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Todo lo que hagas en la vida serd insignificante, pero es muy importante que lo hagas
porgue nadie mas lo hard. Como cuando algo llega a tu vida y una parte de ti dice:

no estds minimamente preparado para esto; pero la otra parte dice:

hazlo tuyo para siempre

Mahatma Gandhi
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INTRODUCION

La Acuacultura es una de las actividades productoras de alimento con mas
crecimiento a nivel mundial, pues aumentd del 3.9 % de la produccién total de
productos pesqueros en 1970 al 27.1 % en 2000 y al 32.4 % en 2004. El
crecimiento medio de este sector es del 8.8 % al afio, mientras que en el mismo

periodo, la pesca de captura crecié solamente a razén del 1.2 % (Vela et al. 2007)

Las estadisticas mas recientes (CONAPESCA-SAGARPA 2008) reportan un
incremento anual aproximado del 10% de la produccion acuicola de México, con
una produccion por acuacultura en el 2008 de 283,625 toneladas, que representa
el 16.25% de la produccion total de productos pesqueros.

Este crecimiento de la actividad acuicola, ha sido acompafiado por un aumento en
la demanda de alimentos balanceados (Gatlin et al. 2007) y de acuerdo con la
FAO (2006), empieza a generar algunos efectos negativos en la industria y el
ambiente como:

e EI aumento en las capturas del medio natural de especies pelagicas que
sirven de materia prima para harina y aceite de pescado y que son los
ingredientes principales de las dietas comerciales de especies carnivoras y
omnivoras.

e El enriquecimiento de productos organicos en las aguas de los estanques
de cultivo, creando sedimentos y zonas con poca cantidad de oxigeno.

e Cambios en las comunidades del bentos.

e Eutrofizacion de lagos y zonas costeras cercanas a las granjas de cultivo.

Particularmente importante, el problema de la eutrofizacion es a nivel mundial y
actualmente hay diferentes propuestas para reducir las descargas de P y N de las
granjas. Entre ellas una de las mas préacticas y baratas es el uso de alimentos
conocidos como “DIETAS AMIGABLES CON EL AMBIENTE” ya que, la
formulacion de estas dietas considera: (i) el uso de ingredientes con una cantidad
limitada de P, (ii) que el P disponible tenga una alta bio-disponibilidad y (iii) que las

dietas tengan una alta tasa de digestiva.



La harina de pescado, fuente de proteina en las dietas comerciales, es el
ingrediente que mas aporta P y N y se ha sugerido que su reemplazo por
proteinas alternativas podrian reducir las descargas de estos nutrientes al medio.
Las fuentes de proteina que sustituya a la harina de pescado deberan estar
facilmente disponibles, ser accesibles econdmicamente y tener una calidad
adecuada en el aporte de nutrientes. En la actualidad se han evaluado
ingredientes, tanto de origen vegetal como de origen animal, que cumplan estas
caracteristicas.

Dentro de los ingredientes vegetales, la soya es cada vez mas comun en la
alimentacion de organismos acuéticos por su composicion quimica, perfil de
aminoacidos, con excepcién de la metionina y en menor grado la lisina como
aminoacidos limitantes (Tacon et al. 1983), elevado contenido de vitaminas y
menor costo al de HP (Akiyama, 1992). Sin embargo, contiene factores
antinutricionales y reducen la palatabilidad de los alimentos cuando se preparan
con niveles elevados de este material (Tacon et. al., 1983; Webster et al., 1992b).
Otros ingredientes de origen vegetal analizados son los subproductos de semillas
de oleaginosas, proteinas unicelulares, concentrados proteinicos. Asi como
semillas y hojas de leguminosas. Han obtenido resultados muy variados pero
predomina el hecho que a niveles de inclusion de proteina de origen vegetal en
alimentos acuicolas, producen una reduccion del crecimiento y una pobre
eficiencia alimentaria en los organismos que los consumen. Mientras que la
composicién quimica del CdS sugiere que tiene potencial como ingrediente en las
dietas para salménidos.

En México una de las especies mas importantes de cultivo es la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss): en el 2010 la Sagarpa dio a conocer que la producciéon
nacional de trucha registré un crecimiento anual del 8%, con lo que se contabilizan
mas de 5 mil toneladas, con un valor de mas de 218 millones de pesos. Por lo
tanto, la producciéon de trucha arcoiris en México es un sistema productivo con
grandes avances. Gran parte de esta produccion se realiza de forma intensiva, en
la que se utilizan dietas balanceadas comerciales, las cuales tienen entre un 25y
40 % de HP.



Para poder sostener este desarrollo en la produccién, se requiere dietas
nutricionalmente balanceadas que para el caso de salmoénidos y otros peces
carnivoros. La trucha arcoiris se ha logrado adaptar a diferentes condiciones,
mostrando una buena aceptacion a los alimentos balanceados, lo que hace una de
las razones mas importantes de su amplia distribucién, en especial considerando

gue no todas las especies se adaptan a distintos ambientes (Zamora,G. 1999).

El principio de la alimentacion y nutricion para la produccion de la trucha arco iris
inicia desde el conocimiento de sus habitos alimenticios. Sin embargo en los
sistemas de cultivo intensivo es necesario incorporar al alimento elaborado con los
nutrientes indispensables (Barnabe, 1989), Segun Harris (1980), las dietas para
peces, deben ser ricas en proteinas. La cantidad requerida de este nutriente en
dietas formuladas, depende de la composicion de los aminoacidos de la dieta. Los
peces como otros animales, no presentan necesidades absolutas de proteinas,
pero demandan una mezcla bien balanceada de aminoacidos indispensables y

dispensables.

La trucha necesita para su desarrollo 10 aminoacidos esenciales, de los cuales la
lisina y la metionina son las mas importantes (Tabla 1). Estos aminoacidos pueden
encontrarse en proteinas de origen animal, ya que las proteinas de origen vegetal

no las contiene en su totalidad y calidad.

Tabla 1. Requerimientos de aminodacidos en la trucha (% de aminoacidos por cada
100 grs de dieta)

Aminoacidos Cantidad (%)
Arginina 14-35
Fenilalanina 25-6.5
Histidina 0.6-1.6
Isoleucina 1.02.4
Leucina 1.8-44
Lisina 2.1-53
Metionina 0.5-0.8
Treonina 1.4-34
Triptofano 0.2-0.5
Valina 1.2-3.1




ANTECEDENTES

Varios trabajos han demostrado que fuentes alternativas de proteina pueden
sustituir a la harina de pescado en dietas balanceadas para peces en cultivo.

Asimismo, se ha demostrado que el uso de harina de soya tiene un efecto positivo
en la utilizacion del P y por lo tanto, hay una menor cantidad de este elemento en

los productos de desecho de los organismos.

Por otra parte Olivia-Teles et al. (1994) Observaron el efecto del remplazamiento
del 25% de la harina de pescado (HP) por mezclas de harina de soya previamente
procesadas en crias de trucha arcoiris, en la cual obtuvieron que estas dietas
tuvieron un resultado favorable sobre el crecimiento y la tasa conversion
alimenticia, pero dicha mejora no se vio reflejada en la digestibilidad tanto de la

proteina asi como la de energia.

Moyano et al. (1992) comprob6 que niveles de sustitucion de hasta un 45% de la
proteina de HP por harina de soya no afecta en el crecimiento, aceptacion y
conversién del alimento, asi como en las propiedades organolépticas de la trucha
arcoiris. Gomes et al. (1995) remplazaron hasta un 66% de HP por harina de soya
sin efectos adversos para trucha. Sin embargo, Pereira et al. en 1998, al sustituir
completamente proteina animal por proteina de soya, obtuvo un menor
crecimiento de trucha arcoiris. Al igual que (Adeliz et al. 1998) encontraron que se
reduce el crecimiento aunque la tasa de ingesta permanece igual en comparacion
de un alimento comercial.

Posteriormente Kaushik et al. (1995) suministro dietas a trucha arcoiris con
sustituciones de 33 a 100% de harina de pescado por CdS. Las dietas con el mas
alto nivel de inclusién de CdS (reemplazando de 66 a 100% de harina de pescado)
fueron suplementadas con L- metionina. La ganancia final de peso, el coeficiente
de crecimiento diario, la eficiencia del alimento y la proporcion de eficiencia de
proteina no fueron significativamente diferentes en los peces alimentados con

todas las dietas con CdS vy la dieta de control con HP.



En cuanto al remplazo que realizo Mambrini et al (1999) de HP por CdS en la
dieta de trucha arcoiris, observando que la digestibilidad de la proteina fue del
92% vy la digestibilidad de los lipidos y energia fue reducida al 19% cuando la HP
fue sustituida totalmente. Concluyendo que el efecto negativo consistié en la alta
incorporacion de isoflavonas o la interaccién entre la proteina de la soya y el
componente de lipidos en la dieta. Un afio mas tarde Carter y Hauler (2000)
realizaron una sustitucion de HP por proteina vegetal en la dieta del salmén del
atlantico (Salmo salar), encontrando que la ganancia en peso del control en una
dieta comercial fue significativamente mayor que los tratamientos, ademas se
observo que el aumento en peso y la tasa de eficiencia del alimento fue mayor que

el control cuando se utilizo harina de soya.

Por otra parte Refstie et al. (2001) reemplazaron parcialmente la HP con CdS
(30% de la proteina dietaria) en dietas de lipidos media y alta (32 y 39% de grasa,
respectivamente) para salmones del Atlantico maduros. La ganancia de peso y la
acrecion de proteina en peces alimentados con dietas de CdS fueron
significativamente mas altas que en los peces alimentados con la dieta de control
de HP. Storebakken et al. (2000) lo corroboro usando una  substitucion
aproximada del 75% de HP por CdS en la dieta de salménidos demostrando que
no efecto el crecimiento y disminuyo la cantidad de P en la excrecion fecal y
metabdlica. A su vez Sajjadi y Carter (2004) encontraron que la adicion de fitasa
a dietas de salmoén del Atlantico Salmo salar, mejoré la digestibilidad de proteina

cuando se adicion6 acido fitico, un compuesto anti nutricional, a las dietas.

Thiessen et al. (2004) realizaron un estudio similar encontrando que en dietas
comerciales para trucha arcoiris la substitucion de HP por harina de grano de
canola sin acido fitico no afecto el crecimiento. Mientras que Drew et al. (2005)
obtuvieron que la adicién de proteasa comercial mejoro la digestion de proteina de
harinas de canola y arvenjon, asi como la eficiencia del alimento en la trucha arco

irs.



Hemre et al. (2005) concluyeron que el uso de harina de soya normal y
genéticamente modificada en dietas de salmoén del Atlantico no afecto el
crecimiento, composicion proximal del cuerpo y quimica de la sangre, comparando

con una dieta con HP.

Por otra parte hasta la fecha no se ha evaluado ampliamente el AdS en alimentos
acuicolas, siendo lo mas conveniente como una fuente de proteina para los peces
carnivoros, aungque no se a establecido firmemente, a pesar de la digestibilidad de
los nutrientes es mayor que el CdS, cuando se utiliza un remplazo del 40% de la

harina de pescado para dietas de trucha arcoiris (Glencross et al. 2005)



HIPOTESIS

Durante el procesamiento para la obtencion de la proteina aislada de soya y del
concentrado de proteina de soya se eliminan substancias anti nutrientes, y se
pierden algunos aminoacidos indispensables, por lo que el uso de estos en dietas
balanceadas mas la adicion de proteasa y DL-metionina, tendran un efecto
positivo en el crecimiento de los organismos, asi como en la utilizacion del P y N,
disminuyendo la cantidad de P y N en las heces y excreciones metabdlicas.
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OBJETIVOS.

Objetivo general.

Determinar el efecto de dietas con proteina aislada de soya, concentrado

de proteina de soya y la adicion de proteasa en el crecimiento y excrecion de

fosforo y nitrégeno de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

Objetivos particulares.

Determinar el efecto del uso de la proteina aislada de soya,
concentrado de proteina de soya y la adiciébn de proteasa en el
crecimiento de trucha arco iris.

Determinar el efecto de las dietas con la proteina aislada de soya y
de concentrado de proteina de soya, en la excrecién de fosforo y
compuestos nitrogenados en trucha arco iris.

Determinar el efecto de las dietas con el concentrado de proteina de
soya con la adicion de DL-metionina (cubierta y s/ cubrir) en el
crecimiento de trucha arcoiris.

Determinar el efecto de la proteina aislada de soya y de
concentrado de proteina de soya, en la composicién proximal del

cuerpo de trucha arco iris.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Produccion Acuicola de
la FES lztacala, considerando dos pruebas de alimentacion con juveniles de
trucha arco iris: en la primera se evaluaron cuatro dietas con sustitucion completa
de la harina de pescado con el CdS o AdS. Para la segunda prueba, se eligio la
dieta que genero mayor crecimiento y se suplemento con DL-metionina cubierta y

sin cubrir.

Dietas

Para la primera prueba de alimentacion se formularon cuatro dietas
(contenido de proteina minimo de 40%), considerando una sustitucion de 100% de
la harina de pescado; dos con el AdS (contenido de proteina cruda, 88%) con y sin
proteasa y las dos restantes con el CdS (contenido de proteina cruda, 62%),
también con y sin proteasa. Como dieta control se formulo una dieta con harina de
pescado como fuente Unica de proteina. Las formulaciones completas se

muestran en la Tabla 2.

Para la segunda fase se utilizo la Dieta 4 (CdS y proteasa) y se agregd DL-
metionina (Evonik de Mexico). Se agregaron 0.07 g/kg de DL-metionina en forma
libre (Dieta 5) y recubierta con liposomas (Dieta 6). El recubrimiento se realizé
con una capa lipidica elaborada de colesterol y fosfatidilcolina, de acuerdo a.
Como dieta control se suministro alimento comercial. La formulacion completa de

las dietas se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 2. Formulacién de las dietas experimentales y control.

Ingredientes Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Control

(9/kg)
Harina de 0 0 0 0 200
pescado
CdSs 0 0 645.1 645.1 0
AdS 340 340 0 0 0
Harina de 50 50 0 0 0
soya
Aceite de 50 50 50 50 50
pescado
Lecitina de 50 50 50 50 50
soya
Mezcla de 40 40 40 40 40
vit. y min.
Dextrina 100 100 100 100 100
Gluten 150 150 50 50 50
a-celulosa 220 219.2 64.9 64.1 10
Proteasa _ 0.8 0 0.8 0
Composicion .

proteina

Proximal (%)

41.2 41.2 48.9 48.9

(%) amino &cidos

Metionina 0.49 0.49 0.64 0.64
Cistina 0.53 0.53 0.65 0.65
Metionina  + 155 102 129 1.29
Cistina

Lisina 2.03 2.03 2.55 2.55
Treonina 1.36 1.36 1.69 1.69
Arginina 2.65 2.65 3.1 3.1
Isoleucina 1.7 1.7 1.99 1.99
Leucina 2.94 2.94 3.41 3.41
Valina 1.73 1.73 2.09 2.09
Histidina 0.9 0.9 1.12 1.12
Fenilalanina 2 2 2.22 2.22
Glicina 1.57 1.57 1.88 1.88
Serina 1.94 1.94 2.21 2.21
Alamina 1.49 1.49 1.85 1.85
Acido 408 408 474 474
aspartico

Acido

glutamico 8.04 8.04 8.81 8.81




Tabla 3. Formulacion de las dietas experimentales

Ingredientes

Dieta 5 Dieta 6
(a/kg)
Harina de
0 0
pescado
CdSs 645.1 645.1
Aceite de
50 50
pescado
Lecitina de
50 50
soya
Mezcla de vit.
. 40 40
y min.
Dextrina 100 100
Gluten 50 50
a- celulosa 54.09 54.09
Proteasa 0.8 0.8
DL-metionina 0.07 0.07
Composicién
_ Proteina
Proximal
46.42 46.49
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(%) aminoé&cidos

Metionina 0.67 0.67
Cistina 0.68 0.69
Metionina +

Cistina 1.35 1.36
Lisina 2.72 2.74
Treonina 1.81 1.80
Arginina 3.33 3.36
Isoleucina 2.12 2.14
Leucina 3.62 3.65
Valina 2.21 2.25
Histidina 1.21 1.21
Fenilalanina 2.42 2.43
Glicina 1.98 1.99
Serina 2.39 2.38
Prolina 2.88 291
Alamina 1.98 1.99
Acido aspartico 5.00 5.03
Acido 9.49 9.56
glutamico

Las dietas se prepararon de acuerdo a Cruz et al. (2011): los ingredientes en polvo
se pesaron y homogenizaron en una batidora por 20 min, después se agrego el
aceite de pescado y la lecitina de soya previamente mezclados y se mezclaron por
otros 20 min. Finalmente se agreg6 agua purificada en una concentracion final de
40% (peso/volumen) y se homogenizo hasta obtener una masa, la cual se hizo
pasar por un molino para carne equipado con un cedazo de 0.5 mm de diametro.
Los pellets obtenidos se secaron en un horno a 60° por 4 hrs y se almacenaron a

-24 °C hasta su uso.

Obtencion de peces

Las crias de trucha arco iris se obtuvieron del Centro Acuicola “El Zarco”,
ubicado en el municipio de Ocoyoacac, Estado de México. Los organismos fueron
transportados al Laboratorio de Produccion Acuicola en bolsas de plastico con

oxigeno y sobre una cama de hielo para mantener a los organismos a una
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temperatura aproximada de 5 °C. Las crias se mantuvieron en tanques de 500 L
con aireacion Yy filtracion constantes, a una temperatura de 15°C y se alimentaron
con una dieta para trucha (alimento Malta Cleyton). Los organismo estuvieron bajo

estas condiciones hasta el inicio de las pruebas de alimentacion.

Pruebas de alimentacion

Para las pruebas de alimentacion, se utilizo un sistema de recirculacion que
consta de 35 tanques de plastico de 100 L de capacidad cada uno (Figura 2). En
la primera etapa, se distribuyeron aleatoriamente 15 organismos por tanque con
una biomasa inicial 1.95 + 0.3 g por pez, y cada dieta se dio a grupos por
triplicado. Para la segunda etapa se utilizaron 15 organismos con una biomasa
inicial de 1.33 £ 0.3 g por pez, con cada tratamiento por triplicado. Los organismos
se alimentaron diariamente con una porcidn del 7% de la biomasa por tanque por
dia, dividida en dos raciones ofrecidas en la mafiana y en la tarde. Los organismos
se pesaron cada 10 dias y el tamafio de racidon se ajusto de acuerdo al peso.
Treinta minutos después de alimentados, se realizo un sifoneo de cada tanque
para la colecta del alimento remanente y de heces fecales las cuales se utilizaron

para la determinacion de fosforo.

Durante las pruebas de alimentacion, la temperatura del agua fue de 15 + 2
°C en la primera etapa y de 18 £ 2°C en la segunda etapa, oxigeno disuelto de 6 +
1 mg/LyelpHde 8+ 1 para ambas pruebas. Los tanques fueron provistos con

aireacion constante y se mantuvo un flujo de agua de 1.5 L/min.

La primera prueba tuvo una duracion de 60 dias y la segunda de 50 dias. Al
termino de estos periodos, los organismos se mantuvieron 24 hrs sin alimentacion
y posteriormente, se pesaron para obtener los parametros de crecimiento.
Aleatoriamente se seleccionaron 10 peces y se regresaron a los tanques
respectivos para alimentarlos 10 dias mas con las dietas afiadidas con Oxido de
cromo (J.T.Baker) como marcador inerte a una concentracién del 1% y colectar
heces para determinar los coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) de la
porcion de la proteina. Los peces restantes se utilizaron para evaluar el consumo

de oxigeno, excrecién de P y N.
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Figura 2. Sistema de recirculacion donde se llevaron a cabo las pruebas de

alimentacion de las truchas.

Figura 3. Alimentacién manual Figura 4. Recoleccién de excretas

Los parametros de crecimiento considerados fueron (Adelizi et al. 1998; Refstie et
al. 1997; Mundheim et al. 2004):

Ganancia en peso, GP (%) = [(Peso final organismos — Peso inicial organismos)/

Peso inicial organismos] x 100;

Tasa de Crecimiento Especifico, TCE (%/dia) = [ (In Peso Final — In peso inicial) /

Numero de dias de alimentacién ] x 100;
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Tasa de ingesta, Tl (g/dia/pez);

Tasa de conversion del alimento, TCA = Alimento consumido (g en base seca) /
Ganancia en peso (g)
Determinacién de la digestibilidad

Para determinar los CDA de la proteina, se cuantifico el contenido de
proteina y el oxido de cromo en las heces. El contenido de proteina se determino
mediante la técnica reportada por la AOAC (1990), mientras que el oxido de cromo
mediante una digestion acida con una mezcla de acido perclérico y acido nitrico a
250 °C. El contenido de oxido de cromo se determino con la formula (Furukawa y
Tsukahara, 1966):

CR,03- (w) L4

0.2089

Donde,
y = absorbancia de 350 nm.
Los valores de CDA (%) se calcularon con la ecuacion (Austreng 1978):
CDA =100 - [(% IA / %IH) x (% PH / % PA)*100]

Donde:

IA=indicador en el alimento
IH indicador en las heces
PH = proteina en heces

PA = proteina en el alimento
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Determinacion de excrecion de Py Ny el consumo de oxigeno

Para la determinacion de consumo de oxigeno y excrecion de P y N, se
utilizo un sistema de flujo cerrado, el cual consiste de frascos individuales de 1 L
conectados por mangueras en serie (Figura 5). Los frascos se llenaron lentamente
con agua y una vez llenos, se coloco un organismo por cada recipiente. Se
determino la concentracion inicial de oxigeno disuelto y se tomaron muestras de
agua para determinar el P y N inicial, posteriormente los frascos se cerraron
herméticamente. Después de 30 min, los frascos se abrieron, se midio el oxigeno
disuelto y se tomaron de nuevo muestras de 50 ml. Para determinar la
concentracion de P y N amoniacal se utilizaron las técnicas de molibdovanadato y
Nessler, respectivamente (Clesceri et al., 1998). La determinacion de oxigeno
disuelto se realiz6 con un oximetro digital (YSI 85 Yellow Springs, Ohio 45387,
USA) y el oxigeno consumido se calculo como la diferencias entre las

concentraciones inicial y final-

FIGURA. 5. Camara de flujo cerrado (Respirometro).

Pruebas de concentracion de Fosforo (P) y proteina en plasma
sanguineo.

Para la prueba de concentracion de P y N en plasma. Se tomaron muestras de
sangre de 3 6 4 organismos de cada tratamiento seleccionados aleatoriamente,
para obtener un volumen de 2 ml de sangre, el plasma se obtuvo por el método

de Taoka. (2006). Para la determinacion de proteina en plasma se utilizaron la
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técnica Micro Lowry, descrita en el producto “Total protein kit, Micro Lowry,
Petersons modificacion (sigma)”.La determinacion del P se hara por el método

molibdovanadato digestion acida con persulfato (HACH).

Anadlisis proximales

El contenido de proteina en las dietas y cuerpo de los organismos, se determinara
con un equipo Kjeltec 2100. El contenido de lipidos se determinara con la técnica
de extraccion Metanol-Cloroformo reportada por Blight y Dyer (1959) t. El
contenido de humedad y cenizas se determinara con la técnica reportada por la
AOAC (1990).

Anadlisis estadisticos

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando un andlisis de varianza
(ANDEVA) de una variable de acuerdo a Duran et al. (2003). Si se encuentran
diferencias entre las medias se evaluaran con un prueba de Duncan de rango

multiple, utilizando un error de 5% (P < 0.05) para cada grupo de comparaciones.
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RESULTADOS

Primera fase.

Los datos de crecimiento se muestra en la Tabla 6 y se observé una tendencia de

valores de peso final (PF), ganancia en peso (GP) y tasa de crecimiento especifico

(TCE) significativamente mas altos en los organismos alimentados con la dieta D4

y la dieta control HP. Con respecto a la tasa de ingesta (TI), se observo valores

mas altos en los organismos alimentados con las dietas que contienen proteasa,

pero solo se presentaron diferencias significativas en el grupo alimentado con la

dieta D4. El grupo control presento valores mas altos que los grupos alimentados

con las dietas experimentales. En el TCA y TED no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos.

Tabla 6. Pardmetros de crecimiento y alimento

Tratamientos | PF GP (%) TCE Ti TCA TED

D1 11.8+11a |538%658 |, 40,003, |0-38%0003a | 0070071 | 14920.15
D2 118+21a | 549+ 118a | 2.62+0.16a | 0.42+0.005a | 0.72+0.178 | 1.46%0.30
D3 10.1+1.9a | 455 107a | 2.40t0.21a | 041+0.03a |083+0.110 | 1.2120.17
D4 171+03b | 817+2b | 3.17+0.002b | 0.55+0.01b | 0.61+0.012 | 1.63+0.03
HP 176+2.7b | 848+ 134b | 2.93+053b | 0.64+0.08c | 0.73+0.220 | 1.46+0.46

GP Ganancia en peso.

TCE Tasa de Crecimiento Especifico.

Tl. Tasa de Ingesta diaria

TCA. Tasa de Conversion del Alimento

TED. Tasa de Eficiencia de la Dieta.

En la Figura 7 muestra el factor de condicion (K) de los organismos y se observa

una tendencia de valores mas altos en los grupos de juveniles alimentados con el

D1.
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La supervivencia obtenida por los organismos alimentados con las dietas
experimentales alcanzo un promedio de 91.54% sin diferencias significativas lo
cual se presenta en la figura 6.

120 +
100 -
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%

60 -

40 -

D1 D2 D3 D4 Control

Tratamientos

Figura 6. Porcentaje de supervivencia de crias de trucha arco iris. Las barras
son la media + la desviacion estandar. No hay diferencia significativa entre los

tratamientos.
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Figura 7. Factor de condicion de crias de trucha arcoiris. Cada barra es la
media * la desviaciobn estandar. No hay diferencia significativa entre
tratamientos.
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Con respecto al CDA, se observaron valores mas altos en los organismos
alimentados con las dietas que no contienen proteasa, pero solo se presentaron
diferencias significativas en el grupo alimentado con la dieta control (Figura 8).

El consumo de oxigeno resulto menor en el tratamiento D3, esta dieta oxida mejor
los nutrientes y esta relacionada con la excrecion de nitrégeno, produciendo la
mayor cantidad. Presentando diferencias significativas al compararla con el

control (Figura 9).

94 -
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84
D1 D2 D3 DA CONTROL

Tratamientos

Figura 8. Coeficiente de digestibilidad aparente de crias de trucha arcoiris. Las
barras son la media * la desviacion estandar. Letras diferentes expresan que

hay diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05).
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Figura 9. Consumo de oxigeno por crias de trucha arco iris. Cada barra es la
media £ la desviacion estandar. Letras diferentes expresan que hay diferencia

significativa entre los tratamientos (P<0.05).

En los resultados del contenido de P excretado por orina (Figura.10) muestra que
los valores mas altos se alcanzaron en los tratamientos D1 y HP, observando una
disminucién en los tratamientos D2, D3 y D4. Respecto a las excreciones de
nitrdgeno se observa que los grupos alimentados con las dietas experimentales
mostraron diferencias significativas entre los organismos alimentados con la D3 y
D4 excretaron la minima, comparado con las otras dos dietas experiméntales y la

control. (figura.11)
El valor méas alto del contenido de P en heces lo obtuvo la dieta control, a

diferencia de los tratamientos D2 y D4 que obtuvieron la excrecion minima,

presentando diferencias significativas (Figura 12).
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Figura 10. Fésforo excretado por crias de trucha arco iris. Cada barra es la media
+ la desviacion estandar. Letras diferentes expresan que hay diferencia

significativa entre los tratamientos (P<0.05).
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Figura 11. N amoniacal excretado por crias de trucha arco iris. Cada barra es
la media + la desviacion estandar. Letras diferentes expresan que hay

diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05).
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La mayor concentracion de P en plasma sanguineo correspondio a las dietas

experimentales presentando diferencia significativa.
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Figura 12. Fosforo excretado en heces por crias de trucha arco iris. Cada barra
representa la media * la desviacidn estandar. Letras diferentes expresan que hay

diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05).
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Figura 13. Fésforo excretado en plasma por crias de trucha arco iris. Cada barra
es la media + la desviacion estandar. Letras diferentes expresan que hay
diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05).
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Con respecto al contenido de proteina en musculo no presento diferencia
significativa entre los tratamientos, al igual que el contenido de proteina en higado
y plasma sanguineo (Figura 14).Los contenidos de lipidos en musculo e higado

no mostro diferencias significativas entre tratamientos. (Figura 15).
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Figura 14. Porcentaje de proteina en higado, musculo y plasma de crias de
trucha arco iris. Las barras son la media + la desviacién estandar. No hay

diferencia significativa entre los tratamiento.
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Figura 15. Porcentaje de lipidos en higado y masculo de crias de trucha arcoiris.
Las barras son la media + la desviacion estandar. No hay diferencia significativa
entre los tratamientos.
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Resultados de segunda fase

Los datos de crecimiento se muestran en la Tabla 7 y se observé una tendencia
de valores de peso final (PF), ganancia en peso (GP) y tasa de crecimiento
especifico (TCE) significativamente mas altos en los organismos alimentados con
las dietas experiméntale. Con respecto a la tasa de ingesta (TI), se observaron
valores mas altos en los organismos alimentados con las dietas D5 y Control, pero
no se presentaron diferencias significativas. El grupo control presento valores mas
bajos que los grupos alimentados con las dietas experimentales. En el TED y TCA

no se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

Tabla 7. Parametros de crecimiento.

Tratamientos | PF (g) GP (%) TCE TI TED TCA
D5 991.76 +
11.91+2.44a 3.61+0.37a | 0.07+0.01a | 1.3+0.4a | 0.85+0.18a
187.96a
D6 925.77 +
11.07+0.98a 3.51+0.17a | 0.06%0a 1.240.2a | 0.72+0.17a
84.87a
Control 598.26 +
9.12+ 1.07b 55 03b 3.23+0.12a | 0.07+£0.01a | 0.80+0.10a | 1.2+0.16a

GP. Ganancia en Peso.
TCE. Tasa de Crecimiento Especifico
Tl. Tasa de Ingesta diaria

TCA. Tasa de Conversion del Alimento.

TED. Tasa de Eficiencia de la Dieta.

En la Supervivencia se obtuvieron mortalidades minimas de los organismos que
fueron alimentados con las dietas experimentales alcanzando un promedio de

88.85% sin ninguna diferencia significativa (Figura 16).
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Con respecto al factor de condicién (K) se observa el valor mas alto en el grupo
control presentando diferencias significativas en las dietas experimentales

obteniendo niveles del factor de condicion entre 1.19- 1.12 (Figura 17).

Supervivencia

D5 D6 control
Tratamientos

Figura 16. Porcentaje de supervivencia de crias de trucha arco iris. Las barras son
la media * la desviacion estandar. No hay diferencia significativa entre los
tratamientos.
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Figura 17. Factor de condicién de crias de trucha arcoiris. Cada barra es la
media * la desviacion estandar. Letras diferentes expresan que hay diferencia
significativa entre los tratamientos (P<0.05).
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El CDA obtenido por los organismos que se alimentaron con las dietas
experimentales muestra valores mas altos en la D6, presentando diferencias
significativas.
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Figura 18. Coeficiente de digestibilidad aparente de crias de trucha arcoiris. Las
barras son la media * la desviacion estandar. Letras diferentes expresan que hay

diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05).

30



El valor mas alto de contenido de P en heces lo obtuvo la dieta control a
diferencia de las dos dietas experimentales que obtuvieron niveles de excrecién

mas bajos, presentando diferencias significativas (figura.19).
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Figura 19. Fosforo contenido en heces de crias de trucha arcoiris. Cada barra
es la media % la desviacion estandar. No hay diferencia significativa entre los

tratamientos.

En lo que respecta al contenido de proteina en musculo si presento diferencias
significativas entre los tratamientos, obteniendo una tendencia similar el contenido

de proteina en higado y plasma sanguineo (Figura 20).
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Los contenidos de lipidos en musculo e higado no presentaron diferencias

significativas entre tratamientos. (Figura 21).
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Figura 20. Porcentaje de proteina en higado, masculo y plasma de crias de trucha
arco iris. Las barras son la media + la desviacion estandar. Letras diferentes
expresan que hay diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05).
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Figura 21. Porcentaje de lipidos en higado y musculo de crias de trucha arcoiris.
Las barras son la media + la desviacion estandar. No hay diferencia significativa

entre los tratamientos.
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DISCUSION

Los resultados de esta investigacion demuestran que el uso de CdS en las dietas
para trucha arco iris puede sustituir a la harina de pescado al 100%. Representa
una alternativa en la alimentacion de estos organismos. Ya que pueden producir
una respuesta similar en crecimiento a los alimentos comerciales que contienen
harina de pescado, la cual puede ser semejante como fue el caso de la dieta de
CdS mas proteasa que obtuvo una GP = 817 %, con una TCE de 3.17% (Tabla.
6), esto concuerda con lo obtenido por Stickney et al. (1996) quienes reportaron
qgue para un 50% de inclusién de CdS el crecimiento de trucha arco iris fue similar

a la dieta control a base de harina de pescado.

Por otra parte al suplementar con DL-metionina, cubierta y s/ cubrir la dieta con
CdS y proteasa obtuvo un mejor resultado con un promedio de GP =959% y TCE
= 3.39 (Tabla.7). En general los datos de TED y TCA no mostraron diferencia al
ser comparados con el tratamiento elaborado de HP como lo reporto Kaushink et
al. 1995, donde las dietas con mas alto nivel de inclusiébn de CdS y que
suplemento con L-metionina donde la ganancia final de peso, el coeficiente de
crecimiento diario, la eficiencia del alimento y la proporcion de eficiencia de
proteina no fueron significativamente diferentes en los peces alimentados con las
dietas con CdS y la dieta de control con HP. Al comparar los resultados de TCE
de las dietas experimentales con el control no se ve diferencia significativa como lo
reporta Garcia et al. (2010).

Esto se ve reflejado en el factor de condicién que indica el estado de nutricion de
los organismos, asociado al estado de delgadez o gordura. Los valores de K que
se obtuvieron se encuentran entre 1.10-1.60, lo que indica que los organismos se
encuentran en condiciones aceptable y un buen estado siendo similares a los

manejados por Barnham & Baxter (1998), para trucha arco iris.

Los resultados de CDA obteniendo en los organismos alimentados con los
tratamientos experimentales adicionados con proteasa mejoro el CDA, y
disminuyo las excreciones de P y N, por lo que se deduce que las dietas de D2 y

D4 al tener proteasa, generan que su calidad sea mejor en los organismos como
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lo reporta Drew, et al. 2005, el cual indica que la adicién de proteasa para el
tratamiento elaborado de Canola y Chicharo mejoro la eficiencia alimenticia. Por
otra parte el valor de CDA en las dietas experimentales con la adicién de proteasa
méas DL-metioninas fue mas alto como lo reporto Stickney et al. 1996.

Los resultados de digestibilidad se relacionan en gran medida con el consumo de
oxigeno y la excrecion amoniacal en donde vemos una relacion inversa entre el
aumento de la digestibilidad de la proteina, el consumo de oxigeno y la excrecion
de nitrégeno, cual podria estar influenciada por la actividad de la proteasa ya que
reduce el esfuerzo del organismos por digerir la proteina presente en el alimento.
Medale et al. (1998) reporto que se puede sustituir con CdS hasta un 75% sin
ningun efecto negativo en el crecimiento en la trucha, pero cuando hay una

sustitucion total, las excreciones de amoniaco se incrementan.

Al comparar los valores de las excreciones de N obtenidos en este trabajo, se
observo que en las dietas D3 y D4 se redujo la descargas de N al medio como lo
menciona Rumsey et al. (1993) quienes realizaron una prueba de metabolismo
con trucha arco iris y reportaron que la excrecion total de nitrégeno en la dieta a
base de CdS (81.6%) fue un 10% menor que la de la dieta control de harina de
pescado (90.0%). Sin embargo la utilizacion de la proteina de soya a diferencia de
las proteinas animales reducen las perdidas de fosforo y mejora la retencion de
este Medale et al. (1998), lo cual genera un impacto positivo sobre el medio
ambiente, esta caracteristica se debe principalmente a que la concentracién de
fosforo disponible en las proteinas vegetales son mucho menores al de las
proteinas animales. Esto se observa al comparar los valore de las excreciones de
P, obteniendo como resultado una disminucion de excrecion de P, en las dietas
experimentales D2, D3, D4, D5 y D6 lo cual muestra que el Cds y la proteasa
adicionados generan una disminucion en las descargas de dicho elemento
contrastando con Kim et al. (1998) quienes reportaron que la excrecion de fosforo
fue significativamente mayor en las truchas alimentadas con la dieta a base de Cd
S.
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El P ingerido es distribuido de tres maneras: a) retenido para el crecimiento, b)
residuos en las heces, y c) disuelto en la orina (Green et al. 2002). El limite de la
concentracion de P en plasma se encuentra por debajo de la excrecibn minima de
P en excreciones metabodlicas y se eleva, cuando la excrecion de P es
proporcional al incremento de P en plasma (Bureau y Cho, 1999), la disminucion
significativa en heces nos demuestra una buena disponibilidad de este macro
elemento en las dietas experimentales D2, D4, D5y D6, lo que indica que debe
existir una relacion entre la concentracién de P en plasma y la cantidad excretada
en heces, esto se observa en los resultados obtenidos, mostrando que el P
contenido en plasma es proporcional al P excretado, excepto por la dieta control
en la que no hay una relacion, probablemente porque para los organismos es mas

facil digerir la dieta con harina de pescado que la dietas de harinas vegetales.

De acuerdo a Bureau et al.(2002) los parametros de excrecion de N amoniacal y el
consumo de oxigeno puede ser usado para estimar la oxidacion de los nutrientes
de la dieta, usualmente valores bajos indican un mejor uso de la fuente de
proteina (menor excrecién ) y menor gasto de energia en su oxidacion (menor
consumo). Al contener las dietas una gran cantidad de proteina se debe acentuar
el peso de esta fraccidn sobre el consumo de oxigeno, asi como también la
probable influencia de la proteasa en la reduccion de dicho consumo, ya que
reduce el esfuerzo del organismo por digerir la proteina presente en el alimento,
como lo observamos en las diferencias presentes entre las dietas experimentales
y la control donde se obtuvo un valor mas alto en el consumo de oxigeno al resto

de las dietas.

La disminucién de impacto ambiental como lo demuestra el presente trabajo
depende de obtener una retencion lo mejor posible de N y un nivel adecuado de P
disponible en las dietas, es decir un aprovechamiento al maximo de las dietas por
parte de los organismos, lo cual también debe generar un buen crecimiento y un
producto de calidad, por tal motivo la composicion quimica del cuerpo de los
organismos utilizados durante la prueba de alimentacién nos indico el verdadero

aprovechamiento de los nutrientes principalmente en la cantidad de proteina y
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lipidos como lo observo Steven et al. (2007) reportando que el contenido de
proteina y lipidos del salmon del Atlantico no se vio afectada por la alimentacion
con CdS vy que era similar a los valores de los peces alimentados con la dieta
control, o lo observado por Vielma et al. (2000) quienes indicaron que no hay
diferencias significativas en los tratamientos experimentales en comparacion con

la dieta de CdS y la control.

36



CONCLUSIONES

El uso de CdS como fuente de proteina en dietas para trucha no afecta el
crecimiento ni la sobrevivencia de los organismos.

La inclusion de proteasa y DL-metionina en las dietas experimentales genero una
respuesta significativa en el aprovechamiento de las dietas.

Las dietas con CdS con o sin proteasa mas la adicion de DL- metionina
disminuyeron significativamente la concentracion de fosforo y nitrdgeno en orina y
heces

El tratamiento de CdS mas la adicion de proteasa y DL-metionina se considera la
mejor dieta, para ser utilizada en crias de trucha arco iris ya que no afecta el
crecimiento, genera una alta digestibilidad de la proteina, reduce la excrecién de P
y N amoniacal al medio y obtiene un 88.85% de sobrevivencia.
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ANEXOS

Anexo 1

Digestibilidad, Cromo en heces.

1.

El blanco se preparara simultaneo a la muestra usando solamente los
acidos y agua destilada.

Moler finamente las heces hasta quedar pulverizada, manteniéndolas en
sequedad.

Pesar con precision (=0.0001g) 50 mg de muestra, coléquela en un matraz
Kjeldahl de 100 ml y pese nuevamente para ajustar el peso de la muestra.
Adicione 5 ml de HNOg3 y coloque en el digestor en ebullicion suave en una
campana de extraccion encendida por un minimo de 30 minutos hasta que
desaparezcan los vapores ocres. En caso de que disminuya notablemente
la cantidad de liquido y continten los vapores nitrosos, adicionar 5 ml de
acido nitrico y continuar digiriendo. Agitar con un guante constantemente
para acelerar el proceso, sin remover el matraz del mechero.

La solucién deber ponerse de un color verde claro, traslucido y no debe
desprender vapores ocres. Dejar enfriar.

En la campana de extraccién, agregar cuidadosamente resbalando por una
de las paredes del matraz, 3 ml de acido percldrico.

Colocar nuevamente el matraz en el digestor para que continte la
ebullicién.

Ebullira el contenido del matraz, evaporando los residuos de HCL.
Aumentar la cantidad de calor, y esperar hasta que se comience a formar
una nube blanca dentro de la parte esférica del matraz, hasta que la
solucion se torne de un color amarillo oro. Apagar el digestor y dejar enfriar

completamente.

10.Cuando este completamente frio se debe formar un anillo rojizo en el borde

de la superficie del liquido. En caso de no formarse o si el liquido se torna

verde nuevamente, volver a digerir hasta que el cambio sea permanente.
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11.Verter el contenido en un matraz volumétrico de 25 ml, enjuagando el
matraz Kjeldahl varias veces con agua destilada hasta que se afores.
12.Leer en el espectrofotometro a 350 mm y con el blanco de reactivos.
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ANEXO 2.

Determinacion del porcentaje de proteinas.

Reagente de Lowry.

Preparar el reagente de la solucion Lowry agregando 40 ml de agua destilada a un

recipiente con reagente de lowry en polvo. Mezclar bien, evitando exceso de

espuma hasta que se disuelva el componente completamente.

Reagente de Fenol Folin & Ciocalteu’s

Preparar la solucion transfiriendo 18 ml de Reagente de Fenol Folin & Ciocalteu’s

a un envase ambar. Agregar 10 ml de agua destilada. Mezclar apropiadamente y

posteriormente agregar 80 ml de agua destilada a la solucién.

Solucién Estandar de Proteinas

Agregar 5 ml de agua destilada a un recipiente con extracto de proteina. Esta

solucion se debe almacenar en refrigeracion y sélo dura 3 meses.

Procedimiento.

1. Elaborar una curva patron.

Solucién de proteina

estandar (ml)

Agua destilada (ml)

Concentraciéon de

proteina (ug/ml)

0.125 0.875 50
0.250 0.750 100
0.500 0.500 200
0.750 0.250 300
1.000 0 400
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2. Elaborar un tubo blanco con 1 ml de agua.

. Agregar las muestras a tubos debidamente etiquetados y diluir con 1 ml de
agua destilada, homogenizar por 2 min.
. Agregar 1 ml de la Solucion Reagente de Lowry a los tubos patrén, blanco y

muestras.

5. Dejar reposar las soluciones durante 20 minutos a temperatura ambiente.

6. Agregar rapidamente 0.5 ml de la solucion Reagente de Fenol Folin &

Ciocalteu’s a cada tubo con solucion.

7. Dejar reposar por 30 minutos.

8. Ajustar el blanco en el espectrofotometro a 540 nm y medir las muestras.

9. Multiplicar por el factor de dilucion.
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ANEXO 3.

Método de Nessler.

o b~ 0N

7.
8.
9.

En el espectrofotometro de HACH se utilizé el programa 380, N, Amonis,
Ness.

Agregar 10 ml de muestra de agua en un recipiente.

Preparar el banco agregando en otro recipiente 10 ml de agua destilada.
Agregar 2 gotas de estabilizador de minerales en cada recipiente.

Agregar 2 gotas de Agente dispersor de alcohol polivinilico en cada
recipiente y mezclar bien.

Agregar 1 ml con una pipeta Reagente de Nessler y mezclar bien en cada
recipiente.

Dejar reposar durante un minuto.

Transferir las soluciones a cubetas de vidrio para medir.

Introducir la cubeta del blanco en el espectrofotdmetro y ajustar a cero.

10.Introducir las cubetas con las muestras una por una y presionar la opcion

READ, los resultados se expresan en mg/L NH3-N.

49



ANEXO 4.

Molibdovanato para Ortofosfatos.

1.

Se enciende el espectrofotometro HACH y se selecciona la opcion de
programas favoritos (programa 480 P React Mo).

Preparar el blanco agregando 10 ml de la muestra en un recipiente
debidamente etiquetado.

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

Agregar 0.5 ml de Reagente Molybdovanato s cada muestra y mezclar bien.

5. Dejar reposar la muestra por 7 minutos.

Limbiar las paredes de las cubetas de lectura e introducir al

espectrofotometro. Introducir el blanco y presionar ZERO.
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ANEXO 5.

Determinacién de fosféro total en heces.

1. Encender el Reactor (digestor) DRB 200 y claentar a 150 °C.

2. Seleccionar el programa “phosphoro”, esperar hasta que la temperatura
marcada sea 150 °C para que comience el cronémetro del aparato.

3. Preparar el blanco con una pipeta de 5 ml de agua destilada a un tubo de
“Total Phosphorus Test’'N Tube Vial”.

4. Agregar el contenido de un sobre de persulfato de potasio en polvo a cada
tubo. Cerrar y agitar para disolver.

5. Cuando el reactor se encuentre en 150 °C, introducir los tubos (tapados) en
los compartimientos.

6. Comenzar el cronédmetro en cuenta regresiva por 30 minutos.

7. Dejar enfriar los tubos hasta que alcancen la temperatura ambiente.

8. Agregar 2 ml de hidroxido de sodio al 1.54 N a cada tubo, se tapa y se
mezcla.

9. Con un gotero de polietileno agregar 0.5 ml de reagente de molibdovanato
a cada tubo, tarparlos y mezclarlos.

10.Dejar reposar todas las soluciones por 7 minutos.

11.Limpiar perfectamente todos lostubos con una toalla limpia para remover
grasa u otra marca.

12.Colocar el tubo blanco en el espectrofotémetro y presionar ZERO.

13.Se colocan cada una de las muestras preparadas y se leen. Los rsultados

se expresan en mg/L PO,>.

51



ANEXO 6.

Extraccién de lipidos con cloroformametanol.

Pesar 0.2 gr de muestra (seca completamente).

2. Mezclar un tubo para centrifuga etiqguetado con tapa con 3 ml de metanol y
1.5 ml de cloroformo. Homogenizar durante 2 minutos.

3. Agregar 1.5 ml de cloroformo en una proporcion 1:1 y homogenizar durante
2 minutos.

4. Centrifugar durante 10 minutos a la mayor cantidad de revoluciones por
minutos.

5. Rescatar el sobrenadante en un embudo de separacion.

6. Agregar 2.4 ml de agua, agitar fuertemente la mezcla.

7. Agregar con una pipeta pasteur con bulbo 1:1 de clorometanol, hasta que
se observe que las fases se separan claramente.

8. Destapar cuidadosamente el embudo, abrir la llave y recuperar la capa
inferior (los lipidos).

9. Pasar a un tubo vial completamente limpio y etiquetado con plumén
previamente pesado. Se recomienda usar guantes apartir de este momento
y para los paso siguientes.

10. Secado total con un tubo de vidrio mediante la aireacion constante del
contenido del tubo evitanto que se vierta cualquier cantidad de la solucién.

11.Una vez evaporado todo el clorometanol y observandose Unicamente los
lipidos en un color amarillento y aceitoso pesar nuevamente el tubo vial.

12.Los resultados se expresan en porcentaje en una regla de tres por

diferencia de pesos.
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