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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto dietario de diferentes concentraciones de harina de Marigold
(Calendula officinalis) en la pigmentacion de camarones machos adultos de Cryphiops caementarius.
Se utilizaron camarones procedentes del Rio Pativilca - Regidon Lima, de 6,50 cmy 9,23 g. Se
emplearon: Dietas con 0, 100, 200, 300 mg kg™ de harina de flor de marigold, cada uno con cuatro
repeticiones. Se utilizaron 8 acuarios de vidrio 55 L de volumen util. Se emplearon recipientes
individuales de cultivo dentro de los acuarios con sistema de recirculacion de agua tipo air-water-lift
con filtro biol6gico de goteo. En cada recipiente individual se sembr6 un camarén (32 camarones m’
2), La dieta con 300 mg kg™ con harina de flor de marigold ocasioné mayor pigmentacione intensa
coloracién tanto en crudo como en cocido. En el experimento se demostrd que la inclusion de harina

de marigold en la dieta se logra la pigmentacién del camardn C. caementarius.

Palabras clave: Marigold, carotenos, pigmentacion, camarén, Cryphiops.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of different dietary concentrations of flour Marigold
(Calendula officinalis) in the pigmentation of male adult shrimp Cryphiops caementarius. Lima
Region, 6,50 cm and 9,23 g shrimp from Pativilca river were used. Were used: diets with 0, 100, 200,
300 mg kgt of marigold flower flour, each with four replicates 55 | glass aquaria useful volume were
used. Individual culture vessels were used in aquariums with water recirculation system type Air-
water-lift with biological trickling filter. In each individual container a shrimp (32 shrimp m2) was
planted. The diet with 300 mg kg* with marigold flower flour pigmentaciéne caused more intense
staining both raw and cooked. The experiment showed that marigold meal inclusion in the diet C.

caementarius pigmentation shrimp is achieved.

Key words: Marigold, carotenes, pigmentation, shrimp, Cryphiops.
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I.  INTRODUCCION

El camaron de rio C. caementarius (Molina 1782), es una especie endémica de los rios de la
Vertiente Occidental, habita los cuerpos de agua I6ticos costeros del Per( al sur del rio Chancay-
Lambayeque hasta el norte chileno hasta los 32°55" S (Elias, 1966; Bahamonde & Vila, 1971;
Meruane, et al. 2006).

Las mas altas poblaciones de este crusticeo se encuentran en los rios del departamento de
Arequipa, principalmente en Ocofia, Majes-Camana y Tambo. En su distribucion altitudinal ha
sido hallado desde el nivel del mar hasta los 1400 msnm, en el rio Pativilca. Estos son extraidos
y recolectados por las comunidades de pescadores artesanales localizados en toda la costa de las
regiones de Ica, Arequipa, Moquegua y Tacna (Zacarias et al., 2008). El analisis de la serie
histdrica de volimenes de captura de la region Arequipa ha mostrado en las dos ultimas décadas
un descenso paulatino de los mismos, especialmente por la explotacién clandestina con extraccion
desmedida del recurso. Esto ha provocado la reduccion del tamafio de las poblaciones de este
crustaceo y la disminucidn de la talla de los ejemplares que son extraidos para la comercializacién.
Existen restricciones en cuanto a la talla minima de captura, la cual impide extraer ejemplares
menores de 70 mm de longitud total (Zacarias et al., 2008). En la Region de Ancash, se conoce
de la extraccién de C. caementarius en los rios Santa, Lacramarca, Casma y Pativilca desde donde
se abastece a los mercados de cada localidad, pero existe control de la extraccion y por tanto no

se cuenta con registros oficiales que permitan cuantificar su pesqueria.

C. caementarius es una especie con un valor econémico y gastronémico elevado por lo que
es reconocida como una especie de importancia comercial en el Pert (Yépez & Bandin 1997). El
valor de mercado de camaron es predominante ya que se basa en el color de su cuerpo (Lorenz,

1998). Esta caracteristica hace que esta especie tenga un alto valor comercial y de produccion.

Los pigmentos carotenoides estan ampliamente distribuidos entre los seres vivos. En los
animales, los carotenoides son incorporados a través de la dieta y se almacenan en el tejido
adiposo sin transformarse (Meyers et al., 2000). En ocasiones, algunos carotenoides como la
astaxantina, se unen a proteinas originando unos compuestos conocidos como carotenoproteinas,
lo cual ocurre en ciertos crustaceos. Las carotenoproteinas confieren a estos animales colores
verdosos o azulados, si bien cuando estos complejos se desnaturalizan durante el cocinado se pone

de manifiesto el color rojo del carotenoide (Meléndez et al., 2004).

Los carotenoides son compuestos responsables de la coloracion de gran nimero de alimentos
vegetales y animales (Meléndez et al., 2004) y se sabe que algunos de estos compuestos, como o
y B-caroteno, asi como la B-criptoxantina, son provitaminas A (Meyers et al., 2000); ademas,

estudios recientes han puesto de manifiesto las propiedades medicinales de estos pigmentos.



Los carotenoides son los principales pigmentos de muchos animales acuaticos (Torissen,
1989). Sin embargo la coloracion del cuerpo de los crustaceos es principalmente dependiente de
la presencia de los pigmentos en los cromatoforos epidérmicos y en el exoesqueleto (Meyers,
2000). Por consiguiente, el grado de pigmentacion de la carne es un factor preponderante en la
determinacion del precio de este producto en el mercado, en cualquier forma de presentacion;
siendo el sitio principal de acumulacion el exoesqueleto con un 90 % de astaxantina (Salazar et
al., 2000); ademas, se encuentra en la hipodermis, 0jos, sangre, huevos, hepatopancreas y ovarios
(Meyers et al., 2000).

La coloracién de los crustaceos se percibe como un atributo clave de calidad por los
consumidores (Lorenz, 1998). El color rojizo-anaranjado caracteristico de este organismo es
originado por los carotenoides obtenidos a través de sus alimentos con el actual se obtiene un
mayor valor agregado al producto, confiriéndole ventajas al momento de su comercializacion
(Tapia et al., 2008).

El principal carotenoide encontrado en la mayoria de los tejidos de crustaceos y responsable
del color tipico es la astaxantina (3, 3'-dihidroxi-i, i-caroteno-4, 4'-diona) (Meyers et al., 1994;
Latscha et al., 1989). La astaxantina en los crustaceos decapodos tienen [3-caroteno, equineonona
y cantaxantina, los cuales pueden ser de procedencia dietética o derivados por transformacion
metabolica de algin carotenoide de la dieta (Meyers et al., 2000). El interés por estos pigmentos
se ha incrementado en los Gltimos afios, por el uso de carotenoides en especies de interés en
acuicultura ya que tienen un papel antioxidante y una actividad de provitamina A (Meyers et al.,
2000). Ademas, los pigmentos a menudo desencadenan diversos procesos fisiolégicos y muy
diferentes patrones de comportamiento inter e intraespecifica de comunicacion, cortejo,
reproduccion, crianza, camuflaje y proteccién (Latscha et al., 1989), a su vez mejora la respuesta

inmune, reproduccion, crecimiento maduracién y fotoproteccion (Lorenz et al., 1998).

Uno de los pigmentos naturales a utilizar es la flor de marigold Calendula officinalis, la cual
es producida en nuestro pais. Esta planta esta alcanza hasta 15 cm de diametro 1,50 m de altura,
se caracteriza por el color amarillo y naranja intenso de sus flores debido a su contenido de
carotenoides (Sanchez et al., 2008) y se cultiva en climas de 18 a 25 °C, con alta humedad relativa
y luminosidad, cuyas siembras se realizan entre octubre - febrero y la cosecha entre Enero — Mayo
(Villar etal., 2007).

Los pétalos de la flor se utilizan para obtener la harina de marigold, la cual proporciona los
pigmentos de xantofila que se utilizan como alimento balanceado en aves de corral. Se usa en
menor cantidad en la preparacion de cosméticos, productos lacteos, productos de panaderia y
embutidos (villar et al., 2007).



C. officinalis posee un extenso nimero de sustancias quimicas, entre las cuales sobresalen
los carotenoides, los flavonoides, triterpenos, saponinas, &cidos fendlicos, taninos entre otros
(Meléndez et al., 2004). Las variedades de C. officinalis amarillas contienen compuestos
oxigenados, ricas en xantofilas, mientras que las variedades naranja contienen mayores cantidades
de hidrocarburos, con actividad de provitamina A (Pintea et al., 2003). La flor de marigold, se
cultivaba en México y Peru, debido a su gran demanda por este insumo en la pigmentacion de las

aves, en nuestro pais su produccion anual es un aproximado a 23.644 toneladas al afio.

Ademas, C. officinalis es una de las mas conocidas y utilizadas como planta medicinal por
presentar propiedades farmacol6gicas como cicatrizante, antibacteriano, antiinflamatorio y
antiviral (Lastra et al., 1999), debido a los carotenoides y los flavonoides. Los carotenoides totales
principales identificados por Pintea et al. (2003) fueron la flavoxantina, luteina, rubixantina, a-
caroteno, B-caroteno, Y-caroteno, licopeno. Lastra et al. (1999) menciona que también presentan
violaxantina, citroxantina, flavocromo, galenina, licopeno, valentiaxantina, auroxantina,
microxantina, 5, 6 epoxicaroteno, f3-zeacaroteno, mutatoxantina. Los flavonoides poseen efectos
positivos debido a su accion antioxidante y eliminadora de radicales libres (Martinez et al., 2002).
Los flavonoides totales se encuentran como isorhamnetina 3-0 glicésido, isorhamnetina,
rutinésido, isorhamnetina  neohesperidésido, quercetina  glucésido, calendoflosido,
calendoflavosido, calendoflavobiosido, narcisina, isoquercetina, quercetina, rutosido Yy
kaemferol, etc (Lastra et al., 1999).

La flor de marigold C. officinalis ha sido empleada por la industria pecuaria como fuente de
pigmentos para intensificar la coloracion de la carne. Tapia et al. (2008) evaluaran la inclusion
de pigmentos provenientes de esta flor con diferentes concentraciones de carotenoides, diferente
distribucion relativa de pigmentos, diferentes estados quimicos (esterificados o saponificados) y

diferentes grados de inclusion en alimentos para camaron.

El uso de la Astaxantina en la industria acuicola es importante no sélo desde el punto de vista
de la pigmentacion sino también como un nutriente necesario para el adecuado crecimiento y
reproduccion de especies de valor comercial, sin embargo Ponce et al. (2004) indican que este
pigmento sintético esta siendo restringido en paises que consumen grandes cantidades de
camarones y salmonidos; debido a que pueden ser toxicos y también por su elevado costo lo que
hace necesario el desarrollo de alternativas para la obtencion de pigmentos carotenoides de origen
natural. Por ello la inclusion de harina de flor de marigold ha sido empleada en la industria
acuicola como fuente de pigmentos para mejorar la coloracion de Litopenaeus vannamei (Tapia
et al., 2008), P. semisulcatus (Mustafé et al., 2005), en peces como Carassius auratus (Orbe et
al., 2010), Oncorhynchus mykiss (Ingle et al., 1996) y Oreochromis niloticus (Ponce et al., 2004)

Es también muy utilizada en la avicultura, con el fin de intensificar la pigmentacion amarilla



caracteristica de la piel y tarsos del pollo de engorda, asi como la yema de huevo (Villar et al.,
2007).

Se reporta que dietas suplementadas con pigmentos de Tagetes erecta y de C. officinalis se
obtienen beneficios en el crecimiento, supervivencia y pigmentacion de crustaceos. Mustafa et al.
(2005) observaron en P. semisulcatus méaxima acumulacion después de 60 dias con un dieta
suplementada con extractos de flor de T. erecta, C. annuum y astaxantina sintética. Tapia et al.,
(2008) observaron similares resultados de pigmentacion en L. vannamei utilizando T. erecta,
mejorando el crecimiento y la supervivencia, alimentados con 260 a 378 mg kg™ de carotenoides
totales provenientes de extracto saponificado de T. erecta (Vernon et al., 1996). Otros estudios
con L. vannamei muestra mayor pigmentacion en el exoesqueleto con un contenido de
carotenoides totales de 42-108 mg kg 'y en el abdomen de 9-16 mg kg * alimentado con C.
annuum (Arredondo et al.,, 2003). En P. monodon la coloracién del cuerpo depende de la
presencia de astaxantina en los tejidos, y la dieta debe contener por sobre los 200 mg kg™ (Howell
& Matthews, 1991; Menasveta et al., 1993; Boonyaratpalin et al., 2001).

Los carotenoides también cumplen un papel muy importante en el metabolismos de los
diferentes estadios tempranos del desarrollo de crsutaceos. Desy et al. (1995) reportan una rapida
disminucién de la concentracién de pigmento inmediatamente después del desove; y la
astaxantina libre representa la mayor cantidad de carotenoides en los embriones no eclosionados

los estadios de larva, postlarva y juveniles de Homarus gammarus.

En P. japonicus alimentados con astaxantina sintética, se logra mayor tasa de supervivencia
que aquellos alimentados con B-caroteno o con algas (Yew-Hu et al., 1992). Yamada et al.
(1990) reportan una mayor concentracion de carotenoides totales en juveniles de P. japonicus
alimentados con dietas suplementadas con astaxantina, obteniendo una acumulacion de 128 % y
un 135 % en el caparazon, epidermis y hepatopancreas en una periodo que varia de 4 a 8 semanas.
Menasveta et al. (1993) encontraron altas concentraciones de astaxantina libre en el tejido de P.
monodon alimentados con dietas suplementadas con astaxantina obteniendo una acumulacién del
70-90 %.

La acumulacién de pigmentos en crustaceos se ve afectada por multiples factores como tipo
de pigmento, calidad de agua, densidad de siembra, tipo de sustrato, condiciones ambientales;
generando asi estrés en el organismo. Yew-hu et al. (2003) reportaron mejor resistencia al estrés

térmico y osmético en juveniles de P. monodon con dieta suplementada con astaxantina.

En P. monodon, se reportan una decoloracion (enfermedad azul) en los sistemas de cultivo,
comparado con el color verdoso obscuro normal del camarén silvestre, y esto es atribuido a una
deficiencia nutricional en carotenoides junto con factores ambientales adversos de estrés tales

como pobre calidad del agua y del suelo. En camarones, esta deficiencia de carotenoides es



asociada con el crecimiento, la muda, e incapacidad de la sintesis de carotenoides de Novo
(Howell & Matthews et al., 1991).

Una de las dificultades, cuando estos organismos se encuentran en cautiverio o en su
ambiente natural, es la despigmentacion que estos presentan debido a la carencia de carotenoides
en el alimento balanceado o en el medio natural por lo que es necesario incorporarlos en la dieta.
Por ello que se formula el siguiente problema: ¢ Cuél es el efecto de diferentes concentraciones de
harina de Calendula officinalis marigold en la pigmentacion de camarones machos adultos de
Cryphiops caementarius?

La hipotesis formulada establece que si a los adultos del camaron de rio C. caementarius
alimentamos con dietas conteniendo 100, 200 y 300 mg kg* de harina de marigold (Calendula
officinalis), entonces se logra mayor pigmentacién del camarén con la mayor concentracion de

harina de marigold.

Como objetivo general se propuso evaluar el efecto dietario de diferentes concentraciones
de harina de Marigold (Calendula officinalis) en la pigmentacién de camarones adultos de

Cryphiops caementarius. Los objetivos especificos fueron:

o Determinar cualitativamente y cuantitativamente la pigmentacion de camarones adultos de C.
caementarius, alimentados con dietas conteniendo harina de marigold.
e Determinar la concentracién de harina de marigold en la dieta que permite mayor

pigmentacién de camarones adultos de C. caementarius.

1. MATERIAL Y METODOS
El experimento fue realizado en el Laboratorio de Acuaristica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional del Santa, Distrito de Nuevo Chimbote, Provincia del Santa, Region

Ancash.



2.1. Material de estudio
2.1.1. Poblacién

Los camarones machos de la especie C. caementarius procedieron del rio Pativilca cerca
del Centro Poblado Huayto (10°39°50°°S y 77°40°02°’0) a 352 msnm, distrito de Pativilca,
Provincia de Barranca, Region Lima (Anexo 1).

2.1.2. Muestra
En el experimento, la muestra fue de 48 camarones machos de C. caementarius, de 6,22 £
0,02 cm de longitud total y 8,75 £ 0,08 g de peso total con apéndices cefalotoracicos completos,

seleccionados al azar de un lote de 70 ejemplares transportados desde el rio Pativilca.

2.1.3. Unidad de Analisis

La unidad de analisis estuvo formada por seis camarones por acuario. En los tratamientos
experimentales los seis camarones fueron sembrados individualmente en seis recipientes de
crianza, los mismos que estuvieron en dos grupos de tres niveles dentro de un acuario. En el
tratamiento control los 6 camarones fueron sembrados de la misma manera que en el tratamiento

experimental.

2.2. Método experimental
2.2.1. Tipo de estudio

Investigacion experimental.

2.2.2. Disefio de investigacion
Se empled el disefio de estimulo creciente consistente en tres concentraciones de de harina
de Marigold que corresponden un tratamiento control (T1) y tres tratamientos experimentales (T2,

T3y T4); cada uno con dos repeticiones:

T.: Dieta con 0 mg kg de harina de Calendula officinalis “marigold” (Control)
T,: Dieta con 100 mg kg™ de harina de Calendula officinalis “marigold”.

Ts: Dieta con 200 mg kg™ de harina de Calendula officinalis “marigold”

T4 Dieta con 300 mg kg™ de harina de Calendula officinalis “marigold”.

2.3.Variables y operativizacion de variables

2.3.1. Variable independiente
Dieta con harina de Calendula officinalis marigold en diferentes concentraciones (100,
200 y 300 mg kg™).



2.3.2. Variable dependiente
Anédlisis cualitativamente y cuantitativamente la pigmentacién de camarones adultos de C.
caementarius, alimentados con dietas conteniendo harina de marigold.

2.4. Procedimiento Experimental
2.4.1. Transporte, Identificacion y aclimatacion de camarones

Para el experimento, los camarones machos fueron capturados del rio Pativilca,
introducidos individualmente en vasos de plastico de 200 ml, lo que fueron agujereados para
permitir el flujo de agua; estos vasos fueron colocados dentro de cajas de plésticos (0,60 m de
largo, 0.40 m de ancho y 0,35 m de alto, con volumen efectivo de 45 I) con agua del mismo rio y
con aireacion intermitente provisto por la accion manual de un inflador (Fig. 1).

La densidad de transporte fue de 70 camarones/caja, y el tiempo de transporte fue de 5
horas via terrestre desde Pativilca hasta el Laboratorio de Acuaristica de la Facultad de Ciencias

de la Universidad Nacional del Santa (Nuevo Chimbote).

Figura. 1. Acondicionamiento para el transporte de ejemplares machos del “camarén de rio” C.
caementarius. A) Cajas de transporte conteniendo los vasos con camarones. B) Camarén dentro
de vaso de plastico.

En el Laboratorio, los camarones de la especie C. caementarius fueron identificados segun
Méndez (1981) y el sexo fue determinado observando la separacién de las coxas del quinto par
de periépodos (Guerra, 1974), ademas se diferencio por el tamafio de las quelas y la amplitud del

abdomen.

Todos los camarones fueron aclimatados durante 10 dias. Los camarones machos en los
mismos vasos de transporte colocados dentro de las cajas de transporte y en tinas (Fig. 2). Todos
los camarones fueron alimentados Ad Libitum con balanceado desde el tercer dia de aclimatacion.
Ademas, cada dos dias se realizé recambios del 30 % del agua, limpieza de los restos de alimento

y de los desechos sélidos de excrecion.



Figura. 2: Aclimatacion de C. caementarius en caja.

2.4.2. Seleccidn y siembra de camarones

Culminado el periodo de aclimatacion, el sexo de los camarones fue corroborado
observando la separacion de las coxas del quinto par de peridpodos (Guerra, 1974) y
seleccionados aquellos con apéndices cefalotoracicos completos.

Los recipientes fueron instalados en dos grupos de tres niveles dentro de un acuario de los
tratamientos experimentales; es decir fueron sembrados seis camarones por acuario, que equivale

a la densidad de 32 camarones m™.

2.4.3. Acondicionamiento del sistema de recipientes de crianza individual y filtros biolégicos

El sistema de recipientes individuales se empled ocho acuarios de vidrio 0,60 m de largo,
0,31 m de ancho u 0,35 m de alto, con area de 0,186 m? y volumen efectivo de 55 | cada uno con
un filtro bioldgico percolador con flujo de agua de 1,5 | min?, instalado dentro de un sistema de

recirculacion de agua tipo air-water-lift (Anexo 2).

Cada filtro bioldgico estuvo constituido por un recipiente de plastico de 4 | conteniendo
una capa superior de espuma sintética (1 cm de espesor), una capa intermedia de conchuela
triturada (1 kg) y una capa inferior de grava de 10-20 mm de diametro (1 kg) para permitir el
crecimiento bacteriano. La activacion de los filtros biolégicos se realizd segun el protocolo de
Daniels et al. (1992 citado por D"Abramo et al., 1995). Ademas se instal6 dos difusores por
acuario para circulacion y oxigenacion de agua. Se emple6 agua potable la que sera declorada por
aireacion durante dos dias antes de su uso. Para establecer con aire al sistema se empled blower
de 1 HP (Fig. 3).




SISTEMA AIR-
WATER-LIFT

N
PIEDRA +

DIFUSOR

Figura. 3: Acuario con sistema de recirculacion en agua con filtro bioldgico.

2.4.4. Instalacion de recipientes de crianza individual en acuarios

Se empled 8 acuarios, instalando seis recipientes de crianza individual por acuario, los
recipientes fueron de material de plastico transparente con tapa de 19 cm de diametro y 8,0 cm de
profundidad con un area de 284 cm?. Las paredes de los recipientes tuvieron aberturas de (3 cm
de largo por 0.5 cm de ancho) para permitir el flujo de agua. Ademas en cada recipiente se colocd
un tubo de PVC de '4” de diametro que sobresale el nivel del agua y sirvié para introducir el
alimento balanceado en pellets (Anexo 3). A los recipientes de plastico se les coloco una bolsa de
malla plastica conteniendo grava para mantener en equilibrio los grupos de recipientes. La

distribucion de los recipientes en los acuarios fue al azar.

2.4.5. Elaboracion de harina de flor de “marigold”

La flor de “marigold” C. officinalis, fue obtenida del poblado de Cascajal, (08°53'49"S
78°29'33"W, en la provincia del Santa departamento de Ancash), transportada en una bolsa de
papel hasta el laboratorio. Luego se procedio a extraer los pétalos de la flor de “marigold” (Anexo.
5A), las cuales se llevo a estufa a 40 °C por 48 h (Acosta et al., 2001) (Anexo 5). Concluido el
tiemoo de secado se procedié a moler con un molinc manual (Anexo 6), siguiendo el proceso
se colocod en untamiz de 250 um obteniendo finalmente 60 g de 3 kg de la harina de “marigold”
C. officinalis (Anexo 6).

Flor de “marigold” C. officinalis,

A
( \

Extrae los pétalos Lleva a estufa a 40°C Se muele y tamiza

( J
|

Concentraciones

A
[ 9 \

0 mg kg! 100 mg kg! 200 mg kg! 300 mg kg!




Figura. 4: Flujograma de la elaboracion de la harina de flor de “marigold”

2.4.6. Formulacion de las dietas experimental y control
Durante el experimento los camarones C. caementarius fueron alimentados, con alimento
balanceado (30 % de proteina bruta), preparados segin la formulacion de Reyes (2012)

correspondiente a la dieta control (Tabla 1).

Tabla 1: Composicion porcentual y proximal® del alimento
balanceado para machos adultos de camaron C.

caementarius (Reyes, 2012).

Insumos %

Harina de pescado 30,00
Harina de soya 21,00
Harina de maiz 16,70
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Aceite de pescado 2,00

Aceite de soya 0,50
Aceite de maiz 0,50
Lecitina de soya® 1,00
Polvillo de arroz 22,00
Melaza 3,00
Zeolita 2,00
Sal comin 1,00
Complexvit® 0,30
Proteina bruta 30,0 Ca minima 1,00
Lipidos 8,1 Ca méaxima 2,00
Fibra bruta 4,6 Cisteina 0,31
ELN (maximo) 30,0 Metionina 0,62
P disponible (minimo) 0,6 Lisina 1,62
P disponible (maximo) 1,0 W3 0,65
ED (Kcal Kg?) 2600 W6 1,80

!la composicién proximal fue calculado con el programa informatico de

Pezzato (1996) teniendo en cuenta el porcentaje de insumos utilizados.

2 Lecitina de soya purificada comercial (Soya insipida en capsulas blandas,
contenido de fosfatidicos > 60%).

% Comprende (kg™): Vitaminas A 8g; E 7g; B1 8g; B2 16g; B6 11,6g; B12
0,02g; C 5¢; D3 5g; K3 1g; Nicotinamida 10g; Niacina 6g; Biotina 0,3g; DL
Metionina 20g; Pantotenato de calcio 47g; Cloruro de sodio 2,7g; Cloruro de

potasio 34g; Sulfato de magnesio 7g; Maca 5¢: y Excipientes 1,000g.

Los tratamientos tuvieron los mismos insumos utilizados para la preparacion de la dieta
(tabla 1) la harina de C. officinalis “marigold”, sera agregado antes de peletizar el alimento en

concentraciones ya descritas en el disefio experimental, para cada uno de los tratamientos.

2.4.7. Frecuencia de Alimentacion

La racion diaria de alimentacion para los tres experimentos fue del 6 % del peso himedo
por camarén. La frecuencia de alimentacion fue de dos veces por dia (08:00 y 18:00 horas) durante
seis dias a la semana y distribuyendo el alimento, en iguales proporciones, por los tubos

alimentadores.

2.4.8. Limpieza de las unidades experimentales

Durante el desarrollo del experimento, los acuarios y los recipientes fueron limpiados cada
dos dias, ayudado de una esponja y un pafio. La limpieza de los restos de alimentos y de los
desechos solidos de excrecion fueron sifoneados con la ayuda de una manguera. Permitiendo asi
una tasa de renovacion de agua del 8 % dia* durante la elaboracién del proyecto.

Los desechos solidos asi como también materia inorganica, que se acumularon en los

acuarios y recipientes de crianza, fueron extraidos con sifon (manguera), tres veces por semana.
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La capa de espuma sintética del filtro biolégico fue limpiada cada semana para evitar
taponamientos. Los camarones muertos fueron retirados de los recipientes individuales de crianza
para evitar alteracion de la calidad del agua, pero fueron reemplazados con otros de similar tamafio
y del mismo sexo, en orden de mantener el nimero constante de animales en los acuarios, pero

estos no fueron incluidos en el analisis estadistico.

2.5. Muestreos biométricos

El peso total de los camarones fue determinado en una balanza digital ADAM AQTG600 (£
0,1 g). La longitud total (LT = Escotadura post orbital hasta el extremo posterior del telson) y la
longitud del cefalotérax (Lc = Escotadura post orbital hasta el borde posterior y superior del
cefalotdrax) fueron medidas con una regla graduada (= 1 mm) con los camarones posicionados

ventralmente.

2.6. Analisis de pigmentacion.
2.6.1. Analisis Cualitativo

A. Método de captacion de imagen e identificacion de color

En este método se analiz6 una muestra de cuatro camarones por cada tratamiento donde se
identificé el color del exoesqueleto del camardn con un circulo cromético que se trabajé en Guppy
(Scotto, 2011). Para la toma de imagenes, se utiliz6 una camara digital kodak (modelo

saibershok) de 10 megapixeles.
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Figura. 5. Circulo cromatico (Scotto, 2011).

B. Método de dispersion de cromatéforos

El analisis de la dispersion de cromatoforos se realizd en la parte dorsal del exoesqueleto
del camardn, de una muestra de cuatro organismos por tratamiento, colocandolos en una luna de
reloj para observar en el estereoscopio a (4 X) de aumento, la toma de iméagenes se hizo con una

camara digital kodak (modelo saibershok) de 10 megapixeles.

C. Método de coccion

El método de coccion se basd en someter a una muestra de cuatro camarones uno por uno
de cada tratamiento, y sometidos en agua con hielo por 5 min y luego se llevo a coccién por 2
min (Tume et al., 2009). Luego se compard con la tabla de colores estandarizados para salmoénidos

publicada por ROCHE. Esta evaluacion se realizd a cuatro organismos por cada tratamiento.

PANTOS®
L 1. il
LT

PANTONE
Wik

=1 .



Figura. 6. Cartilla de colores estandarizados para salménidos, (Hoffman la Roche, 2000).

2.6.2. Analisis Cuantitativo

A. Método de espectrofotometria

Este método determina la concentracion de pigmento en el camardn por medio de la
absorbancia mediante el método descrito por Arredondo et al. (2003). Se llevé a cabo con la
seleccion al azar de cuatro organismos por cada tratamiento, colocandolos en hielo por unos
minutos para luego diseccionar y extraer sus visceras. En un mortero se coloco la muestra
(exoesqueleto y musculo) y se hizo un triturado, luego se pesé 10 g y coloco en una matraz de
100 ml, donde se adiciono 50ml de acetona, tapar, y se agité en bafio de agua a 56 + 1° C durante
10 min. Se dejo enfriar el matraz con agua helada. Luego se diluy6 el volumen con acetona y se
agitd por 2 min. Se dejo en reposo por 15 min. y se pipeted 5 ml de la muestra y se colocé en un
matraz de 50 ml y se adicioné 20 ml de acetona, tapar y agitar luego aforar el matraz. Finalmente

llevar al espectrofotémetro y la lectura se realizé a una absorbancia de 460 nm.

Se calcul6 con la siguiente ecuacion:

TCC (g/kg) = (A460 x 0.164 x DF)/ (40 x W)

Donde:

TCC= Concentracion Total de Carotenoides

14



A460 = Absorbancia A 460 nm

W = Peso de muestra en gramos.

DF = factor de dilucion = (100 x 50)/ 5

0.164 = ASTA (1986) factor de conversion para la unidad de colores.
40 = ASTA (1986) factor de conversion a g/Kg.

2.7. Calidad del agua de crianza

Los parametros de calidad de agua como oxigeno disuelto, temperatura (Oximetro digital
Hatch LDO + 0,01 °C), asi como amonio total y nitrito (test colorimétricos Nutrafin + 0,05 mg I
1) fueron determinados semanalmente; en cambio dureza total (Fukushima et al., 1982), fue

determinados quincenalmente.
2.8. Analisis estadistico

Se empleo el anélisis de varianza con un nivel de significancia del 5 % para determinar el
grado de pigmentacién entre los tratamiento, siguiendo el disefio completamente al azar, para
establecer diferencia entre promedios. De haber diferencias significativas entre tratamientos se
aplico la prueba de Tukey. Todos los datos fueron expresados como media + desviacion estandar,

los andlisis estadisticos se efectu6 mediante el programa estadistico SPSS 21.0 de Windows.

Los datos fueron presentados mediante tablas estadisticas de entrada simple con resultados
absolutos y relativos; asi como con sus respectivos graficos. Los datos de peso y longitud,
crecimiento en peso y longitud, supervivencia, fueron procesados y analizados estadisticamente
mediante el disefio estadistico completamente al azar. Las diferencias entre las medias de los
tratamientos se determinaron al 99 % por anélisis de varianza y la prueba de tuckey, usando el

programa estadisticos SPSS version 21 para Windows.
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I1l. RESULTADOS
Color del cuerpo del camardén segun circulo cromatico

Al finalizar el experimento se observd que con el incremento de la concentracion de harina de
flor de marigold se obtuvo mayor color del cuerpo del camarén en 300 mg kg™ con una valoracién

de 14 representado con el circulo cromatico (Fig. 7).

300 mg/l

Figura 7. Color del camardn de rio C. caementarius segun el circulo cromatico.

Color delo cuerpo del camardn segun el método de coccion

Al finalizar el experimento se observé que con el incremento de la concentracion de harina de
flor de marigold en la dieta del camarén, se logré mayor valoracion subjetiva en 300 mg kg™ con
un valor de 33, segun la tabla de colores estandarizados para salmonidos publicada por Hoffman
la Roche (2000) (Fig. 9).

Figura.8. Evaluacion subjetiva del color cocido del camardn de rio C. caementarius
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Cromatoforos en el segundo segmento abdominal

Al finalizar el experimento se observé que con el incremento de la concentracion de harina
de flor de marigold hubo mayor concentracién de cromatéforos pigmentados con 300 mg kg*

de harina de flor de marigold (Fig. 8).

0 mg/kg 100 mg/kg
200 mg/kg 300 mg/kg

Figura 9. Cromatéforos concentrados en el cuerpo del camardn de rio C. caementarius.

Concentracion total de carotenoides

A los 15 dias de crianza, mayor concentracion de carotenoides totales en el musculo de C.
caementarius fue obtenido en 300 mg kg* siendo significativas (P<0.05) que en los deméas
tratamientos. En cambio a los 30 dias, las mayores y significativas concentraciones se obtuvieron
en 200 y 300 mg kg (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion de carotenoides totales (mg kg™) en el misculo del camarén de rio C.

caementarius.

Concentraciones de harina de flor de marigold ( mg kg?)

Tiempo
(dias) 0 100 200 300
0 9663+0287° 9619+ 0337° 9.218 + 0,297° 9.384 + 0,299°
15 9594+03869 12210 +0428° 13,817 + 0,454 14,831 + 0,478°
30 9.367+0,157° 12,528+ 0455 15729+ 0,486° 16,443 + 0,256°




Parametros fisicos y quimicos del agua de la crianza de C. caementarius

Los pardmetros determinados durante la crianza de C. caementarius se mantuvieron en
rangos aceptables. No hubo diferencias significativas (p=> 0,05) en los parametros fisico quimicos
del agua en todos los tratamientos. La temperatura se mantuvo entre 20,9 y 21,3°C, la
concentracion de oxigeno estuvo entre 5,70 y 6,10 mg IY). El amonio total estuvo entre no tuvo
diferencias significativas (p> 0,05) entre los tratamientos, fluctuando entre 0 y 0,01 mg 17,
mientras que el nitrito estuvo entre 0,10 y 0,14 mg I}, la dureza total estuvo entre 124 y 132 mg
I, respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Pardmetros fisicos-quimicos del agua de crianza de C. caementarius con diferentes
concentraciones de harina de Calendula officinalis “marigold durante 30 dias.

Concentraciones de harina de flor de marigold ( mg kg?)

Parametros

0 100 200 300
Temperatura (°C) 21,0 +0,72 21,3 +0,6? 21,0+0,82 20,9 +0,6°
Oxigeno (mg IY) 6,10 + 0,442 5,73+ 0,512 5,88 + 0,612 5,70 £ 0,592
Amonio total (mg I%) 0,00+ 0,002 0,01 +0,032 0,01 +0,032 0,01 +0,032
Nitrito ( mg I'Y) 0,10+0,00? 0,14 +0,052 0,12 + 0,032 0,13 + 0,052
Dureza total ( mg CaCO; | 1) 132,00 + 7,002 131,33 +£9,002 126,00 + 8,008 124,00 + 6,002

Los valores con diferentes letras en cada fila denota una diferencia significativa (P<0,05).

Supervivencia

Al finalizar la experiencia no hubo diferencias significativas (p>0,05) en la supervivencia de
camarones entre tratamientos incluido con el control, obteniéndose 100 % de supervivencia en

los camarones criados con 0, 100 y 300 mg kg y de 88 % en camarones criados con 200 mg kg
1
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IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos, en el presente estudio demuestran que la incorporacion de marigold
hasta 300 mg kg, en el alimento de machos de C. caementarius, afecta la variacion del color del
cuerpo. De igual manera, es reportada en el crecimiento de juveniles de L. vannamei alimentando

con T. erecta (Aguirre-Hinojosa et al., 2012).

Del andlisis cualitativo de la coloracion del cuerpo de C. caementarius, se observd que a
mayor concentracion de harina de marigold en la dieta (300 mg kg™), los camarones adquirieron
mayor tonalidad en el color del cuerpo ocasionado por mayor concentracion del pigmento en los
cromatoforos, lo que indicaria que el pigmento del marigold fue asimilado e incorporados en el
cuerpo del camaron, pues la coccidn de los camarones permitié hacer mas evidente la presencia
de estos pigmentos. En P. monodon la coloracion del cuerpo depende de la presencia de
astaxantina en los tejidos, y la dieta debe contener por sobre los 200 mg kg* (Howell & Matthews,
1991; Menasveta et al., 1993; Boonyaratpalin et al., 2001). De igual manera, las dietas
suplementadas con zeaxantina y luteina de T. erecta aumento las concentraciones de astaxantina
y carotenoides totales en L. vannamei, comparadas con las suministradas con astaxantina sintética,
observandose principalmente la coloracion en el exoesqueleto y el misculo abdominal (Aguirre-
Hinojosa et al., 2012).

Los resultados a los 15 dias de crianza muestran que la mayor concentracion de carotenoides
totales (14,83 mg kg™) en el musculo de C. caementarius fue obtenido en 300 mg kg siendo
significativamente (p<0,05) mayor que los demas tratamientos. En cambio a los 30 dias, las
mayores concentraciones (15,73 y 16,44 mg kg?) se obtuvieron en 200 y 300 mg kg?,
respectivamente, siendo significativamente (P<0,05) mayor que los otros tratamientos. Estos
resultados sugieren que la especie de camar6n incorpora rapidamente los pigmentos dentro del
cuerpo pero a mayor tiempo de alimentacion pareceria que llega a estabilizarse la acumulacion
de estos pigmentos. Similares contenidos de carotenos en el musculo son reportados en P.

semisulcatus (14,1 mg kg*) y M. monoceros (16,9 mg kg?) (Yanar et al., 2004).

Aungue se conoce el mecanismo de absorcion de pigmentos, no esta claro como se
incorporan los pigmentos al metabolismo en camarones, existiendo factores que controlan la
absorcién, transporte y excrecion de los pigmentos en peneidos (Boonyaratpalin et al., 2001;
Breithaupt, 2007). Sin embargo, en diversos crustaceos la astaxantina, p-caroteno y
cantaxantinaque reciben en las dietas, son acumulados principalmente como ésteres de
astaxantina, independientemente de la ruta metabdlica, del mecanismo de absorcion y transporte
(Yamada et al., 1990; Chien & Jeng, 1992; Liao et al., 1993; Negre-Sadargues et al., 1993;

Boonyaratpalin et al., 2001; Breithaupt, 2007). La pigmentacion del cuerpo del camaroén obtenida
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con dietas conteniendo diferentes concentraciones de harina de marigold sugiere acumulacién de

pigmentos en los cromatdforos y en la epidermis del camarén.

En los camarones que no fueron alimentados con harina de marigold en la dieta se observo
pérdida de la coloracion del cuerpo al final de los 30 dias de experimentacion, lo cual era de
esperarse toda vez que se conoce que C. caementarius criados en cautiverio, tienden a perder
pigmentacion del cuerpo atribuido a la deficiencia de pigmentos en la dieta (Reyes, 2012).
Similares consecuencias son reportados en langostinos cuando no se usa astaxantina en la dieta
(Latscha, 1989). Por consiguiente es conveniente incorporar pigmentos naturales en la dieta del

camaron cuando se cultiva en cautiverio.

La calidad del agua en los acuarios estuvieron en niveles aceptables durante el tiempo que
duré el experimento, segun lo reportado para el ambiente natural de la especie (Zacarias & Yépez,

(2008) por lo que estos no afectaron los resultados en el experimento.

La harina de marigold es un insumo disponible en la Region y contiene pigmentos naturales
gue podria contribuir a mantener o mejorar el color del cuerpo del camarén y con ello a darle un
mayor valor comercial. El grado de pigmentacion de la carne es un factor preponderante en la
determinacion del precio del producto en el mercado, en cualquier forma de presentacion, pues la
coloracion del cuerpo hace que esta especie tenga un alto valor comercial y de produccion ya que

es un atributo clave de calidad por los consumidores.
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V. CONCLUSIONES

En machos adultos de C. caementarius, la dieta con 300 mg kg™ con harina de flor de
marigold C. officinalis ocasiond mayor pigmentacion (16,443 mg kg™ de carotenos) del

cuerpo.

En el andlisis cualitativo de machos adultos de C. caementarius, la dieta de 300 mg kg con
harina de flor de marigold C. officinalis ocasiond intensa coloracion obteniendo una

valoracién de 14 unidades de color con el circulo cromatico.

Para el caso del analisis de la coloracién después de la coccion de machos adultos de C.
caementarius, la dieta de 300 mg kg con harina de flor de marigold C. officinalis permitié
una intensa coloracién obteniendo una valoracion de 33 unidades de color con la cartilla de

colores Roche.

La inclusion de harina de marigold en la dieta ocasiona pigmentacion del cuerpo de C.

caementarius.
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VI. RECOMENDACIONES
e Determinar las caracteristicas hemocitarias en C. caementarius alimentado con diferentes

concentraciones de harina de marigold en la dieta.

o Evaluar el efecto de la harina de marigold en el crecimiento de C. caementarius.
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VII. ANEXOS



Anexo 1. Ubicacion geografica de captura de camarones machos de C. caementarius, cerca del

centro poblado Huayto del rio Pativilca.
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Anexo 2. Acondicionamiento de acuarios para la crianza del camaron de rio C. caementarius, con

filtros bioldgicos y sistemas air-water-lift




Anexo 3.Disposicion de los recipientes de crianza individual.

Anexo 4. Acondicionamiento de los acuarios para la crianza en recipientes individuales y la crianza

comunal del “camardn de rio” C. caementarius.




Anexo 5. Elaboracion de harina de flor de “marigold” C.

secado a estufa.

officinalis. A) Proceso de deshojado.
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Anexo 6. Elaboracion de la harina de “marigold” Calendula officinalis. A) Proceso manual de molido.

B) tamizado de C.officinalis.




Anexo 7. Muestreo biométrico de C. caementarius A) Peso de C. caementarius, B) Longitud de C.

caementarius.

Anexo 8. Elaboracion de la dieta con harina de caléndula officinalis” marigold” A) Peletizado del

alimento y B) secado del alimento.




Anexo 9. Anélisis Cuantitativo por el Método de Espectrofotometria.

Anexo 10. Solucion quimica del andlisis cuantitativo A) Tratamiento 4 y B) Tratamiento 3.







