musculo de camaron blanco (Litopenaeus vannamei)
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la solubilizacién de las proteinas durante el almacenamiento en hielo, al menos
bajo las condiciones de este estudio.

Calorimetria Diferencial de Barrido (CBD). En lo que respecta a las
propiedades térmicas de las proteinas del camardn durante el almacenamiento
en hielo, se encontraron al igual que en el bioensayo, tres picos endotérmicos,
los cuales coinciden con los reportados para miosina (pico 1), proteinas
sarcoplasmaticas y/o estromales (pico Il) y actina (pico Ill) (Paredi et al., 1996;
Rivas-Vega et al., 2001; Ramirez-Olivas et al., 2004).

Al inicio del almacenamiento se obtuvo para el pico correspondiente a
la miosina (pico I) una entalpia de 0.55 J/g en el camar6n alimentado con la
dieta conteniendo 0 pg/g de FB1; para el que fue alimentado con 0.2 pg/g de
FB1 la entalpia fue de 0.61 J/g; de 0.83 y 0.93 J/g para los camarones
alimentados con dietas contaminadas con 0.6 y 2.0 ug/g de FB1,
respectivamente. Después de ser almacenados en hielo por 12 dias se
encontraron entalpias de 0.22, 0.55, 0.58 y 0.55 J/g para los camarones
alimentados con 0, 0.2, 0.6 y 2.0 pg/g de FB1 respectivamente (Tabla 3).

Se observé un efecto significativo del tiempo de almacenamiento
sobre las entalpias de transicion de los 3 picos encontrados en los termogramas
del camaron blanco, ya que entre muestreos se detecto diferencia significativa
en la entalpia (p<0.05), independientemente de la dosis de FB1 suministrada
en la dieta del camaron, la cual tendié a disminuir conforme aumentaba el

tiempo de almacenamiento en hielo.
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Tabla 3. Temperatura maxima y entalpias de desnaturalizacion de las proteinas del
muasculo de camardén blanco (Litopenaeus vannamei) alimentado con dietas
contaminadas con fumonisina B1 durante el almacenamiento en hielo.

Pico | Pico Il Pico Il
Concentracion
de FB1
en laDieta Entalpia  Tmax Entalpia Tmax Entalpia Tmax
(ng/9) (J/g) (°C) (J/g) (°C) (J/g) (°C)
Alm O
0 FB1 0.55% 50.5% 0.582 712 0.45% 852
0.2 FB1 0.612 512 0.142 722 ND ND
0.6 FB1 0.83° 512 0.382 712 0.11° 80%
2.0 FB1 0.93° 502 0.172 702 0.11° 852
Alm 12
0 FB1 0.22¢ 492 0.14° 702 0.13° 842
0.2 FB1 0.552 482 0.11° 67° 0.10° 832
0.6 FB1 0.58°¢ 492 0.20° 702 0.13° 832
2.0 FB1 0.55°¢ 492 0.14° 702 0.17° 842

Promedio de tres determinaciones
ND = No detectado
% Letras diferentes entre renglones indica que se encontré diferencia significativa (p<0.05).

75



Estos resultados encontrados por CDB pueden relacionarse con los
observados en concentracidon de proteina, ya que conforme transcurre el tiempo
de almacenamiento la proteina requiere mayor energia para ser
desnaturalizada y se esta extrayendo una menor concentracion de proteina, lo
cual puede relacionarse con agregacion  proteica como Se menciono
anteriormente.

Electroforesis en Gel SDS-Poliacrilamida. Durante el
almacenamiento en hielo se obtuvo el tipico patron electroforetico para
proteinas miofibrilares. En las figuras 17 y 18 se muestran los densitogramas
obtenidos para los camarones al inicio del almacenamiento en hielo. Al igual
qgue en la electroforesis hecha durante el bioensayo, el perfil electroforetico
encontrado cuando los camarones fueron alimentados con diferentes dosis de
FB1 fué el mismo. Cuando estas fueron analizadas en el densitbmetro no se
encontré diferencia en cuanto a la intensidad de las bandas entre dosis. Como
se mencion0d anteriormente, dicha intensidad esta relacionada con la
concentracion de proteina en la banda (Sotelo et al., 2000). En las figuras 19 y
20 se muestran los densitogramas obtenidos para los camarones almacenados
por 12 dias en hielo, encontrandose una disminucion en la intensidad de las
bandas, con respecto a la de 0 dias de almacenamiento, sin presentarse
cambios en la intensidad de las bandas entre dosis de FB1 administrada en la

dieta.
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Figura 17. Densitogramas de las proteinas del camaron blanco (Litopenaeus
vannamei) alimentado con dietas conteniendo diferentes dosis de FB1 al inicio
del almacenamiento en hielo
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Figura 18. Densitogramas de las proteinas del camaron blanco (Litopenaeus
vannamei) alimentado con dietas conteniendo diferentes dosis de FB1 al inicio
del almacenamiento en hielo
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Se ha reportado que la intensidad de la banda de la cadena pesada
de la miosina va disminuyendo conforme avanza el tiempo de almacenamiento
en hielo, debido a la accién de las enzimas proteoliticas propias del musculo de
camaron (Yongswawatdigul y Park, 2002; Ramirez-Olivas et al., 2004). Esto
sugiere que la proteinas sufrieron modificaciones debido al almacenamiento en
hielo independientemente de la dieta suministrada a los camarones durante el
bioensayo.

Firmeza. Esta propiedad del musculo de camardén juega un papel
muy importante en la aceptacion de éstos en el mercado, ya que es un reflejo
de la calidad del producto (Dunajski, 1979).

Al inicio del almacenamiento se obtuvo una resistencia al corte de
0.78 £ 0.18 Ib/fuerza para el camaron alimentado con 0 pg/g de FB1, 0.71 £
0.06, 0.8 £ 0.20 y 0.75 £ 0.08 Ib/fuerza cuando estos fueron expuestos a 0.2,
0.6 y 2.0 pg/g de FB1, respectivamente. Después de 12 dias de
almacenamiento en hielo los resultados obtenidos fueron de 0.61 + 0.13, 0.77
0.14,0.74 £ 0.21y 0.68 = 0.23 Ib/fuerza para las camarones alimentados con
0,0.2,0.6 y 2.0 ug/g de FB1, respectivamente.

Durante el almacenamiento en hielo se vio una tendencia a disminuir
la resistencia al corte del musculo de camaron (Figura 21), la cual se detect6
desde los 4 dias de almacenamiento. No se encontré diferencias significativa
(p>0.05) entre la disminucién de la firmeza y la dosis de FB1 con la que fueron

alimentados los camarones durante el bioensayo.
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Figura 21. Resistencia al corte durante el almacenamiento en hielo del camarén
blanco (Litopenaeus vannamei) alimentado con dietas contaminadas con
diferentes dosis de fumonisina B1.
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Se ha reportado una disminucién de la resistencia al corte durante el
almacenamiento en hielo, la cual se ha atribuido principalmente a la accién de
la enzimas sobre las proteinas del masculo (Roth et al., 2002; Ramirez-Olivas
et al., 2004). Esta disminucion en la textura a los 4 dias de almacenamiento se
puede relacionar con el aumento detectado en la extraccion de proteinas, ya
gue la firmeza esta relacionada principalmente con los cambios en las proteinas
durante el almacenamiento. Ademas, que los mecanismos involucrados en el
ablandamiento del musculo se consideran de tipo fisicoquimico y enzimético
(Dunajski, 1979, Ezquerra-Brauer et al., 2004). Por lo cual, bajo las condiciones
de este estudio, la FB1 en la dieta con la que fué alimentado el camarén blanco,
no tuvo efecto sobre la pérdida de firmeza en el muasculo durante el
almacenamiento en hielo.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM). Se realiz6 esta
determinacion para observar los cambios en la estructura de las fibras
musculares. En las figuras 22 y 23 se muestran las micrografias del camarén al
inicio del almacenamiento en hielo. En el musculo del camardn alimentado con
la dieta que no contenia FB1 (Figura 22a) se observan fibras ordenadas, bien
estructuradas y compactas. Los espacios que se ven en la micrografia son
debidos al tratamiento que se le di6 a la muestra, la cual fué sometida a
criofractura para ser observada en el microscopio electronico.

La figura 22b corresponde a la micrografia de musculo del camaron

alimentado con 0.2 pg/g de FB1, se observa que la fibora se mantiene
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ordenada y estructurada. Sin embargo, cuando el camaron fue expuesto a una
dieta con 2.0 ug/g de FB1 (Figura 23b), se observa como empiezan a
desaparecer los bordes de las fibras, ya no se presenta la forma estriada de la
fibra muscular, aunque no se detecta que se este dando una separacion en las
fibras.

Relacionando los resultados obtenidos en la evaluacion del
crecimiento, donde se presentd una disminucién en el crecimiento de los
camarones alimentados con 2.0 ug/g de FB1, ademas de que su estabilidad
térmica y perfil electroféretico se vio alterado, al ver a nivel microscopico, se
observa que efectivamente la fibra muscular empieza a presentar alteraciones.

Después de almacenar en hielo el musculo de camardn por 12 dias
(Figura 24 y 25), se observa que en el musculo de camarén alimentado con 0
ug/g de FB1 (24a), aun se ven las fibras ordenadas y sin separaciones
evidentes. Sin embargo, es evidente que ya no se encuentra bien estructurada.
En las figuras 24b, 25a y 25b se muestran las micrografias del musculo de
camaron expuesto a 0.2, 0.6 y 2.0 pug/g de FB1, respectivamente. De nueva
cuenta se observan fibras ordenadas, sin embargo, ya perdio la estructura que
tenia al inicio del almacenamiento en hielo. Estas alteraciones en la estructura
pueden ser debido a los cambios que sufre el muasculo durante el
almacenamiento en hielo. Ya que como se menciond anteriormente, no se
detectaron a nivel macroscopico cambios en las proteinas debido a la FB1

durante el almacenamiento en hielo, por lo cual no es posible asegurar que
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las alteraciones a nivel microscépico que se estan observando, sean debido a la
accion de la toxina. Por lo cual es necesario llevar acabo mas estudios, como
resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de Raman, entre otras,
con las cuales se pueden determinar las interacciones de las proteinas con la
fumonisina B1 y asi esclarecer bien el efecto de esta sobre las proteinas del

musculo de camarén blanco.
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Figura 22. Micrografia del masculo de camarén blanco (Litopenaeus vannamei)
alimentado con: a) 0 pg/g de FB1, y b) 0.2 ug/g de FB1 al inicio del
almacenamiento en hielo. 86



Figura 23. Micrografia del masculo de camarén blanco (Litopenaeus vannamei)
alimentado con: a) 0.6 pg/g de FB1, y b) 2.0 ug/g de FB1 al inicio del
almacenamiento en hielo.
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Figura 24. Micrografia del masculo de camarén blanco (Litopenaeus vannamei)
alimentado con: a) 0 ug/g de FB1, y b) 0.2 ug/g de FB1 después de 12 dias de
almacenamiento en hielo. 88
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Figura 25. Micrografia del musculo de camarén blanco (Litopenaeus vannamei)
alimentado con: a) 0.6 pg/g de FB1, y b) 2 ug/g de FB1 después de 12 dias de
almacenamiento en hielo. 89



CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este estudio se logré establecer el efecto de la
adicion de la fumonisina B1 en el alimento sobre el crecimiento, superviviencia y
vida de anaquel del musculo del camarén blanco cultivado.

Durante el bioensayo se detectd que la fumonisina B1 en la dieta del
camaron afecto el crecimiento pero no la supervivencia del organismo evaluado.
Ademas, se observo que la adicién de la fumonisina B1 en la dieta indujo
cambios en la concentracion y propiedades térmicas de las proteinas presentes,
sin alterar el perfil electroféretico en el musculo. Los cambios detectados en las
proteinas por la adicién de la fumonisina no tuvieron un efecto sobre firmeza del
musculo del camarén inmediatamente después de la cosecha.

Se obtuvo que la adicién de la fumonisina B1 en la dieta no afecto la
actividad de tripsina ni de proteasas totales.

Durante el almacenamiento la presencia de fumonisina B1 en la dieta
con la que fue alimentado el camardn, no tuvo un efecto sobre el musculo
mantenido en hielo durante 12 dias.

Lo anterior indica que la adicion de la fumonisina B1 afecto el desarrollo
del camardn durante su cultivo, pero esto no impacto en su vida de anaquel

durante el almacenamiento en hielo.
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RECOMENDACIONES

Debido a que el bioensayo solo se llevd acabo por 1 mes, seria
conveniente realizar un estudio del efecto de la fumonisina Bl sobre el
crecimiento y supervivencia del camarén blanco (Litopenaeus vannamei)
durante un periodo de cultivo més largo. Asi como utilizar dosis mas altas de de
micotoxina.

Asi mismo realizar estudios mas detallados acerca del efecto de la
fumonisina B1 sobre las proteinas del musculo cuando el organismo esta en
crecimiento, seria conveniente estudiar también el efecto de esta micotoxina
sobre el metabolismo del camaron.

También seria interesante realizar estudios durante tiempos de
almacenamiento mas prolongados, para determinar si a largo plazo sigue sin

tener efecto la fumonisina B1 sobre el musculo de camaron.
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