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Resumen

En este trabajo se evalud la respuesta fisioldgica (crecimiento, excrecion de nutrientes y
respuesta inmune no especifica) de juveniles de trucha arcoiris alimentados con una
sustitucion total de harina de pescado en la dieta por mezclas de polvo de Spirulina y
harina de soya en las siguientes proporciones: 75-25% (75-S), 50-50% (50-S) y 25-75%
(25-S). Se elaboré un alimento control con Harina de pescado (HP) y se utilizo un
alimento comercial (AC) como segundo control. Durante 50 dias, 10 organismos por
tanque (trabajando por triplicado para cada tratamiento) se alimentaron con el 7% de su
biomasa por tanque. El crecimiento de los organismos no tuvo diferencias significativas
entre tratamientos. Los organismos no mostraron diferencias entre los tratamientos en
crecimiento. La digestibilidad de las proteinas en los organismos se aumento con el
tratamiento 50-S. Se presento una reduccion significativa (P < 0.05) de fosforo excretado
al medio. La respuesta inmune no especifica fue igual entre los organismos alimentados
con los distintos tratamientos, excepto por 75-S que presento bajos niveles de proteina en
sangre y alta actividad de la lisoenzima. Por esto la mezcla 6éptima para sustituir

totalmente harina de pescado en dietas para juveniles de trucha arcoiris es 25-S.



1. Introduccion

La correcta alimentacion en los organismos es de suma importancia, pues de
esta dependen los nutrimentos que seran metabolizados para un adecuado
funcionamiento de los procesos fisioldgicos, como lo son el crecimiento,

excrecion de desechos al medio y la respuesta del sistema inmunolégico.

El crecimiento en peces, como en otros organismos, depende de la calidad y
cantidad de los nutrimentos en el alimento que consume, la capacidad de

catabolizar los nutrimentos y la cantidad de alimento que ingiera el pez.

Debido a que no todo lo que es consumido por el pez es asimilado, aquello que
no se utilice en procesos fisiologicos y los productos del metabolismo son
desechados al medio por el organismo, a través de la orina y heces (Ogunkoya,
et al. 2006). En acuacultura, el agua después de pasar por los sistemas de
cultivo se regresa al ambiente con mas nutrientes de aquellos con los que
ingreso. Generalmente compuestos nitrogenados y fosforados provenientes de
la harina de pescado presente en los alimentos acuicolas. Aproximadamente el
20% del fésforo (P) de la dieta comercial es asimilado por la trucha y salmon,
por lo que el restante 80% se descarga al medio acuatico (Cheng, et al., 2004).
Estos nutrientes son aprovechados por organismos autétrofos (Black, 2001) y
su acumulacion en el agua provoca con el paso del tiempo, un exceso de estos
organismos provocando procesos de eutrofizacion (Hua, et al., 2008) y con ello
eventualmente la disminucion de la calidad del sistema acabando con la vida

presente.

El alimento ingerido también es responsable en gran medida de la respuesta
inmune en organismos. Esto pues generalmente se asocia un organismos bien
alimentado con uno sano. En acuacultura es de suma importancia el bienestar
de los organismos, pues un descenso en la capacidad de superar y prevenir
enfermedades implica que la energia que este destinaba a un proposito
(crecimiento, reproduccion, engorda) se ocupa en tratar de recuperar el
bienestar, produciendo deficiencias en el crecimiento en comparacion con
organismos sanos. En casos extremos se pueden llegar a presentar muertes,

que para el productor implican pérdidas econémicas. Es necesario comprender



mas a fondo el efecto que tiene un alimento sobre los organismos, por lo que
se utiliza la respuesta inmune no especifica, mediante la determinacion de la
concentracion de proteina en sangre y la actividad lisoenzimatica. Se presume
que la lisoenzima se segrega en la sangre por los neutrofilos y macrophagos.
La actividad lizoenzimatica se relaciona con las bacterias Gram-negativas,
pues en este grupo se incluyen la mayor parte de las patdgenas. Se ha
sugerido gue la lisoenzima es efectiva para remover la capa interna de murin
(capa de mucosa) en la bacteria, por lo que constituye un factor importante en
la defensa en contra de las enfermedades provocadas por bacterias (R@ed, et
al., 1993).

Las bacterias Vibrio alginolyticus y Aeromona hydrophila son conocidos
agentes causantes de enfermedades en peces. El género Vibrio se asocia con
septicemias bacteriales agudas y con lesiones crénicas en peces (Inglis, et al.,
1993; Balebona, et al., 1998; Zorrilla, et al., 2003). Aeromona hydrophila es una
de las 3 especies de Aeromona moviles, mas frecuentemente recuperadas y
patdgena de una gran variedad de peces en agua dulce (Inglis, et al., 1993;
Austin, et al. 1999).



2. Antecedentes

La substituciéon de harina de pescado por ingredientes vegetales en alimento
para organismos acuaticos se ha experimentado con diferentes materias
primas por separado por lo que utilizar mezclas de soya y Spirulina para este
fin, es considerado como un trabajo pionero en el campo de la nutricion

acuicola.

La utilizacién de la soya en substitucion de la harina de pescado en dietas para
peces El-Sayed, (1994) observo que puede sustituirse hasta un 25% sin
efectos adversos en el crecimiento y tasa de conversion alimenticia por su
parte Gomes, Rema y Kaushik (1995) remplazaron hasta un 66% sin efectos
adversos para la trucha. Sin embargo, Pereira, et al. en 1998, al sustituir
completamente proteina animal por proteina vegetal de soya, obtuvieron un
menor crecimiento en trucha arcoiris. Al igual que Adeliz et al. quienes en
1998 encontraron que se reduce el crecimiento aunque la tasa de ingesta

permanece igual en comparacion de un alimento comercial.

El tiempo de adaptacién de un organismo al alimento preparado con soya es
proporcional a la concentracion de esta, de acuerdo a Refstie y colaboradores
(1997). Lo que influye en el consumo como lo mencionan Romarheim, et al
(2006) quienes encontraron que en trucha arcoiris, la ingesta de alimentos con
soya como sustituto a la harina de pescado es menor (P<0.05) que aquellas
con sélo harina de pescado, resultando en crecimiento reducido y una
conversién mas pobre del alimento, aspecto que podria subsanarse
sometiendo a altas temperaturas (127<C) el aliment o preparado con soya
como sustituto parcial de harina de pescado como lo mencionan Barrows, et al.
(2007) y Heikkinen, et al (2006) quienes encontraron que este proceso

incrementa la tasa aparente de conversion alimenticia en trucha arcoiris.

Por su parte, Ogunkoya, et. al. en el 2006 publicaron que la suplementacién de
alimento para trucha arcoiris con “Superzyrne CS” (un coctel de enzimas) en
dietas con una sustitucion parcial por soya no influenciaron en el crecimiento y

la digestibilidad de los tratamientos.



El alga Spirulina dio buenos resultados a El-Sayed, (Op. Cit) sustituyendo hasta
un 50% la proteina en harina de pescado por la de esta microalga, también
Palmegiano, et al (2005) demostraron la efectividad de la utilizacion de
Spirulina como sustitucién parcial en dietas al obtener resultados positivos en el
crecimiento de esturién, la utilizacion se Spirulina, o de otros insumos
diferentes de la harina de pescado, es favorecida por los habitos alimenticios
de los organismos, asi Nandeesha y colaboradores en 1998, sustituyeron del
25 al 100% de harina de pescado por Spirulina platensis en dietas para Carpa
(Cyprinus carpio) concluyendo que S. platensis se puede utilizar como Unica
fuente de proteina en dieta de carpa, por su parte, Olvera-Novoa, et al. en
1998 publicaron efectos benéficos en el crecimiento en crias de tilapia
sustituyendo hasta 40% por Spirulina.

Sustituciones en alimento para trucha arco iris con microalgas se han
reportado por Dallaire, et al. en 2007 quienes concluyeron que una
sustitucion mayor a 12.5 % por biomasa de alga (Scenedesmus sp.,
Chlamydomonas sp., Lyngbya major, Hydrococcus rivularis algunas Diatomeas

y Chrysophyceae) genera menor crecimiento.

La disminucion de descargas nitrogenadas y fosforadas al medio, la
documentan los trabajos de Vielma et.al. (2000, 2002) quienes encontraron que
la utilizacion de phytasa en dietas preparadas con soya duplica la retencién de
P en trucha arcoiris, reduciendo la carga de P en un 54.11% en el agua y
promoviendo la depositacion de Ca, Mg y Zn, Ademas Cheng y colaboradores
en el 2004 encontraron que el nivel optimo de phytasa en las dietas de trucha
arcoiris es aproximadamente 500 m U k g. Green, JA, et.al. en 2004 lograron
reducir las emisiones de fosforo al utilizar dietas con una combinacion de

harina de soya, gluten de maiz, y sangre seca en trucha arcoiris.

Con respecto a la respuesta inmune no especifica Verlhac, V. y colaboradores
en 1998 demostraron que Unicamente la vitamina C presenta una respuesta
inmune no especifica en trucha arcoiris pues incrementa la pycnocitosis,
actividad de la lisoenzima y explosion oxidativa, por su parte, Demers, NE;
Bayne, CJ. (1997) mencionan que factores como el estrés en la trucha arco iris

tienen una relacion directa con la actividad de la lisoenzima en plasma



sanguineo y Peters, et al. en 1988, demostraron que este factor favorece la
infeccion por Aeromona hydrophila en trucha arcoiris. Sumpter, JP en el 1992
publicé factores ambientales, genéticos, nutricionales y enddégenos que

influencian en el crecimiento en trucha arcoiris.



3. Justificacion

Con el proposito de prevenir y remediar el problema de el exceso de
descargas de Nitrogeno (N) y Fosforo (P) en aguas efluentes de granjas
acuicolas a cauces naturales, se pretende la creacion de dietas “amigables
con el ambiente”. Por esto, se busca que en los alimentos se reduzca la
cantidad de harina de pescado y utilizar nuevas fuentes de proteina que
ayuden a reducir las descargas de N y P al medio ambiente sin
comprometer el crecimiento de los organismos a los que se alimenta.
Considerando que el productor de trucha arco iris utiliza como principal
criterio de eleccion para un alimento el crecimiento que generara en los
organismos porque las ganancias en su granja son proporcionales al
volumen de produccion, elegira aquellos alimentos que generen un buen

crecimiento a los organismos.

La evaluacion de la respuesta inmune es importante para contar con
parametros que permitan la comparacion en aspectos fisiologicos de
organismos alimentados con fuentes alternas de proteina de aquellos
alimentados con dietas convencionales y de esta forma recomendar su

utilizacion en las préacticas de cultivo.

Finalmente la creciente sobreexplotacion de los recursos marinos para
elaborar alimentos a base de harina de pescado ha provocado que la
disponibilidad de esta se reduzca y sus precios se eleven. Considerando
gue el alimento representa casi el 50% de los costos operativos de una
granja acuicola (Wheaton, 1982; Adeliz, et al.,1998; Vielma, et al., 2000;
Ogunkoya, et al, 2006). La alternativa a estos problemas es la sustitucion
de proteina (harina de pescado) de la dieta comercial por materias no
convencionales, como la soya (Vielma, et al., 2002; Heikkinen, et al. 2006;
Ogunkoya, et al., 2006; Barrows, et al., 2007) y la Spirulina (Olvera-Novoa,
1998) entre otras. Bajo este fundamento, la busqueda de dietas de menor
costo y de igual o mejor rendimiento, comparadas con las comerciales, se
justifica pues de obtenerse representaria una alternativa econémica que

apoyaria a la conservacion del ambiente, a un menor costo.



4. Objetivos

4.1 General.

Evaluar el efecto de dietas con distintas concentraciones de mezclas de
Spirulina sp. y soya (Glycine maxima) en crecimiento, excrecion de fosforoy
nitrégeno y respuesta inmune no especifica en juveniles de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss).

4.2 Particulares

-Determinar la tasa de ingesta del alimento en juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) alimentados con distintas concentraciones de mezclas
de Spirulina sp. y soya (Glycine maxima) .

-Determinar la digestibilidad de proteina en los tratamientos juveniles de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentados con distintas concentraciones de
mezclas de Spirulina sp. y soya (Glycine maxima)

-Determinar la tasa de crecimiento en juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) alimentados con distintas concentraciones de mezclas
de Spirulina sp. y soya (Glycine maxima) .

-Determinar el consumo de oxigeno de juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) recién alimentados con distintas concentraciones de

mezclas de Spirulina sp. y soya (Glycine maxima).

-Determinar la excrecion de fosforo a través de excretas y orina juveniles de
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentados con distintas
concentraciones de mezclas de Spirulina sp. y soya (Glycine maxima).



-Determinar la cantidad de nitrdgeno amoniacal excretado juveniles de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentados con distintas concentraciones de

mezclas de Spirulina sp. y soya (Glycine maxima) .

-Determinar respuesta inmune no especifica juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) alimentados con distintas concentraciones de mezclas

de Spirulina sp. y soya (Glycine maxima) .



5. Materiales y Métodos

El presente estudio se realizo en las instalaciones del Laboratorio de

Produccién Acuicola de la FES-Iztacala.

5.1 Disefio experimental y dietas.

En este trabajo se elaboraron 4 tratamientos. Los primeros 3 tratamientos con
una mezcla, cada uno, de polvo de Spirulina y harina de Soya en las siguientes
proporciones: a) 75:25 (75-S) , b) 50:50(50-S), c¢) 25:75(25-S) y en el cuarto se
utilizé harina de pescado (HP) como control. Se utiliz6 una marca comercial

(Marca Cleyton) como segundo alimento control (AC).

Para la elaboracién de las dietas los ingredientes solidos (Tabla 1) fueron
pesados en una balanza digital y posteriormente homogenizados en un
batidora Hamilton Beach (modelo 63220). Posteriormente la extrusion se llevo
a cabo en un molino para carne Nixtamatic, hasta obtener particulas (pellets)
facilmente manejables y que se mantenian compactas. El secado de los pellets

se efectud en un horno seco a 60T durante 24 horas .



Tabla 1. Tabla del contenido en 500g de los tratamientos elaborados para
juveniles de trucha arco iris.

Tratamiento

75-S 50-S 25-S HP
Ingredientes (g)
Harina de Pescado 0 0 0 300
Harina de Soya 75 150 225 0
Polvo de Spirulina 225 150 75 0
Aceite de Higado de Bacalao 25 25 25 25
Lecitina de Soya 25 25 25 25
Mezcla de Vitaminas y Minerales 20 20 20 20
Dextrina 50 50 50 50
Gluten 25 25 25 25
a- Celulosa 55 54.6 54.6 54.6
Phytasa 0 0.4 0.4 0.4

El disefio experimental consistié de 3 tratamientos y 2 controles, cada uno por
triplicado, utilizando como unidades experimentales 15 tanques de 50 litros
cada uno, con un sistema de recirculacion por un periodo de 50 dias en
instalaciones al aire libre. Se utilizaron 10 individuos juveniles de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) por unidad experimental, que fueron
seleccionados aleatoriamente y registrando su peso inicial que fue en

promedio de 6.79 g £0.37 por organismo.

Diariamente se registraron en cada tanque (8, 12 y 18hrs) oxigeno disuelto y

temperatura con oximetro (YSI 85, YSI Incorporated, Ohio, EUA).

La cantidad de alimento suministrado diariamente por tanque fue el 7% de la
biomasa total distribuido en 2 raciones al dia (9 y 15 hrs). Se alimenté a los

organismos manualmente ad livitum.




5.2 Parametros de crecimiento y alimento.

Se determind el peso inicial, cada 10 dias y final por Unidad Experimental con
una balanza analitica (Cole-Parmer Symmetry EC 400).

Tasa de Crecimiento Especifico TCE (%) (Refstie, Stiley Trond, 1997)

TCE = [ (In Peso Final — In peso inicial ) / Numero de dias de alimentacién ] *
100

Ganancia en Peso GP (g) (Adeliz, et al, 1998)

GP = [( Peso final organismos — Peso inicial organismos) / Peso inicial
organismos] * 100

Tasa de Ingesta Ti (Mundheim, et al., 2004).

Ti = [Alimento ingerida en MS (materia seca, g) / Pez / Dia]
Tasa de Conversiéon del Alimento  (Adeliz, et al, 1998)
TCA =[ Alimento Consumido( g) / GP (9) ]

Tasa de Conversion de la Proteina  (Adeliz, et al, 1998)

TCP =[ GP / Consumo de Proteina (g) ]

5.3 Digestibilidad

Posterior a los 50 dias de alimentacion, se elaboraron alimentos adicionando
un 1% de oxido de cromo con los que se alimentaron a los organismos por 10
dias. Se alimentaron con la misma frecuencia y cantidad. Las heces se
colectaron 30 minutos después de ser alimentados. Posteriormente se
liofilizaron para su utilizacion en determinacién de proteina por Micro Lowry
(Anexo 1), y cromo presente por Furukawa y Tsukahara (1966) (Anexo 2)

Utilizando 50 mg de heces liofilizadas.

5.4 Determinacion del consumo de oxigeno, excrecion de
fésforo y nitrégeno.

5.4.1 Determinacién de consumo de oxigeno y obtencion de muestras de agua.



Al final del periodo de alimentacién, aleatoriamente 10 organismos de cada
tratamiento se pesaron e introdujeron en recipientes individuales con
concentracion de oxigeno disuelto, fosforo y nitrdgeno conocidas. Después de
30 minutos se midio la concentracion de oxigeno para obtener su consumo por
diferencia. También se analiz6 una muestra de agua para determinar la

cantidad excretada de forma indirecta de Ny P.
5.4.2 Determinacion Fésforo excretado en orina.

Las muestras de agua se prepararon de acuerdo a la técnica 480 P React. Mo
(Anexo 3) del manual HACH y medidas en espectrofotémetro (HACH DR
2800).

5.4.3 Determinacion de Nitrogeno Amoniacal.

Se prepararon las muestras de acuerdo a la técnica del manual HACH 380 N
Ness (Anexo 4). Las muestras de agua se midieron en espectrofotdmetro
(HACH DR 2800).

5.5 Fosforo total.

Se utilizaron heces liofilizadas de la prueba de digestibilidad que se trataron de
acuerdo a el método 10127 Test "N Tube Vials (Anexo 5) con la modificacion
de que se utiliz6 como muestra 0.01 g de heces liofilizadas y se le agreg6é 5ml
de agua para volverlas liquidas. Las muestras tratadas se midieron por
espectrofotometria (HACH DR 2800).

5.6 Pruebas inmunoldgicas.

5.6.1 Obtencién del suero sanguineo.

Finalizados los tratamientos se tomaron muestras de sangre de 3-4 organismos
al azar de cada tratamiento para obtener un volumen de 2 ml de sangre. El
suero sanguineo se obtuvo de acuerdo a la técnica de extraccion Taoka, et al.
(2006).

5.6.2 Pruebas de lisoenzima



Las pruebas de lisoezima se realizaron de acuerdo a Caruso, et al. (2002).
5.6.3 Proteina en suero

Se realiz6 por la técnica Micro Lowry descrita en el producto “Total Protein kit,
Micro Lowry, Petersons modificacion” (Sigma) (Anexo 1) con la modificacién de
utilizar 0.01g de muestra.

5.6.4 Ensayo de la actividad anti-bacterial del suero.

Para este estudio, se cultivaron dos cepas de bacterias: Vibrio alginolyticus
(Cepa ATTCC177) y Aeromona hydrophila (Cepa ATCC35654) en medio TSA
(Trypto-Soya agar) para asegurar su disponibilidad para el estudio. Se
cuantificaron las bacterias de ambas cepas en una muestra por el Método del
Numero Més Probable. Se realiz6 la técnica descrita por Hernadndez, (2007)
(Anexo 6).

El Andlisis estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS v.17. Se utilizé
un Analisis de Varianza de un factor (a=0.05) para determinar si existian
diferencias significativas entre tratamientos. Posteriormente se determinaron
las diferencias significativas entre los niveles mediante la prueba de Tukey
para las medias de Tasa de crecimiento especifico, porcentaje de ganancia en
peso, tasa de ingesta, tasa de conversion del alimento, tasa de conversion de
la proteina, coeficiente de digestibilidad aparente de la proteina, coeficiente de
digestibilidad aparente, consumo de oxigeno, fosforo excretado en heces y
orina, amonio excretado en orina, actividad lisoenzimatica y concentracion de

proteina en suero sanguineo.



6. Resultados.

A continuacion se presentan los resultados, iniciando con el crecimiento, seguido del

consumo de oxigeno y excrecion de nutrimentos, finalizando con respuesta inmune.

6.1 Crecimiento

La Tasa de Crecimiento Especifico (Figura 1) en los organismos alimentados con el
tratamiento HP (4.02%) mostraron los mayores valores mientras que los del tratamiento
25-S (3.39%) los menores. Se observa una tendencia a la reduccion en los valores
conforme aumenta el porcentaje de soya en las dietas. Por otro lado, en la ganancia en
peso (%; Figura 2). Los organismos alimentados con el tratamiento HP (649.51%)
presentaron el mayor valor, seguido de 75-S (557.37%). Los menores porcentajes los
presentaron 50-S (470.62%) y 25-S (445.38%).

La tasa de ingesta (Figura 3) de los organismos alimentados con tratamientos de harinas
vegetales muestran valores mas elevados que los tratamientos control. Se observa que a
mayor inclusién de Spirulina, el valor es tiende a elevarse, sin embargo no hay diferencias

significativas entre tratamientos.

Los valores pertenecientes a la tasa de conversion del alimento (Figura 4) mostraron que
el valor del tratamiento HP (0.75) resulto el mas bajo de los tratamientos. Los valores de
los organismos con tratamientos con proteina vegetal resultaron mas elevados que los
control. Se observa una tendencia de los valores a disminuir en relacion a la mayor
inclusion de soya en el tratamiento. Para la tasa de conversion de la proteina (Figura 5),
los organismos alimentados con tratamientos que contienen una mayor cantidad de soya
tienen valores mas bajos de conversion de la proteina, No obstante, no difieren

significativamente de los tratamientos control.

El coeficiente de digestibilidad aparente de la proteina (Figura 6) en los organismos
alimentados con harinas vegetales resulto mayor que en organismos alimentados con el
tratamiento HP. El crecimiento (figura 7) de juveniles de trucha arcoiris. Los organismos
alimentados con los tratamientos 75-S y HP alcanzaron mayor peso al finalizar el



experimento. Los que alcanzaron menor peso fueron 50-S y 25-S. Sin embargo entre

tratamientos no existen diferencias significativas.
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Figura 2 Porcentaje de ganancia en peso.
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6.2 Consumo de oxigeno

El oxigeno consumido (Figura 8) por organismos con los tratamientos 50-S (1.18mg/ml) y
25-S (1.27mg/ml) es similar al de los del tratamiento AC (1.22 mg/ml). Hay una reduccién
en el consumo de oxigeno por organismos alimentados con 75-S y HP en comparacion de

los demas tratamientos.
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Figura 8 Oxigeno consumido por organismos alimentados.

6.3 Excrecion de fosforo y nitrogeno amoniacal alm  edio

Los resultados pertenecientes a el fosforo excretado en heces (Figura 9) de los
organismos alimentados con sustituciones totales de mezclas de soya y Spirulina
muestran una disminucion significativa en el fosforo excretado en heces, a comparacion
de los tratamientos AC y HP. Por otro lado en el fosforo excretado por orina (Figura 10)
se observo una relacion directa entre la disminucion de fosforo por orina y la cantidad de
Spirulina en los tratamientos administrados a juveniles de trucha arcoiris. En cuanto el
amonio excretado por orina ( Figura 11), los organismos alimentados con el tratamiento
25-S excretaron la mayor cantidad de amonio de tratamientos con harinas vegetales,
(0.301 mg/ml), valor cercano al obtenido por el tratamiento AC (0.299 mg/ml). Los
organismos alimentados con 50-S y HP mostraron la menor cantidad de amonio

excretado por orina.
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Figura 10 Fosforo excretado por orina.
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6.4 Respuesta inmunoldgica no especifica

En los resultados de respuesta inmune se observé que la sobrevivencia (Figura
12) de los organismos alimentados con todos los tratamientos fue por encima
del 80%. El valor mas elevado lo obtuvo el tratamiento 25-S con un 96.7 % de
organismos vivos al final del experimento. La actividad lisoenzimatica (Figura
13) de los organismos alimentados con los tratamientos 75-S y HP (745.76 y
696 U/mg proteina respectivamente) mostraron la mayor actividad
lisoenzimatica de todos los tratamientos. Los valores de los tratamientos 50-S y
25-S fueron similares a AC. En cuanto a la concentracion de proteina en suero
sanguineo (Figura 14), los organismos alimentados con los tratamientos 50-S y
25-S no disminuyeron la cantidad de proteina en suero sanguineo en
comparacion con los tratamientos HP y AC. Los organismos alimentados con el
tratamiento 75-S resultaron con la concentracidbn mas baja del experimento
(1.185 mg /ml).

En las pruebas de bacterias (Vibrio alginolyticus y Aeromona hydrophila)
expuestas a sueros sanguineos de organismos alimentados con los distintos
tratamientos no se presentaron diferencias en la supervivencia de individuos
formadores de colonias. La supervivencia en todos los casos fue del 100%,
esto pues se obtuvieron en cada caja petri un nimero mayor a 300 individuos

formadores de colonia
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Figura 12 Sobrevivencia.
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7. Discusion

Los valores registrados nos permiten interpretarlos para emitir un juicio
fundamentado sobre la mezcla 6ptima que puede sustituir la harina de pescado

en los alimentos para trucha arcoiris.

7.1Crecimiento.

En este trabajo la informacion obtenida permite tener una aproximacion a la
respuesta fisioldgica que presentan los organismos cuando son alimentados
con Sustituciones Totales de Mezclas de Soya y Spirulina (STMSS). Los
resultados de este experimento en Tasa de Crecimiento Especifico (TCE),
Ganancia en Peso (GP), Tasa de Conversion del Alimento (TCA), Tasa de
Ingesta (Tl) y Tasa de Conversion de la Proteina (TCP) muestran una
tendencia (Figuras1-5) a disminuir su valor entre mayor es la inclusion de
harina de soya y menor la de polvo de Spirulina en el tratamiento. Sin embargo
en ninguno de los parametros mencionados se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos. En otras palabras, |la respuesta de los
organismos al ingerir STMSS no difiere de la que presentan al ingerir alimentos
comerciales o dietas con harina de pescado. Mas importante, los resultados de
crecimiento (Figura 2 y 7) son alentadores para proponer productos a nivel
comercial, pues no reducen significativamente el crecimiento en los

organismos, en comparacion con los alimentos comerciales.

Los valores obtenidos en este trabajo de crecimiento (figuras 1-5) muestran
una tendencia a reducirse en los tratamientos que incluyen mayor cantidad de
soya. Esto por la reduccién en la absorcion de nutrientes que se le atribuye a la
harina de soya (Storebakken, et al.2000) por factores como antinutrientes
(Adeliz , et. al.,1998; Dalsgaard, et al., 2009) y desordenes digestivos como lo
es la diarrea osmotica (Heikkinen et.al. 2006). Se llego a presentar una mayor
solubilidad de las heces excretadas por organismos alimentados con mayor
cantidad de Spirulina pues al no poseer una pared celular como la soya
(Volkmann, et al., 2008) la consistencia fue menos firme que en dietas con

mayor cantidad de soya. Como se puede observar entre tratamientos y los
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controles no existen diferencias significativas debido a la complementacion de
los tratamientos con polvo de Spirulina. Esto concuerda con lo reportado por
Nandeesha, et al (1998), quien sustituyo parcialmente harina de pescado por
Spirulina en dietas de organismos acuéticos y resulté en un incremento de la
ganancia en peso como sucedi6 con el tratamiento 75-S (Figuras 2 y 7) debido
a la calidad en los nutrimentos en el polvo de Spirulina. Olvera-Novoa, et.al.
(1998) reportaron un efecto similar en el crecimiento de tilapia al utilizar

Spirulina en alimentos.

Los resultados de TCE (figura 1) coinciden con los publicados por Austreng, et
al., 1987 quien describe TCE para juveniles de trucha arcoiris de diferentes
tallas. La TCE presenta la misma tendencia que los demas parametros de
crecimiento (a disminuir el valor con una mayor inclusion de harina de soya). La
tendencia concuerda con los resultados de undheim, (2004) y de El-Sayed.
(1994). En los trabajos de estos autores, los organismos (Salmo salar L. y
Rhabdosargus sarba respectivamente) alimentados con sustituciones totales
de harina de pescado por harina de soya o Spirulina obtienen el menor valor
de TCE en comparacién con sustituciones parciales, sin embargo el valor de
TCE en una sustitucion total de Spirulina es mas alto que el de una sustitucion
total con harina de Soya (1.94, y 1.34 % respectivamente). Otro autor Olvera-
Novoa, et.al. (1998) trabajé con Oreochromis mossambicus reportando una
tendencia similar. En este trabajo, al haberse utilizando mezclas de ambos
ingredientes se obtuvo un mayor valor de TCE en tratamientos con elevadas
concentraciones de Spirulina (75-S) en comparacion con aquellos que
contenian mayor cantidad de harina de soya (25-S) (Figura 1). Esto se le puede
atribuir a el hecho de las caracteristicas de especie con la que se trabajé
(trucha), pues las respuestas entre especies generalmente varian, ademas de
gue se observo en los resultados de este trabajo que una sustitucion total de
harina de pescado por harinas vegetales no varié la TCE de los organismos
alimentados, siempre que la sustitucién fuera elaborada con més de una fuente
de proteina vegetal. Varios autores concuerdan con que es mejor una
sustitucion parcial de fuentes de proteina (El-Sayed, 1994; Gomes, Remay
Kaushik, 1995; Olvera-Novoa, et al., 1998; Fernandez-Inhas, et al., 1999;
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Palmegiano, et al., 2005; Ogunkoya, et al.,2006), asi como trabajos han
encontrado que en una sustitucién total se afecta el crecimiento de los
organismos (Pereira, et.al, 1998). No obtante, Gomes, (1995) trabajé con
sustituciones de harina de pescado por mezclas de harina de soya con
leguminosas (frijol faba, semilla de lupin y chicharo) en Oncorhynchus mykiss y
reportd valores que no varian en sustituciones del 33 al 66%, valor elevado
para una sustitucién parcial, por lo que se deduce que la utilizacion de las
STMSS de este trabajo no produjeron variacién en la TCE de los organismos

alimentados por ser una mezcla de dos fuentes de proteina.

El TCE le sirve a los productores para conocer el porcentaje que los
organismos aumentaran de talla en un dia. De esta manera pueden conocer el
tiempo en que sus organismos alcanzaran una talla deseada y asi calendarizar
sus actividades paratener un control mas claro de su produccion. Al no haber
diferencias con los tratamientos comerciales, los organismos alimentados con

STMSS crecen al mismo ritmo que los alimentados con dietas comerciales.

Los resultados de tasa de ingesta (Figura 3) en los tratamientos con STMSS no
variaron en comparacion con los tratamientos control. Se ha reportado en
previos trabajos (Pereira, et al., 1998) baja ingesta de alimentos con proteina
vegetal y se les atribuye principalmente al rechazo de los organismos por la
palatabilidad de los tratamientos. Esto, pues la trucha arcoiris al ser un
organismo carnivoro, suele rechazar los alimentos con proteina de origen
vegetal por “no tener buen sabor”. Por esta razon, se adicionaron los alimentos
con substancias que mejoraran el sabor para que los organismos los ingieran
(Hardy, et al., 2002). En este trabajo utilizé aceite de pescado como promotor
de la palatabilidad para que no influyera en la cantidad de alimento ingerido.

En general los datos de la TCA y TCP (Figura 4 y 5) para los tratamientos con
soya son similares a los reportados por Greene & Selivonchick (1990) donde
se reporta un valor de .87 para organismos alimentos con aceite de soya. En
este trabajo se obtuvo un valor de .86 en los organismos alimentados con el
tratamiento 25-S, y se observa que los valores de los tratamientos tienden a
aumentar con una mayor concentracion de polvo de Spirulina y una menor
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concentracion de harina de soya. Al observar los resultados de TCAy TCP
junto con demas parametros de crecimiento, se observa que la respuesta por la
utilizacién de STMSS en alimentos para trucha arcoiris no difiere en

comparacion con la del alimento comercial.

7.2 Digestibilidad

El Coeficiente de Digestibilidad Aparente de proteina (CDA) resulté elevado en
los tratamientos 50-S y 25-S en comparacion con HP (Figura 6), aun por
encima de los reportados por Fontainhas-Fernandes (1999) donde los
coeficientes son de 90% para sustituciones con soya. El valor del tratamiento
control de harina de pescado igualmente resultd elevado en comparacioén con
los reportados por los autores Romarheim, et al. (2006), Nandeesha,et al.
(1998), Yamamoto, et al. (2005), Mundheim, et al. (2004).

El elevado valor en los CDA de los tratamientos se puede deber a la inexactitud
de la técnica. También puede ser debido al proceso de calentamiento de los
alimentos que ayudo a la ruptura de la membrana de celulosa que rodea a la
célula vegetal en la soya, liberando los contenidos y aumentando su
disponibilidad. El calentamiento también facilité la inactivacion y destruccion de
factores antinutricionales como inhibidores de tripsina, acido phytico,
antivitaminas A, D, E, Ky Br2 presentes en dietas con soya (El-Sayed, 1994).
Esto se logro al calentar los alimentos a 60T dura nte 24 horas, antes de ser
administrados a los organismos, como parte del proceso de elaboracion de los
tratamientos. Por esta razon las dietas fueron asimilables por los organismos

presentando CDA aun mas elevados que en el tratamiento control.

En el trabajo, la dieta 75-S, tratamiento con la mayor concentracion de Spirulina
de las STMSS, es la que obtuvo el menor coeficiente de digestibilidad.

Nandeesha, et al. (1998) obtuvo coeficientes inferiores a los obtenidos en este
experimento al utilizar Spirulina en dietas como sustituto parcial de proteinas en
alimentos para Cyprinus carpio donde obtuvo CDA de 88.3, 88.9, 87.7, 87.2 en

dietas con porcentajes de sustitucion de 100, 75, 50 y 25 respectivamente, aun
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cuando la carpa es un organismos de habitos que favorecen la asimilacion de

proteinas vegetales.

Lo que se puede observar en los resultados (Figura 6) de los tratamientos
STMSS es que a mayor concentracion de una sola fuente de proteina vegetal
en el alimento, la digestibilidad de las proteinas tiende a disminuir (tratamientos
75-S y 25-S). Esto concuerda con los resultados de El-Sayed, (1994), donde
concluye que una sustitucion de harina de pescado no presenta efectos
adversos en crecimiento de Rhabdosargus sarba hasta del 50% de Spirulina y
de 25% en soya. Otros autores que han trabajo con sustituciones totales con
una sola fuente de proteinas vegetales, concluyen que es mejor una sustitucion
parcial en soya o Spirulina (El-Sayed, 1994; Gomes, Rema y Kaushik, 1995;
Olvera-Novoa, et al.,1998; Fernandez-Inhas, et.al., 1999; Palmegiano, et al.,
2005; Ogunkoya, et al.,2006) o que la inclusion de harina soya en alimentos
produce efectos negativos (Pereira, et al. en 1998). Por ello, como en el caso
de TCE, se recomienda la inclusién de mas de una fuente de proteinas de
origen vegetal en sustituciones de harina de pescado para obtener indices altos

de digestibilidad de la proteina.

En algunos casos, se le ha atribuido baja digestibilidad a tratamientos por la
presencia de ciertos compuestos. Existen reportes en donde indican que se
presenta una baja digestibilidad por la utilizacion de phytasa en los alimentos,
esto por la generacion de complejos proteina-phytasa que son resistentes a la
digestion proteolitica (Dalsgaard, et al., 2009), Sin embargo en el presente
trabajo no se presento baja digestibilidad de los tratamientos en este

experimento en ninguna de las dietas adicionadas con phytasa.

Al haber demostrado que con los tratamientos STMSS se obtuvieron CDA
mayores a aquellos con proteina animal, se demuestra que los organismos
pueden descomponer las proteinas vegetales en componentes mas pequefios
y con esto facilitar su absorcion por el organismo. De esta manera se favorece
la posibilidad de utilizar sustitutos vegetales para harina de pescado en
alimentos para trucha arco iris, esto pues la proteina vegetal es aprovechada
de igual manera que la animal por el organismo. Cabe destacar que uno de los
15



objetivos de este proyecto fue beneficiar economicamente a los productores de
trucha disminuyendo los costos de los alimentos, por lo que hay algo que se
debe tomar en cuenta. Al planear la inclusion de proteina de Spirulina en dietas
se debe considerar la disponibilidad y el costo de la misma (Nandeesha, et al.,
1998), pues su precio es elevado y su comercializacion es limitada a solo unos
cuantos proveedores. Por lo que la dieta 25-S al poseer la menor cantidad de
polvo de Spirulina resulta el mas econdmico de los tratamientos propuestos con
STMSS.

7.3 Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno por organismos se relaciona con el gasto energético de
la ingestion, absorcion y transformacion de nutrientes, crecimiento, digestion, el
incremento de la actividad circulatoria vascular y la excrecion de metabolitos
nitrogenados (Barajas, 2009) en los organismos que ingieren una dieta. Los
tratamientos difieren significativamente entre los grupos de 75-S y HP contra el
resto de los tratamientos (Figura 8), también se observa una tendencia a
aumentar el consumo de oxigeno conforme aumenta la inclusion de soya en los
tratamientos. Esta respuesta significa que el polvo de Spirulina exige de los
organismos un gasto energético menor en comparacion con la harina de soya y
que la respuesta de demanda de oxigeno por organismo alimentados con

mayores concentraciones de soya es similar a la de los alimentos comerciales.

7.4 Excrecion de fésforo y nitrégeno amoniacal alm  edio

El fésforo presente en las heces de los tratamientos con proteina vegetal se
redujo comparacion del registrado con tratamientos HP y AC (Figura 9). Esto se
debe a que las materias primas de origen animal suelen contener grandes
cantidades de fosforo en forma hydroxyapatita o fosfatos provenientes de
huesos molidos, pues para fabricar harinas de pescado se secan y maceran los
peces sin separar el musculo del hueso incrementando la cantidad de fosforo

no asimilado por los organismos y que se desecha al medio.

Como lo demuestran los resultados de la figura 9, la disponibilidad del fosforo

en los organismos de este experimento se incremento por la adicién de phytasa
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a los tratamientos vegetales, aumentando la facilidad para ser asimilado por los
organismos (Vielma, et al., 2000; Vielma, et al., 2002; Dalsgaard, et al., 2009),
esto porque aproximadamente dos tercios del fosforo en fuentes vegetales es
parcialmente disponible para los peces, pues se encuentra unido a un phytato,
ademas contener acido phytico que tiene una gran capacidad de almacenar
fosforo (Cheryan, 1980; Dalsgaard, et. al., 2009). Estos elementos provocan
gue el fosforo sea poco aprovechado presumiblemente por los bajos niveles de
phytasa en el intestino de los peces (Coloso, et al., 2003). Ademas se redujo
por la cantidad de fésforo presente en los vegetales a comparacion de la
harina de pescado (Green, et al., 2002) lo cual resultd en una excrecion
significativamente reducida de fosforo en heces por los organismos.

El hecho de que se presente una reduccion significativa en las emisiones de
fosforo en heces de organismos alimentados con STMSS, representa un punto
a favor en la utilizacion de tratamientos con materias alternativas para lograr
una reduccion en fosforo proveniente de las efluentes de granjas truticolas y

con esto mejorar la calidad del medio ambiente.

El fosforo excretado al medio por orina y branquias no presenta diferencias
significativas en ninguno de los tratamientos (Figura 10). Esto coincide con lo
reportado por Ogunkoya, et al. (2006) donde no encuentra diferencias
significativas en fosforo y excretado por organismos alimentados con dietas
gue utilizan harina de soya como sustituto de harina de pescado. En cuanto al
amonio excretado por orina, hubo una reduccién significativa en la excrecion
por los organismos alimentados con los tratamientos 50-S y HP (Figura 11).
Los demés tratamientos no difirieron del control AC. Esto implica que la
utilizacion de STMSS no produce mas emisiones de amonio por este medio,

que las que actualmente se presentan con los alimentos comerciales.

Si bien Unicamente el tratamiento 50-S reduce el amonio en comparacion con
los tratamientos control y los tratamientos STMSS no reducen fésforo
excretado en orina, si existe una reduccion en la emision de fosforo por heces.

La utilizacion de STMSS en dietas de trucha arcoiris reduce significativamente
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las emisiones de fosforo al medio ambiente, previniendo procesos que

conlleven a su deterioro.

7.5 Respuesta inmune

Debido a que en este trabajo los tratamientos no provocaron mas del 20 % de
muertes en los organismos (Figura 12), no se considera que representarian

pérdidas econdmicas por muertes en una granja truticola.

Los resultados de actividad lisoenzimatica en el tratamiento 75-S junto con HP
fueron mas elevados que en los demas tratamientos (Figura 13). Estas
diferencias en la actividad de la lisoenzima se deben a que especificamente en
trucha arcoiris, el estrés agudo induce un incremento simultaneo en cortisol y
actividad lisoenzimatica, este fendmeno se ha interpretado como una respuesta
"fight-or-flight” de los peces al estrés (Demers, Bayne, 1997; Caruso, et
al.,2002). Esto sugiere que la alta concentracion de Spirulina en las dietas,
vuelve mas propensos a los organismos al estrés, puesto que a todos los
organismos en todos los tratamientos fueron sometidos a las mismas fuentes
de estrés y solo los alimentados con 75-S y HP presentaron mayor estrés. Los
demas tratamientos no mostraron diferencias significativas entre si, por lo que
la actividad lisoenzimatica no se ve afectada con la utilizacion de mezclas

fuentes de proteina vegetal.

Los niveles de proteina en sangre del tratamiento 75-S resultaron
significativamente mas bajos que los demés tratamientos (Figura 14). Los
niveles de proteina bajos repercuten directamente sobre los organismos pues
los anticuerpos son asociados con las pseudoglobulinas, que son proteinas en
la sangre (Lepkovsky, 1930). La baja concentracion de proteina en sangre de
este grupo coincide con la mayor mortandad y elevada actividad lisoenzimatica
(Figura 12) en los organismos alimentados con el tratamiento 75-S. Los
organismos de este tratamiento presentaron lordosis, nado erratico, coloracion
opaca, letargo, menor apetito y nado cerca de la superficie y finalmente morian

de enfermedades por organismos oportunistas como bacterias y hongos. Por
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otro lado, los organismos alimentados con tratamientos 50-S y 25-S de STMSS
no difirieron en la concentracion de proteina en sangre con los tratamientos
control, AC y HP.

La evaluacion de crecimiento de bacterias expuestas a medios de cultivo con
suero sanguineo de los organismos alimentados con STMSS no mostré
diferencias. Esto debido a que estas bacterias se encuentran comiunmente en
los peces y solo bajo condiciones de estrés comienzan a causar dafio a los
organismos. el estrés se considera un factor que contribuye a la virulencia de la
enfermedad causada por estas bacterias (Cipriano, 2001, Swann, White, Sin
afo). Por esta razén los resultados de Rainger y Rowley (1993) muestran que
la utilizacion de suero sanguineo de organismos alimentados con alimento
comercial en cultivos de bacterias no muestra una disminucion en el
crecimiento de colonias. Por esto se puede decir que la patogenecidad de
estas bacterias depende de la concentracién en la que se les encuentren en el
medio y el grado de estrés al cual este sometido el organismo al cual puede
infectar. Adicionalmente, el efecto que mostraron las bacterias en este trabajo
no difirié con el de los tratamientos control, por ello, alimentar organismos con
los tratamientos STMSS no altera la respuesta a estos agentes en comparacion

de organismos alimentados con dietas comerciales.
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8. Conclusion

El tratamiento 25-S se considera la mezcla 6ptima para sustituir totalmente la
harina de pescado en alimentos de trucha arcoiris; debido a que no disminuye
significativamente el crecimiento de los organismos, reduce las emisiones de
fésforo al medio, es el mas econdémico y no afectar la respuesta inmune no

especifica en los organismos en comparacién con el alimento comercial.

Se aconseja la ampliacién de los tiempos de prueba de alimentacién para
observar si los tratamientos elaborados con mezclas de harina de soya y polvo
de Spirulina son capaces de provocar dafos en los intestinos (enteritis) en

organismos que los consumen.
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10. Anexo

Anexo 1

Reagente de Lowry

Se preparo el Reagente de la solucién de Lowry agregando 40ml de agua destilada a un
recipiente con reagente de lowry en polvo. Se mezcl6 bien evitando un exceso de
espuma hasta que se disolvié el componente completamente.

Reagente de Fenol Folin & Ciocalteu’s.

Se preparo la solucién transfiriendo 18 ml de Reagente de Fenol Folin & Ciocalteu’s a un
envase dmbar. Se agregaron 10 ml de agua destilada. Se mezclé apropiadamente y
posteriormente se agregaron 80 ml de agua destilada a la solucién.

Solucién Estandar de Proteinas

Para preparar la solucion estandar de proteinas se agregaron 5ml de agua destilada a un
recipiente con extracto de proteina. Esta solucién se debe almacenar en refrigeracion y
sOlo dura 3 meses.

Procedimiento

1. Se elaboré una curva patron

Solucién proteina Agua Destilada (ml) Concertacién de Proteina
Estandar (ml) (ug / ml)
125 .875 50
.250 .750 100
.500 .500 200
.750 .250 300
1.000 0 400

Se elaboro un tubo blanco con 1 ml de agua.

3. Se agrego la muestra de muestra a tubos debidamente etiquetados y se diluyo con 1 mi
de agua.



4. Se agreg6 1ml de la Solucion Reagente de Lowry a los tubos patrén, blanco y
muestras. Se mezclo bien.

5. Se reposaron las soluciones 20 minutos a temperatura Estandar.

6. Se agregaron rapidamente 0.5 ml de la solucion Reagente de Fenol Folin & Ciocalteu’s
a cada tubo con solucion.

7. Se dejo reposar por 30 minutos.

8. Se transfirieron las soluciones a cubetas. Se ajusto a 540nm son la solucién en blanco
y el resto se midi6 para registrar las absorbancias.

9. Multiplicar por el factor de disolucién.



Anexo 2

Digestibilidad, Cromo en Heces.

Muela finamente las heces, a las cuales se les habra eliminado previamente escamas y
cualquier otra materia extrafia; manténgalos a sequedad. Pese con precision de 0.0001g
de 50 a 100mg de muestra, coléquela en un matraz kjeldahl de 100 ml y pese
nuevamente la charolilla para ajustar peso de la muestra. Adicione 5ml de HNO3 y ponga
a digerir en ebullicion suave en una campana de extraccién encendida por un minimo de
30 min hasta que desaparezcan los vapores amarillentos. En caso de que disminuya
notablemente la cantidad de liquido y continte habiendo vapores nitrosos, adicione otros
5ml de acido nitrico y siga digiriendo. Se recomienda que se agite cuidadosamente los
recipientes con un guante que prevenga quemaduras para acelerar el proceso, para esto
no se debe de remover el matraz de el dispositivo. Al término la solucion debe ser de un

color verde claro, translucida y no debe desprender vapores ocres. Deje enfriar.

Ya fria la solucion, agregar cuidadosamente resbalando por las paredes del matraz 3ml
de acido perclorico. Realizar la adicion dentro de una campana de extraccion y con mucho
cuidado, ya que en caso de una digestion incompleta se puede presentar una reacciéon
explosiva. Coloque nuevamente el matraz en el digestor y continte la ebullicion.
Primeramente rebullira el contenido del matraz evaporando los residuos de HCL. Después
en esta etapa se requerira de una mayor cantidad calor que en la pasada para que el
acido perclorico embulla. Al lograr esto se comenzara a formar una nube blanca dentro de
la parte esférica del matraz. Debe permanecer asi por el tiempo suficiente para que la
solucion torne de color amarillo oro. Apague el digestor y deje enfriar. Ya frio se debe
formar un anillo rojizo en el borde del liquido; en caso de no formarse o si el liquido se

torna verde nuevamente, volver a digerir hasta que el cambio sea permanente.

Pase el liquido frio a un matraz volumétrico de 25 ml, enjuagando el matraz kjeldahl varias
veces con agua destilada y afore. Ajuste a O el espectrofotdmetro con un blanco de
reactivos y leer a 350 mm. El blanco se prepara simultaneo a la muestras usando
solamente los acidos y agua destilada no es necesario pasarlo por el mismo proceso de

ebulliciones.



Calculos

a) Calcule la cantidad de 6xido de cromo (mg) presente en la muestra:

X = ((Y - 0.0032)/0.2089)/4

Donde

Y = absorvancia

0.0032 y 0.2089 son constantes

b) Calcule el % de 6xido de cromo en la muestra:

0.C.% = 100(X/A)

Donde

X

= peso del Oxido de cromo

A = peso de la muestra

Anexo 3

P React mo. Phosphorus, Reactive (Orthophosphate) Method 8114

1.

Se enciende el Espectrofotometro HACH y se selecciona la opcion de programas
favoritos.

Se selecciona el programa 480 P React Mo.

Se prepara el blanco agregando 10 ml de agua destilada en un recipiente libre de
fosfatos.

Para preparar la muestra se agregan 10 ml de la muestra en un recipiente
debidamente etiquetado.

Se agregan 0.5 ml de Reagente Molybdovanadato (Molybdovanadate Reagent) a
cada muestra y se mezcla bien.

La muestra se deja reposar por 7 minutos.

. Cuando el tiempo expire, limpiar las paredes de las cubetas de lectura e introducir

al espectrofotbmetro. Introducir el blanco y presionar ZERO.

Limpiar bien la cubeta de lectura, verter las muestras y leerlas presionando READ. Los
resultados se expresan en mg/L PO,*



Anexo 4
Método de Nessler. Method 8038

1.Sé busco en la opcion de los programas guardados del espectrofotometro HACH.
2. En el espectrofotometro de HACH se utilizé el programa 380, N, Amonia , Ness
3. Se agregaron 16.66ml de muestra de agua en un recipiente.

4. Para preparar el blanco se agrego en otro recipiente 16.66 ml de agua destilada.
5. Se agregaron 2 gotas de estabilizador de minerales a cada recipiente.

6. Se agregaron 2 gotas de Agente Dispersor de alcohol polivinilico en cada recipiente. Se
mezclo bien cada recipiente.

7. Con una pipeta y mucho cuidado se agrego 0.66 ml de Reagente de Nessler. Se
mezclé bien cada recipiente.

8. Se dejo reposar 1 minuto.
9. Se transfirieron las soluciones a cubetas de vidrio para medir.

10. Se introdujo la cubeta en blanco en la ranura especial del espectrofotdmetro y se
ajusto a cero presionando la opcién “ZERQO".

11. Se retiro el blanco y se inserto la cubeta con la muestra.

12. Se presiono la opcion “ READ”, los resultados se expresan en mg/L NH3-N.



Anexo 5

Método 10127 Test ‘N Tube Vials

. Se enciende el Reactor (digestor) DRB 200 y se calietna a 150C.

. Se selecciona el programa de phosphoro, se debe esperar hasta que la
temperatura marcada sea de 150C para que comience el cronometro del
aparato.

. Se prepara el blanco con una pipeta de 5.0ml de agua destilada a un tubo
de de “Total Phosphorus Test "N Tube Vial".

. Para preparar las muestras se agregan 5ml de muestra a un tubo de “Total
Phosphorus Test "N Tube Vial".

. Posteriormente se agrego el contenido de un sobre de Persulfato de potasio
en polvo (Potassium Persulfate Powder Pillow) a cada tubo. Se cerro y agito
para disolver.

. Una vez que el reactor se encuentra a 150C se introducen los tubos
(tapados) en los compartimentos.

. Se presiona la opcion TIMER>OK y comienza un cronometro en cuenta
regresiva desde 30 min.

. Una vez que el tiempo termino, se remueven los tubos del reactor y se
dejan enfriar hasta que alcanzan temperatura ambiente.

. Se agregan 2.0 ml de hidroxido de sodio al 1.54 N a cada tubo, se tapa y se
mezcla.

10.Con un gotero de polyethyleno se agregan 0.5 ml de reagente de

molybdovanadato (Molybdovanadate Reagent) a cada tubo, se tapa y
mezcla.

11. Se dejan reposar 7 minutos las soluciones.

12. Ya transcurrido el tiempo se limpian con una toalla perfectamente los tubos

para remover grasa u otra marca.

13.Se coloca el tubo blanco en la ranura del espectrofotometro.

14.Se presiona ZERO.

15.Se saca el blanco y se introducen los tubos con las muestras preparadas.

16.Se oprime la opcion READ vy se leen. Los resultados se expresan en mg/L
PO,% .
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Anexo 6

Actividad antibacterial del suero.

Se mezclaron las soluciones A, B y C en una proporcion 1:1:1. De esta
solucion se tomo una alicuota para hacer 5 diluciones de 1:10 hasta 1:1X105
(utilizando la solucion A como solvente) y de estas se tomo una alicuota de
100 microlitros que fue colocada en una caja petri con medio TSA incubando a
25T por 24 hrs. Las bacterias viables se contaron por el método de conteo de
placa y se calculd la supervivencia. Se elabor6 un grupo control sin suero que
se considero como el 100% de supervivencia. Las cepas de bacterias se

incubaron por 24 horas en medio TSA (Trypto-Soya agar).

Solucion A)

Buffer Tris (ph 7.5, 0-05 M conteniendo 0.5 mmol/ml Ca2+).
Solucion B)

Suspension de la bacteria (0.001 mg/ml).

Solucion C)

Suero sanguineo y buffer tris (1:4).
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