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RESUMEN

Se realizo una prueba de alimentacién con 120 juveniles de tilapia
hibrida (Oreochromis sp) con un peso inicial de 1.2 g+ 0.5g, los cuales se
dividieron en cuatro lotes, con tres repeticiones y se mantuvieron en grupos de
10 individuos en tanques de vidrio de 15 litros. Tres lotes se asignaron para las
dietas experimentales y el cuarto se asigno para la dieta testigo. Las dietas
experimentales se formularon con Aislado de Proteina de Soya (APS) y polvo de
Spirulina (PS) como base y se modifico la inclusién de proteasa y levadura;
quedando la dieta 1 con solo levadura, la dieta 2 con proteasa y la dieta 3 con
proteasa y levadura, para la dieta testigo se utilizo un alimento comercial. La
prueba de alimentacién duro 50 dias, con otros 10 dias extras para la prueba de
digestibilidad y la medicion de las excreciones metabdlicas, tiempo después del
cual se obtuvo que las dietas experimentales formuladas con base en APS y PS
disminuyen de manera significativa la concentracion de fosforo en las heces
(P<0.05), y mantienen el crecimiento de los organismos de igual forma y con
niveles similares en la excrecién de PO, ,NH; y consumo de O, que el alimento
comercial, esto sin afectar significativamente la composicion quimica ni la
respuesta inmune inespecifica de los organismos. También se observo un efecto
positivo en la adicion conjunta de la levadura y la proteasa sobre el crecimiento

y respuesta inmune no especifica de los organismos.



1. INTRODUCCION
1.1 Situacion actual de la acuicultura.

La acuicultura es desde hace mucho tiempo una de las esperanzas del
mundo para producir alimento proteico de primera calidad, es una actividad
agroindustrial a la cual el pais esta apostando con miras hacia un futuro signado
por la globalizacion de los mercados.

La pesca de captura y la acuicultura suministraron al mundo unos 142
millones de toneladas de pescado en 2008, de las cuales 115 millones de
toneladas se destinaron al consumo, la acuicultura genero el 46 % del suministro
total de pescado comestible y ambas proporcionaron un suministro per cépita
aparente aproximado de 17 kg (Depertamento de pesca y acuicultura de la FAO,
2010).

La produccion acuicola mundial se ha incrementado notablemente,
desde menos de 1 millon de toneladas anuales en 1950 hasta los 52,5 millones de
toneladas en 2008, y ha aumentado a un ritmo tres veces mayor que la
produccion mundial de carne (2,7 % contabilizando el ganado avicola y vacuno
juntos) en el mismo periodo. A diferencia de la produccion mundial de la pesca
de captura, la cual practicamente no ha aumentado desde mediados de la década
de 1980, el sector acuicola ha mantenido un indice de crecimiento medio anual
del 8,3 % en todo el mundo entre 1970 y 2008 (Departamento de pesca y
acuicultura de la FAO, 2010).

El valor de las capturas acuicolas mundiales, excluidas las plantas
acudticas, se calcula en 98 400 millones de USD en 2008. El valor real de la
produccion del sector acuicola al completo deberia ser considerablemente
superior a dicha cifra porque todavia no se ha calculado ni incluido el valor de la
produccion de viveros y criaderos acuicolas ni el de la cria de peces

ornamentales (Departamento de pesca y acuicultura de la FAO, 2010).



Actualmente China sigue siendo, con mucho, el mayor productor de
pescado con 47,5 millones de toneladas en 2008 (32,7 y 14,8 millones de
toneladas procedentes de la acuicultura y la pesca de captura, respectivamente)
(Departamento de pesca y acuicultura de la FAO, 2010).

En México el consumo aparente per capita de productos procedentes de
la pesca vy la acuicultura, creci6 de 3.5 kilogramos en 1970 hasta 23.4
kilogramos en el afio 1981, alcanzando en este Ultimo afio, uno de los puntos
histéricos mas altos de produccion 1, 565,465, toneladas en un pais entonces con
72 millones de habitantes. En 2008 con 108 millones de habitantes en México, el
consumo es de 10.6 kilogramos (CANAINAPESCA, 2009).

En México la acuicultura participa en un poco mas del 12% de la
produccion pesquera nacional, sin embargo podria representar un 40% de la
produccion pesquera nacional en un plazo de 10 a 15 afios. En las Gltimas
décadas, hay una tendencia mundial al crecimiento de la produccion acuicola de
pescados y mariscos. La camaronicultura es una de las actividades con mayor
crecimiento en el pais y ronda las 140 mil toneladas anuales; sin embargo la
acuacultura de otras especies, no ha terminado de despegar por los obstaculos
que enfrenta, asi como por la falta de apoyo gubernamental y de programas
especificos de fomento que le permitan alcanzar su verdadero potencial
(CANAINAPESCA, 2009). En general se da muy poco valor agregado a la
produccidn pesquera y acuicola, en nuestro pais y se carece de apoyos para este
propdsito ademas de que la actividad estéa sujeta a insumos caros, en especial la
energia eléctrica y el financiamiento (CANAINAPESCA, 2009).

El crecimiento sostenido de la acuicultura en estos ultimos afios ha
producido cambios negativos en el aspecto ecoldgico, principalmente en
ecosistemas cercanos a las granjas, los cuales reciben descargas excesivas de
productos organicos producidos por las altas densidades de organismos que se

producen en explotaciones intensivas, ademas de antibi6ticos utilizados
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frecuentemente como promotores del crecimiento en las dietas balanceadas para
organismos acuaticos, lo cual modifica gravemente la calidad del agua atentando
asi a la biodiversidad de los sitios donde se vierten estos desechos. Otro efecto
importante es la presion que ejerce la acuicultura sobre el consumo y produccion
de la harina de pescado que en su mayoria proviene de la pesca, lo cual ademas
de poner en riesgo a especies capturadas para dicho fin genera también un
impacto ambiental debido a la carga de material organico, producido durante la
elaboracion de la harina y el aceite de pescado. Ademas de estos problemas la
acuicultura tendrd que competir siempre con el resto de las explotaciones
animales por insumos proteicos de buena calidad que puedan garantizar un buen
crecimiento de los organismos con un precio que permita que la actividad sea
rentable, lo cual genera la necesidad de buscar fuentes proteicas diferentes a las

comUnmente utilizadas en la elaboracién de dietas para animales domésticos.

1.2 Problematica de la harina de pescado.

Actualmente, la acuicultura depende del suministro proteico de las
pesquerias pues basa su produccion en la harina de pescado (consume el 56% de
su produccidn total). La produccion mundial de harina de pescado se ubica en un
rango de 6 a 7 millones de toneladas métricas (TM) anuales lo que implica un
nivel de captura anual de 25 a 30 millones de TM de pescado de tipo (en 2008
20.8 millones de toneladas procedentes de la pesca se destinaron a la produccién
de harina y aceite de pescado) ( Departamento de pesca y acuicultura de la
FAO, 2010), lo cual ha generado una presién sobre la captura de estos
organismos sobre explotados en su mayoria, Chile y Per(, representan el 60 %
de la oferta mundial de harina de pescado (Shepered, 2006).

Las capturas para la elaboracion de harinas de pescado se han reducido
continuadamente en los Ultimos afios, sin embargo la produccién de harina de

pescado ha permanecido mas o menos estable porque este producto se genera
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cada vez mas a menudo a partir de los desechos procedentes de la industria de
elaboracion del pescado. La participacion de estos productos en la produccién
mundial de harina de pescado se estima en 25% del total de la harina producida.
En 2009 la demanda de harina de pescado fue notable y dio lugar a un
incremento considerable de su precio en dicho afio, los precios de la harina de
pescado se incrementaron, hasta alcanzar USD 1.4000/t). Si la acuicultura
continua con la tasa de crecimiento que ha tenido en estas Ultimas dos décadas,
necesariamente se va a ver limitada a corto plazo por la falta de recursos
proteicos, lo que ocasionara que la acuicultura en muchos lugares del mundo no
sea una actividad sostenible y rentable (Departamento de pesca y acuicultura de
la FAO, 2010).

La elaboracién de harina de pescado se puede realizar mediante
procesos rusticos o utilizando instalaciones sofisticadas, lo cual influye en la
calidad nutricional del producto y su precio, también influye su origen (especies
a partir de las cuales se elabord). México produce harina de pescado cuya
calidad por lo general es baja y muy variable debido a deficiencias en los
sistemas de produccidn y el tipo de especies utilizadas para su elaboracion, por
lo cual la harina de pescado de mejor calidad se tiene que importar (Martinez et
al., 2000). A pesar de esto la harina de pescado, es una materia prima con
elevada concentracion proteica y con un excelente equilibrio en la composicién
de aminoacidos, el contenido vitaminico del grupo B, las elevadas
concentraciones de &cido fosférico e incluso la posible existencia de un “factor
de crecimiento no identificado” hace de la harina de pescado un importante
ingrediente de la alimentacion animal (Ludorff y Meyer, 1978).

La harina de pescado de buena calidad producida a partir del pescado
entero, es un ingrediente que provee al pez de al menos 8 de los 10 aminoacidos

esenciales necesarios y en proporciones adecuadas para su crecimiento, ademas
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de otros componentes esenciales, como 4&cidos grasos poli insaturados,
minerales, fosfolipidos y colesterol .

Aun que la utilizacién de la harina de pescado para la elaboracion de
alimentos acuicolas produce buenos resultados en la mayoria de especies
cultivadas, la competencia con mercados mas fuertes por esta materia prima;
produce una necesidad creciente en el pais de prescindir de este insumo ya que
los precios han alcanzado maximos historicos en el mercado, afectando de
manera directa el costo de los alimentos comerciales formulados con harina de
pescado. Las dietas balanceadas comerciales, pueden contener entre un 25 y 40%
de harina de pescado, por lo cual de lograr su substitucién total se podria reducir
de forma importante los costos de la dieta, impactando de una manera importante
en los costos de produccion ya que la alimentacion de los organismos representa
un gran porcentaje.

Otro aspecto importante es que los alimentos acuicolas elaborados con
base en harina de pescado tiene efectos adversos en el ambiente, su uso produce
un incremento en los niveles de (P) y (N) de las aguas de desecho en las granjas
piscicolas (Flores et al., 2009), produciendo eutrofizaciéon de las aguas por
adicién de nutrientes, provocando aumento en la produccién de fitoplancton y
algas asociadas, desoxigenacién del agua, especialmente al finalizar las
situaciones de proliferacion de algas, lo que normalmente da lugar a diversos
problemas ambientales; por lo cual la substitucion de la harina de pescado en
dietas para organismos acuaticos ademas de generar una reduccion en los costos
de produccion, puede ayudar de manera importante a disminuir el dafio
producido por los desechos de las granjas a ecosistemas aledafios donde son

vertidos.
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1.3 Fuentes de proteina alternas y dietas amigables con el ambiente.

Para aliviar el impacto negativo que generan los alimentos elaborados
con harina de pescado en el uso del agua, actualmente existen a nivel mundial
diferentes propuestas, siendo una de las mas préacticas y econdmicas el uso de
dietas conocidas como “DIETAS AMIGABLES CON EL AMBIENTE”. La

formulacién de estas dietas considera:

a) El uso de ingredientes con una cantidad limitada de P.
b) Que el P presente tenga una alta bio-disponibilidad
c) Que las dietas tengan una alta tasa de digestibilidad.

Una opcion que se ha propuesto para sustituir el uso de la harina de
pescado es la utilizacion de harinas de origen vegetal, las cuales ademas tienen
un menor costo. Entre los ingredientes de origen vegetal analizados se
encuentran subproductos de semillas de oleaginosas, proteinas unicelulares,
concentrados proteinicos, subproductos agro-industriales, macrdéfitas acuaticas,
ademas de semillas y hojas de leguminosas.

Los resultados de estas evaluaciones son muy variados, pero predomina
el hecho que niveles de inclusiéon altos de proteina de origen vegetal en
alimentos acuicolas, producen una reduccion del crecimiento y una pobre
eficiencia alimentaria en los organismos que los consumen. Este efecto puede
deberse al deficiente balance en nutrimentos requeridos por los organismos, a la
presencia de factores anti nutricionales y a la disminucion de la palatabilidad y
estabilidad de los alimentos (Jorquera et al., 2008).

La soya se ha sefialado como el mejor substituto de la harina de pescado
en dietas acuicolas, sin embargo al igual que la mayoria de proteinas de origen
vegetal tiene una gran cantidad de anti nutrientes, los cuales limitan su uso en la
formulacién de dietas, uno de estos ejemplos es el acido fitico o myo-inositol
exafosfato el cual es la forma mas importante de almacenaje de fosforo en las

semillas, este puede producir usualmente baja disponibilidad de los minerales y
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reduce la digestibilidad aparente de la proteina (Jorquera et al., 2008). La forma
mas eficiente de reducir este efecto es la utilizacion de fitasa una fosfohidrolasa
que catalice la liberacion secuencial del ortofosfato inorganico del acido fitico y
tenga el potencial de mejorar la digestibilidad de los nutrientes en los
organismos acuaticos (Jorquera et al., 2008). Otra forma de evitar estos efectos
adversos es la utilizacion de productos de soya procesados como el concentrado
de proteina de soya y el aislado de proteina de soya.

El APS se obtiene mediante el aislamiento de la proteina a través de un
proceso de solubilizacidn y separacion por precipitacion isoeléctrica tiene un
90% de proteina en base seca y se ha hecho con una gran cantidad de proteina
soluble, durante el proceso del aislado de proteina de soya se eliminan la
mayoria de anti nutrientes y queda como resultado un producto con una
digestibilidad mayor (Cheftel et al., 1989). Se ha demostrado ademas que se
puede incluir hasta el 62% de productos procesados de soya en una dieta para
trucha arcoiris sin afectar la ingesta del alimento ni el crecimiento de los peces,
muy distinto a la harina de soya la cual incluida por encima del 42% de la dieta
da como resultado el deterioro del crecimiento, siendo la proporcién correcta de
inclusién para esta de un 24%, ya que el exceso del contenido de NSP
(polisacaridos no amilaceos), oligosacaridos y saponinas tiene un efecto negativo

en la absorcidn de los nutrientes (U.S. Soybean export council, 2008).

Tabla 1. Composicion quimica del APS en Base Seca (BS).

Componente Contenido en %
Proteinas 90
Lipidos 0.5-1
Carbohidratos 3-4
Minerales 4-5

Fibra Cruda 0.1-0.2

(Munive, 2009)
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Otro substituto importante de la harina de pescado es el uso de micro
algas cuyo valor nutritivo esta relacionado con su composicién bioguimica,
especialmente en proteinas, lipidos y composicion de acidos grasos. Se sabe que
las micro algas pueden llegar a tener hasta un 70% de proteinas del total de la
materia seca y se ha determinado que en especies de peces, los requerimientos
proteicos en su dieta van de 24 a 57 %, equivalente al 30-70 % del contenido
energético total de la dieta en forma de proteina, debido a esto las micro algas
cumplen satisfactoriamente las necesidades de especies usadas en acuacultura
(Flores et al., 2009). Una micro alga importante por sus caracteristicas nutritivas
es la Spirulina la cual se ha demostrado que puede substituir parcial o totalmente
a la harina de pescado en dietas de diferentes organismos acuaticos (Catala
catla, Labeo rohita y a Cipenser baeri) (Nandeesna et. al., 2001).

En el Laboratorio de Produccion Acuicola de la FES lztacala se ha
demostrado recientemente que en una inclusion creciente de polvo de Spirulina
(25%, 50%, 75% y 100%) como substituto de la harina de pescado en dietas para
juveniles de trucha arcoiris, que hay un decremento en los pardmetros de
crecimiento con forma la inclusion de PS aumenta, pero también hay un
decremento en la excrecion de fosforo conforme se aumenta la inclusion de PS.
Ademas se observo que con una inclusion de 25% de PS en la dieta el
crecimiento en los organismos era mejor que en la dieta con 100% de harina de
pescado (Flores et al., 2009).

Aunque los precios actuales en el mercado del PS pueden limitar su uso
en dietas para organismos acuaticos, es importante recordar que es un sector
creciente en la industria acuicola y en un futuro podria ser un recurso mas
accesible.
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Tabla 2. Composicién quimica del PS en Base Seca (BS).

Componente Contenido en %
Proteinas 50-70
Lipidos 3-6.5
Carbohidratos solubles 19

Fibra cruda 5-7
Minerales 7

(Ahsan et. al., 2008)

1.4 Uso de probiéticos y enzimas.

Los probioticos son “microorganismos vivos los cuales, al ser
administrados en cantidades adecuadas, confieren efectos benéficos en la salud
del huésped”.

El uso de probidticos es muy beneficioso en la nutricion animal debido
a que estos ayudan a mejorar la digestibilidad de las dietas, a regular la flora
bacteriana intestinal y actuar como un inmunoestimulante, por lo cual se han
sefialado como substitutos de los antibiéticos en la elaboracién de dietas
comerciales; ademas proveen enzimas como glucosidasas y fitasas, esta ultima
muy importante en la asimilacion del fosforo proveniente de fuentes vegetales
(Romero, 2010). Debido a esto se ha demostrado en diferentes especies animales
los efectos benéficos de los probidticos en los pardmetros de crecimiento
(incluso con dietas con bajo porcentaje proteico), ademas de la reduccion en los
porcentajes de grasa principalmente en pollos de engorda, y su utilizacién como
antagonicos de bacterias patdgenas tanto en pollos como en salmdnidos, en los
cuales el lactobacillus y la levadura actGan como antagénicos de bacterias
patogenas para el salmoén, como Piscirikettsia salmonis (Romero, 2010).

Palacios report6 que el uso de una mezcla de pro bidticos y prebidtico

en dietas para truchas arcoiris, presentan un incrementos de peso, conversién
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alimenticia, sobrevivencia y relacién beneficio costo frente a dietas sin esta

mezcla (Palacios et al., 2007).

1.4.1 Propiedades de la levadura de cerveza como probiético.

Gracias a sus significativas propiedades nutricionales y farmacéuticas,
Saccharomyces cerevisiae posee el estatus GRAS (reconocimiento de total
seguridad) dado por la FDA de los EE.UU. La levadura (Saccharomyces
cerevisiae) ha sido considerada como probidtico en especies domésticas, existen
ya numerosos trabajos que demuestran los efectos benéficos que tienen sobre la
salud intestinal (Bazay, 2010), asi como su uso en el remplazo parcial del nicleo
vitaminico en aves (por su alto contenido de complejo B) (Peralta et al., 2008), el
efecto trofico sobre la mucosa digestiva y el estimulo inmunolégico que
producen los componentes de su pared celular (glucanos y mananos), que en
gran medida ayudan a los organismos a evitar invasiones de microrganismos
patégenos presentes en el intestino (Morales, 2007), como ejemplo; en peces se
ha demostrado el efecto benefico de la levadura en la disminucién del
crecimiento de microrganismos patdégenos como Amyloodinium ocellatum vy
Aeromonas Hidrolfila (Tovar, 2008).

Ademas de las propiedades anteriormente mencionadas se menciona en
diversos estudios, la actividad que tiene la levadura sobre las disacaridasas
presentes en el borde de cepillo lo cual genera una reduccion en los problemas
diarreicos relacionado a la produccion de poliaminas, las cuales también influyen
de manera importante en la secrecion de tripsina y otras enzimas pancreéticas
relacionadas a la actividad de las enzimas duodenales, produciendo una mejora
en la asimilacion de los glucidos, lipidos y proteinas presentes en la dieta
(Peralta, 2008).

Toda esta actividad en conjunto produce mejoras en el aprovechamiento

de los nutrientes presentes en la dieta, repercutiendo en las variables productivas
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y la composicién de la canal de los animales, lo cual ha hecho frecuente su uso
en dietas comerciales para aves y otros animales domesticos.
1.4.2 Proteasas.

La utilizacién de enzimas es frecuente para mejorar la disponibilidad de
un componente especifico de las dietas y en el caso de las proteasas (ejemplo,
tripsina y quimotripsina) son las proteinas contenidas en el alimento, este hecho
es importante sobre todo en materias primas que han recibido un tratamiento
térmico que pueda alterar su digestibilidad. También es muy valioso su uso en
alimentos con factores anti nutricionales que afecten la digestibilidad de la
proteina, como los factores antitripsicos en la soya, por lo cual su uso es muy
importante en dietas elaboradas con semillas oleaginosas como base (Rojas,
2011).

Drew reporto que la adicion de proteasa comercial mejoro la digestion
de proteina de harinas de canola y arvenjon asi como la eficiencia del alimento
(Drew, 2007).

Las proteasas que normalmente se agregan en las dietas para mejorar la
disponibilidad de la proteina, son enzimas de origen bacteriano con actividad
similar a las tripsinas y quimotripsinas producidas por el organismo, 0 extractos
pancreéaticos de bovinos o cerdos que contienen una alta concentracién de estas
dos enzimas y que conservan su actividad (Guadix et al., 2000).

La tripsina es una endoenzima que es secretada por el pancreas en
forma de tripsinogeno, que se activa en un pH acido (5.2-6.0) en reacciones
catalizadas por la enterocinasa. Las tripsinas son las principales enzimas
proteoliticas digestivas y atacan proteinas, proteonas y peptonas para formar
polipéptidos y dipéptidos. Las quimotripsinas, igualmente son secretadas por el
pancreas en forma de quimotripsinogeno, y las tripsinas las activan a un pH de 8.
Su actividad proteolitica es complementaria a la actividad de la pepsina y la
tripsina (Shimada, 2003).
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La subtilisina o serina endopeptidasa es una proteasa de origen
bacteriano producida por el Bacillus subtilis que tiene una actividad similar a la
de las quimotripsinas y la cual se ha reportado que genera un aumento
significativo de la digestibilidad de la proteina en alimentos para aves, con los
efectos beneficios adicionales que esto genera. Sin embargo es importante hacer
notar que aun que la actividad de las proteasas tanto bacterianas como enddgenas
son similares, el pH optimo para la activacion de estas enzimas pueden tener
algunas diferencias (Guadix et al., 2000).

La proteasa que se adiciono a las dietas en este trabajo es de origen
bacteriano proviene de una cepa genéticamente modificada de Bacillus
licheniformis la cual tiene una actividad similar a la tripsina , se activa a un pH
mayor a 4 e inferior a 11.5 (Guadix et al., 2000) y se conoce con el nombre

comercial de Ronozyme.

1.5 Situacion actual de la produccidn de tilapia.

En todo el mundo la produccion de la tilapia especialmente, ha crecido
de manera ostensible, continua y consistentemente, convirtiendo la actividad en
un renglén agroindustrial de alto impacto econémico y social, mediante el cual
es posible generar ingresos, mejorar la calidad de vida y ofrecer alimento de alto
valor nutricional a la poblacion mundial. Segln los informes de la FAO a través
de su sistema de informacion global, entre el afio 2000 y el afio 2003 la
producciéon de tilapia creci6 a nivel mundial en 368 mil toneladas
aproximadamente, siendo los mayores productores, los paises asiaticos con un
millén 120 mil toneladas seguidos por Africa con 200 mil, América del sur con
18 mil y América del norte con 22 mil. Estos datos de FAQO contrastados con los
del departamento de pesquerias de EEUU indican un altisimo crecimiento en la
produccion y el consumo en los Gltimos tres afios. Igualmente el valor de este

comercio crecié en ese mismo lapso del orden de 170 mil millones de ddlares
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siendo el continente asiatico el de mayor facturacién seguida muy de lejos por el
continente Africano (CONAPESCA-SAGARPA, 2005).

El consumo de tilapia en general, en EEUU ha aumentado en los
Gltimos 5 afios. La preferencia de los norteamericanos por éste producto se
manifiesta en la manera como ha mejorado su posicion en la clasificacion Sea
Food Top Ten, donde ha pasado de 0.348 Ib. Per capita en 2001 a 1.33
(estimado) en 2005. Este incremento ha sido sostenido, no sdlo por la tendencia
mundial creciente por el consumo de alimentos saludables, ricos en proteinas,
bajos en grasa y con acidos grasos tipo Omega 3, recomendables para el corazon,
sino por el crecimiento de la poblacion asiatica e hispana, que conoce y aprecia
esta especie (CONAPESCA-SAGARPA, 2005).

El sector de la tilapia en América Latina continla aumentando su
competitividad principalmente en el sector de productos frescos e inocuos
orientados hacia los grandes mercados de EU y Comunidad Europea, igualmente
continGia incrementandose la demanda por tilapia en los mercados internos de
Brasil, México y Colombia principalmente, de igual forma el nimero de
consumidores de tilapia en sus diferentes presentaciones en otros paises
productores y exportadores también va en aumento (CONAPESCA-SAGARPA,
2005).

Las entidades de México que se dedican a la pesca y el cultivo de tilapia
se agrupan en tres regiones, las del litoral del Pacifico, Las del litoral del Golfo y
Caribe, y las que no tienen litoral. Tabasco se ubica en la regién del litoral del
Golfo y Caribe siendo la region con mas produccion con el 44.9% de la
produccion nacional (CONAPESCA-SAGARPA, 2005).

La tilapia se cultiva en 31 estados de México, siendo los mejores sitios
para su desarrollo las zonas tropicales de Veracruz, Michoacan, Tabasco,
Sinaloa, Jalisco, Nayarit, Chiapas y Guerrero. Al igual que sucedié en Ecuador

para México la produccion de Tilapia en aguas salobres y saladas se abre como
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una excelente alternativa productiva en las grandes zonas camaroneras afectadas
por el Virus de la Mancha Blanca, a pesar de los serios programas de prevencion
implementados por las Autoridades Estatales y Federales, los Comités de
Sanidad Acuicola de Estados como Sonora, Sinaloa y Nayarit, hasta el mes de
Julio del 2009 el WSSV ha tenido un enorme impacto en la mayoria de las
Regiones Productoras de Camardn en cautiverio a lo largo de la Costa Pacifica, y
posiblemente también en las poblaciones naturales de la Region, problema que
se agudiza por la situacién climatica, ocasionados por la anormal alternancia del
Fenémeno del Nifio y la Nifia (CONAPESCA-SAGARPA, 2005).

1.6 Descripcion de la especie.
1.6.1 Clasificacion

e Reino: animal

e Phylum: chordata

e C(Clase: osteichthyes

e Orden: perciformes

e Familia: cichlidae

e  Genero: oreochromis

e  Especie: sp.

Tilapias es como se les conoce a un grupo de peces de origen africano,
habitan principalmente en regiones tropicales del mundo, donde existen las
condiciones necesarias para su reproduccion y crecimiento. Fue introducida en
México en la década de los 60°s, proveniente de Estados Unidos. Entre sus
variedades destacan la tilapia del Nilo (O. niloticus), la tilapia azul (O. aureus) y
la tilapia de Mozambique (O.mossambicus). Las tilapias han colonizado habitats
diversos, pues es un pez de aguas calidas, dulces, salobres o salinas que puede

adaptarse a aguas con baja concentracién de oxigeno, por lo que también es
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comin que habiten en aguas de poca corriente (Iénticas), permaneciendo en
zonas poco profundas y cercanas a las orillas (Morales, 1974).

La tilapia en comparacion con otros peces, posee extraordinarias
cualidades para el cultivo, como: crecimiento acelerado, tolerancia a altas
densidades, adaptacion a cautiverio, aceptacion de una amplia gama de
alimentos, alta resistencia a enfermedades, ademas de contar con algunos
atributos para el mercado, como: carne blanca de buena calidad, buen sabor,
poca espina, buena talla y precio accesible, que le que le confiere una preferencia

y demanda comercial en la acuicultura mundial (Morales, 1974).

Tabla 3. Requerimientos ambientales de la tilapia.

Parametros Cantidad
Temperatura 20-30 °C, optima 26
Concentracién de oxigeno 4.5 mg/l

pH 7.0-8.0

1.6.2 Habitos alimenticios.

De forma general y en base a sus habitos alimenticios predominantes,
las Tilapias se clasifican en tres grupos principales:

a) Especies Omnivoras (que se alimentan tanto de plantas como de
animales): O. mossambicus (especie que presenta mayor diversidad en los
alimentos que ingiere), O. niléticos, O. spilurus y O. aureus.

b) Especies Fitoplanctéfagas (que se alimentan de las algas y
organismos microscopicos conocidos como fitoplancton) O. macrochir, O.
alcalicus, O. galilaeus y S. melanotheron

c) Especies Herbivoras (se alimentan exclusivamente de plantas): T.

rendalli, T. zilii, T. sparmanni
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Los dos usos mas importantes del alimento absorbido son
mantenimiento y crecimiento. El exceso de alimento es almacenado en forma de

grasa una vez satisfechos los requerimientos (Morales, 1974).

1.6.3 Requerimientos nutricionales de la tilapia del genero Oreochromis
1.6.3.1 Proteinas y aminoacidos

Muchos investigadores han trabajado con dietas purificadas y
semipurificadas para determinar los requerimientos proteicos de la tilapia,
muchos de estos valores se han obtenido mediante procedimientos de dosis
respuesta. El nivel 6ptimo de proteina para la tilapia esta influenciado por la talla
y la edad y comprende un rango de 28%-50%.

En el caso de los juveniles de entre 0.5 a 5g de peso se ha determinado
que un rango de entre 29 y 40% de proteina produce un crecimiento 6ptimo
(Webster y Lim, 2002).

Al hablar de requerimientos proteicos no podemos dejar de lado el
hecho que el crecimiento depende de un proceso de sintesis de tejido, el cual
utiliza los aminoacidos obtenidos de la proteina alimenticia, la cual solo
sostendra este proceso si cumple con los requerimientos de aminoacidos
esenciales de la especie. En general para que una fuente proteica sea Util para
sostener el crecimiento en organismos acudticos debe poseer, al menos el 50%
de aminoacidos esenciales en su composicion (Cowey, 1998) .

El valor biolégico de la proteina nos da un acercamiento a la
composicion y disponibilidad de los aminoacidos presentes, este se obtiene de
restar el nitrogeno ingerido con el que es excretado (Shimada, 2003). Una
excrecién elevada de nitrégeno se relaciona con un aumento en el uso de
aminoacidos como fuente energética; esto debido a deficiencias en aminoacidos
limitantes como la lisina o la metionina, o a interacciones entre los aminoacidos

presentes en la proteina, que afecten la concentracion adecuada de AA
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esenciales repercutiendo en la actividad de sintesis necesaria para generar
crecimiento (Cowey, 1998).

La tilapia asi como la mayoria de organismos acuaticos consume
alimentos con un elevado porcentaje de proteinas las cuales en su mayoria son
utilizadas como fuente de energia, utilizando una pequefia porcion para la
sintesis de tejido (crecimiento), esto quiere decir que los organismos acuaticos
requieren menos fuentes energéticas no proteicas (Cowey, 1998), debido a una
adaptacion de su metabolismo para utilizar alimentos con una gran cantidad de
proteina; sin embargo la utilizacion de la proteina como fuente de energia se
puede reducir utilizando otras fuentes energéticas en la dieta siempre y cuando
estas se ajusten a los requerimientos energéticos y proteicos de la especie, por lo
cual una relacién optima entre proteina y energia produce un crecimiento optimo
asi como un ahorro en el uso de la proteina como fuente de energia (Cowey,
1998).

1.6.3.2 Energia

La energia no es un nutriente, pero es indispensable para los organismos
ya que la energia procedente de la racién se utiliza en el organismo animal para
cubrir las necesidades energéticas de mantenimiento y produccién (Shimada,
2003). La energia es uno de los principales factores que influyen sobre el
consumo de alimento en todos los organismos, ya que los organismos ingieren
alimento para satisfacer las demandas cal6ricas de su metabolismo, las cuales
estan influenciadas por factores como el peso y cantidad de masa muscular
(Webster y Lim, 2002).

Es importante sefialar que los peces son organismos cuyo metabolismo
basal es indeterminado ya que la actividad metabdlica de estos depende de la
temperatura ambiental, por tal motivo los requerimientos energéticos se manejan
en base a un rango, el cual es de 17-19 Mj/Kg de Energia digestible (Guillaume
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et. al., 2004), que corresponde a la energia utilizada por el pez para mantener sus
funciones metabdlicas y generar crecimiento a una temperatura ambiental optima
(Webster y Lim, 2002). Es importante sefialar que cuando se balancean dietas de
organismos acudticos se utiliza Unicamente el valor la energia digestible (ED)
del alimento, ya que es la cantidad de energia que el organismo puede utilizar.

Como ya se habia mencionado es importante considerar la cantidad de
proteina por unidad energética esto con miras en obtener un 6ptimo desarrollo y
ahorrar proteina, los requerimientos que se han determinado para juveniles de
tilapia (0.5-5g) son de 95.3-123mg de proteina/0.418Kjoules ED (Webster y
Lim, 2002).

1.6.3.3 Lipidos.

Las tilapias asi como la mayoria de organismos acuaticos tienen
requerimientos elevados de acidos grasos insaturados n-6 y n-3, ya que estos son
de vital importancia en organismos poiquilotermos por que les confiere una
mayor fluidez de membranas que les permita realizar sus funciones a
temperaturas bajas, ademas de esto los peces tiene poca capacidad de utilizar las
grasas que tienen un alto punto de fusién las grasas solidas que en general
contienen acidos grasos saturados, por tal motivo se prefiere utilizar en los
alimentos para tilapia aceites vegetales o de pescado con un bajo punto de fusién
y que tienen una digestibilidad méas adecuada (Castello, 1993).

En el caso de la tilapia se puede prescindir del aceite de pescado ya que
sus requerimientos de n-3 son mas bien bajos comparados con especies marinas
0 dulceacuicolas de agua fria, sin embargo habria que tener en cuenta la
influencia que podria tener sobre la calidad nutricional de la grasa del filete.

Los lipidos son la principal fuente energética después de la proteina, por
lo cual son utilizados principalmente para maximizar la retencion de nitrégeno;

sin embargo la limitante es el efecto nocivo de estos sobre el tamafio y
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funcionamiento del higado asi como la composicién de los organismos los cuales
pueden tener un exceso de tejido adiposo afectando su rendimiento.

En un estudio realizado por Chou y Shiau con dietas isoprotéicas e
isoenergéticas donde se modifico la concentracion de lipidos de 0-20% se obtuvo
que un 5% de lipidos es suficiente para el correcto crecimiento de la tilapia, pero
que un 12% de lipidos ayuda a maximizar el crecimiento, las dietas que
contenian un porcentaje mayor al 12% obtuvieron poco crecimiento (Webster y
Lim, 2002). Es importante mencionar que también los requerimientos lipidicos
se madifican durante las diferentes etapas de desarrollo asi es mas conveniente
suministrar dietas con un porcentaje mayor de lipidos a organismos juveniles que

tienen una demanda energética mas elevada que organismos mas viejos.

1.6.3.4 Carbohidratos.

No existen requerimientos especificos de carbohidratos para los peces,
en general estos organismos son poco eficientes en la absorcion y utilizacion de
estos nutrientes, asi por ejempl6é la trucha (Onchorynchus) puede vivir sin
consumir ningdn tipo de carbohidrato obteniendo la glucosa necesaria para su
organismo de la gluconeogénesis (Castello, 1993).

Esta ineficiencia en le absorcion y utilizacién de los carbohidratos se
deben principalmente a que en el medio acuatico los alimentos disponibles
contienen pocos carbohidratos.

De entre los carbohidratos los monosacaridos son los menos utilizables
por muchos organismos acuaticos incluyendo la tilapia, siendo los mas digeribles
los almidones los cuales tienen una digestibilidad del 50%, por lo cual la
importancia de los carbohidratos como fuente de energia es secundaria. (Webster
y Lim, 2002).

Los carbohidratos estructurales como la celulosa y hemicelulosa tienen

poca digestibilidad y son poco disponibles para la tilapia del genero
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Oreochromis ya que la actividad de su flora bacteriana no es tan activa como en

otros organismos herbivoros.

1.6.3.5 Vitaminas y minerales.

Las vitaminas y los minerales cumplen las mismas funciones tanto en
organismos acuaticos como en organismos terrestres, aun que las proporciones
de estas dependen de la especie. En general los requerimientos vitaminicos y
minerales que se han determinado para la tilapia son los siguientes:

Tabla 4. Requerimientos de vitaminas en la tilapia

Vitamina mg/kg de alimento
Tiamina 2.5
Riboflavina 6
Piridoxina 15
Niacina 121
Biotina 0.06
Colina 1000
Acido pantotenico 6-10
Vitamina C 79
Vitamina A 50
Vitamina D 374.8 Ul
Vitamina E 60

(Webster y Lim, 2002)
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Tabla 5. Requerimientos de minerales en la tilapia

Mineral %
Calcio 0.7
Fosforo 0.5
Magnesio 0.05
Zinc 0.002
Potasio 0.21

(Webster y Lim, 2002)

1.6.4 Crecimiento.

El crecimiento de la tilapia es longitudinal. Esto es para todas las etapas
de su desarrollo a partir del alevin. El crecimiento también va a depender de
varios factores como son: temperatura, densidad y tipo de alimentacidn
principalmente. La mayor tasa de crecimiento la presentan los machos de 6 a 8
meses, el crecimiento promedio de estos es de 18 a 25 ¢cm, con un peso de 150 a
300 gr (Morales, 1974).

1.6.5 Reproduccion.

Las tilapias poseen sexos separados, existiendo en muchos casos una
clara diferencia entre macho y hembra, que puede ser por la coloracién del
cuerpo o su tamafo, siendo generalmente los machos de mayor peso y talla que
las hembras. ElI género Oreochromis son incubadoras bucales, presentan un
marcado dimorfismo y dicromatismo sexual, los huevos son de menor tamafio y
éstos carecen de una capa adhesiva (Morales, 1974).

La temporada de reproduccion abarca desde finales de marzo o
principios de abril hasta mayo, cuando la temperatura del agua es
aproximadamente de 20 a 22° C (Morales, 1974).
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2. ANTECEDENTES
Proteinas alternativas.

Los estudios que se han realizado se enfocan en la substitucién parcial o
total de la harina de pescado con productos de origen animal y/o vegetal, los
resultados obtenidos han sido variables sin embargo alentadores en algunos
casos. Existen en la actualidad muchos trabajos y en diversas especies respecto a
la substitucion de harina de pescado usando fuentes alternas de proteinas. Por
ejemplo, Gonzalez et al., (2009) reporto que con una inclusién del 5, 10 y 15%
de harina de Lemna (Lemna minor) y harina de Soya (Glycine max), en dietas
para tilapia roja (O. mossambicus x O.niloticus) se obtuvieron resultados sin
diferencia significativa en conversién alimenticia, peso final y tasa especifica de
crecimiento, comparada con la control con h. de pescado y h. de soya. El
resultado del estudio hecho por Adewolu y Adamson, (2001) demuestra que se
puede incluir hasta un 5% de harina de hoja de amaranto espinoso en las dietas
para Clarias gariepinus.

En otra investigacion realizada por Gardufio y Olvera (2008), basada en
sustitucion parcial de harina de pescado con harina de hojas de cacahuate
(arachis hypogaea) en dietas para juveniles de tilapia (O. niloticus), reporta que
se puede reemplazar hasta con un 20% de harina de hoja de cacahuate sin efectos
significativos en el rendimiento.

En otro estudio realizado por Amaya et. al. (2003), el cual utilizo torta
de soya como sustituto de la harina de pescado durante la fase de reversion
sexual en tilapia encontr6 que, aunque biol6gicamente no es viable la sustitucion
total de la harina de pescado por torta de soya, los parametros productivos
obtenidos con dos de las dietas T2 y T3 se pueden considerar satisfactorios al
final del proceso de reversidn sexual en tilapias; esto significa que la inclusion

de harina de pescado en un nivel minimo de 24,5% (T3), que representa el
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33,39% de la proteina digestible de la dieta, garantiza el adecuado desempefio
productivo de los peces al final del proceso de reversion sexual.

Olvera et al. (1998) Menciona que en sus dietas la mas recomendable
fue la de un reemplazo de 40% como maximo de harina de pescado por polvo de
Spirulina (Spirulina sp) ya que con esta se obtuvo un mejor crecimiento en
alevines. Glencross y Hawkins (2004) reportaron que el fésforo contenido en las
harinas de grano de lupino (30% de substitucién por harina de pescado) fue
utilizado en 100% .

El Saidy y Garber (2003) basados en su estudio de reemplazo parcial
de harina de pescado por una mezcla de proteinas vegetales, reportan que estas
pueden ser econdmicamente superiores a la harina de pescado y pueden
remplazarla completamente en la dieta para tilapia del Nilo. Wu et al. (1999) que
sustituyd H. de pescado por Gluten de maiz (Zea maiz), Maiz alto en lisina, H.
de Soya y harina de carne y hueso, en dietas de tilapia (O. niloticus), en cuyos
resultados, no hubo diferencias significativas, en aumento de peso y conversion
alimenticia, comparado con la dieta que si contiene harina de pescado.
Pouomogne et al. (1997) evalu6 dietas en las que varié la inclusion de harina de
cascara de Cacao (Theobroma cacao L) y Maiz molido (Zea maiz), con una
inclusién fija de harina de pescado, en dietas para O. niloticus y la conclusion,
fue que si era posible la sustitucion con harina de cascara de cacao (Theobroma
cacao L), ya que no se reportaron diferencias significativas en los pardmetros de
crecimiento evaluados, ademas de que se reduce el costo de produccion por kilo
de pescado con estas dietas. Fagbenro (1998) encontré que las dietas con
semillas de leguminosas (soya, frijol, algarrobo), debidamente procesadas, son
adecuadas para la formulacién de las dietas de Tilapia del Nilo Occidental,
siendo también su uso importante para substituir harina de pescado por harina de
estas leguminosas, lo cual reduciria costos de alimentacién y por lo tanto en la

produccidn de los peces.
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3. JUSTIFICACION

En numerosos estudios como los realizados por Gonzales et. al. (2009),
Adewulo y Adams (2001), Gardufio y Olvera (2008), Wu et al. (1999), se ha
demostrado que las harinas de fuentes de proteinas alternativas a la harina de
pescado en dietas experimentales son eficientes en el crecimiento de los
organismos acuaticos, de importancia comercial; sin embargo hasta el momento,
en Meéxico existe poca informacion referente a este tema, cuando es un
importante campo de investigacion y una oportunidad para la produccion
acuicola, ya que impactan directamente en la conservacion del recurso agua y en
la reduccion de los costos de produccidn y de los alimentos.

Los alimentos balanceados comerciales, son de uso comun en el cultivo
de la tilapia y otras especies que se explotan de forma intensiva; los cuales en su
mayoria contienen porcentajes elevados de harina de pescado y producen un
descenso en la calidad del agua debido a las descargas excesivas de P y N que
esta produce, por lo que la substitucion de la harina de pescado por proteina de
origen vegetal podria ser un campo importante de investigacion aplicada en

nuestro pais.
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4. OBJETIVOS.
4.1 General

Determinar el efecto de la adicion de levadura y/o proteasa a una dieta
formulada con aislado de proteina de soya (APS) y polvo de Spirulina (PS) en

las respuestas metabdlicas de juveniles de tilapia (Oreochromis sp.)

4.2 Particulares.

Determinar el efecto de las dietas con aislado de proteina de soya (APS)
y (PS) mas levadura y /o proteasa en el crecimiento de los organismos.

Medir los cambios generados por las dietas con APS y PS mas levadura
y /o proteasa en la excrecion de fésforo y nitrégeno branquial

Evaluar el efecto de las dietas con APS y PS mas levadura y /o proteasa
en la respuesta inmunoldgica de los organismos.

Determinar el efecto de las dietas con APS y PS mas levadura y /o
proteasa en la cantidad de fésforo excretado.

Obtenre la composicion quimica proximal de los organismos sometidos
a los tratamientos.

Determinar el efecto de las dietas con APS y PS mas levadura y /o
proteasa en la conversidn alimenticia

Obtener la digestibilidad aparente de la proteina de las dietas con APS 'y

PS con la adicion de levadura y /o proteasa.
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5. HIPOTESIS.

La harina de soya es un ingrediente con alto contenido de proteina
vegetal, sin embargo contiene algunos componentes que pueden causar
problemas en el crecimiento y desarrollo de los organismos y por tal motivo,
solo puede utilizarse en porcentajes bajos substituyendo a la harina de pescado.
Durante la elaboracion del aislado de proteina de soya a partir de la harina de
soya, diversos compuestos antinutricionales son eliminados en el proceso. Asi, la
adicion del APS vy el polvo de Spirulina mas el efecto benefico sobre el
aprovechamiento de los nutrientes por parte de la levadura y la proteasa
permitirdn prescindir de la harina de pescado y obtener valores similares en
crecimiento, digestibilidad y conversién alimenticia a los mostrados por la dieta
comercial (con harina de pescado), mostrando ademas una disminucién en la

excrecion de fosforo y nitrédgeno.
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6. MATERIALES Y METODOS:
6.1 Formulacion y elaboracion de dietas

Se formularon 3 dietas experimentales, considerando la sustitucion total
de la harina de pescado con polvo de Spirulina y aislado de proteina de soya
(Tabla 6) ademas de la adicion de proteasa y/o levadura. Dichas formulaciones
son similares en proteina y energia respecto al alimento comercial (APITILAPIA
1 marca Malta-Cleyton), el cual fue utilizado como dieta control y que contiene

en su formulacién harina de pescado.

Tabla 6. Formulacién de las dietas experimentales (aparecen subrayados los

ingredientes que fueron modificados en las dietas.)

Ingredientes D1 D2 D3
(9/Kg de dieta) (9/Kg de dieta) (9/Kg de dieta)
Aislado de proteina 340 340 340
de soya
Polvo de Spirulina 50 50 50
Aceite de pescado 50 50 50
Lecitina de soya 50 50 50
Mezcla vitaminas- 40 40 40
minerales
Dextrina 100 100 100
Gluten 150 150 150
Proteasa 0 0.8 0.8
Levadura 15 0 15
Celulosa 205 219.2 204.2
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Tabla 7. AQP de las dietas, experimental DE y comercial C (Anexos 7 y 8).

Base hiimeda Base seca Base Base seca

(DE) (DE) himeda (C) (©
Materia seca 95.97 100 91.45 100
Humedad total 4.03 0 8.55 0
Extracto etéreo 8.24 8.59 1.62 1.77
Cenizas 5.17 5.39 6.98 7.63
Proteina cruda 40.79 425 30.14 32.95
Fibra cruda 17.87 18.62 4,95 5.42
Extracto libre de 23.90 24.9 47.76 52.23
nitrégeno

Las dietas se elaboraron en una amasadora de 2kg de capacidad,
primero se agregaron las harinas, se mezclaron durante 15 minutos, después se
agregaron los aceites y se volvio a mezclar durante 15 minutos, después se
agrego el agua que debe corresponder al 40% de la dieta y en el caso de la
levadura se mezclo con esta antes de ser adicionada. Al final se vuelven a
mezclar todos los ingredientes durante 15 minutos, y posteriormente se paso la
mezcla a un molino de carne (Nixtamatic) para la obtencion de pellets de 0.5 mm
de diametro para posteriormente ser secados en el horno a 60°C durante 24 hrs.
Se hicieron 500g de cada dieta los cuales se utilizaron para la prueba de
alimentacion. Posteriormente se manufacturaron las mismas dietas pero

agregando oxido de cromo al 1% (1g/100g) como marcador.

6.2 Prueba de alimentacion.

El estudio se realizo en las instalaciones del Laboratorio de Produccion
acuicola de la FES lztacala, la cual se localiza en Tlalnepantla de Baz Estado de
Meéxico bajo condiciones controladas. Para dicho trabajo se utilizaron como
modelo experimental a 120 juveniles de tilapia de una poblacién de 250
organismos procedentes del centro acuicola Zacatepec Morelos, los organismos

previo a la prueba se mantuvieron en un tanque de vidrio de 150 litros a una
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temperatura de 24°C + 2°C y con una concentracion de oxigeno de 5mg/L,
durante este periodo los organismos fueron alimentados con el alimento
comercial API-TILAPIA 1, el periodo de aclimatacion duro aproximadamente
15 dias, previo al inicio de la prueba de alimentacién se aclimataron los tanques
de vidrio de 15 litros que se utilizaron durante el experimento, se instalaron los
tanques, filtros y calentadores y se dejaron funcionando 24 hrs antes de
introducir a los organismos, también se privo de alimento a los organismos
durante 24 horas antes de introducirlos a los tanques donde se llevo a cabo la
prueba de alimentacion, esto con la finalidad de limpiar por completo su tracto
digestivo. Del tanque comin donde se encontraban un total 250 organismos se
muestreo y peso a 20 organismos con la finalidad de obtener la media del peso
de la poblacion la cual fue de 1.2g. Para conformar los grupos experimentales se
selecciono a los organismos con peso de 1.2 g + 0.5g con la finalidad de evitar
una gran desigualdad de tallas que pudiera significar una ventaja en el
crecimiento y el consumo de alimento para los organismos mas grandes. Se
mantuvo a los organismos en grupos de 10, en 12 tanques de vidrio de 15 litros;
cada dieta tuvo 3 grupos experimentales, con un total de 30 organismos por
dieta. Se coloco por cada tanque un filtro mecanico bioldgico. ElI material
filtrante se removia y lavaba cada semana o segln lo ameritaran las condiciones
del agua.

Los pardmetros fisicoquimicos del agua durante el experimento fueron

las siguientes:
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Tabla 8. Condiciones fisicoquimicas del agua de los tanques durante el

experimento

Parametro Unidades
Concentracion de oxigeno disuelto 5mg/L
Temperatura promedio 26°C
pH 7.8

Los organismos se alimentaron con sus respectivas dietas en un
porcentaje de 7% de la biomasa total por dia. Las raciones diarias se dividieron
en 2 porciones, que se ofrecieron a los peces en la mafiana y por la tarde con un
intervalo de alimentacion de 6 horas, tiempo después del cual ya hay un
vaciamiento gastrico en esta especie. Treinta minutos después de alimentados, se
realizaba un sifoneo de cada tanque para colectar el alimento remanente y
posteriormente determinar el consumo de las dietas, el alimento sobrante era
secado en un horno a 60°C durante 24 horas y guardado en bolsas que contenian
el alimento sobrante por tanque de cada 10 dias; al mismo tiempo, se colectaron
las heces para determinar la cantidad de fosforo contenido en ellas, las heces
eran secadas en un horno a 60°C durante 24 horas y almacenadas juntas en
bolsas que contenian las muestras por tanque de cada 10 dias. Las biometrias se
realizaron cada 10 dias y consistian Gnicamente en el pesaje de los organismos
en una bandeja con agua, al obtener el nuevo peso por grupo el tamafio de la
racion se ajustaba de acuerdo a este. La prueba de alimentacion duro 50 dias
realizandose en total 5 biometrias los registros de pesaje se guardaron para la
obtencion de los parametros de crecimiento. También se obtuvieron 60 muestras
de heces y de alimento sobrante para la obtencion del fosforo total en heces y la
tasa de la ingesta respectivamente. Al final de la prueba de alimentacion se
selecciono a 5 organismos por tanque, los cuales fueron sacrificados con una

sobredosis (200mg/L) del anestésico MS222 (Tricaina metano sulfonato) (Close
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et. al., 1995), posteriormente fueron eviscerados y fileteados, y se guardaron las
muestras de filete y visceras en frascos separados. Obteniendo 60 muestras de
filetes y visceras para analizar su composicion.

Los organismos restantes se utilizaron para realizar la prueba de
digestibilidad aparente, la cual consistio en una prueba de alimentacion con una
duracion de 10 dias, donde se utilizaron Unicamente las dietas experimentales
pero esta vez con la adicion del 1% de oxido de cromo como marcador, el
alimento se les ofrecié a saciedad y se realizo la recoleccion de heces de manera
similar a la prueba de alimentacidn anterior, a los organismos alimentados con la
dieta control no se les realizo prueba de digestibilidad, sin embargo se les
continuo alimentando con la dieta correspondiente. Posterior a esto los
organismos se utilizaron para la obtencién de muestras de moco, utilizado para la
realizacion de la prueba de actividad de la lisozima, esta vez se utilizaron tanto a
los organismos que entraron a la prueba de digestibilidad como los organismos
alimentados durante todo este tiempo con la dieta control, se seleccionaron al
azar 4 organismos por dieta. Después, de estos mismos organismos se selecciono
a 9 por tratamiento para la obtencién del consumo de oxigeno y la excrecion de
fésforo en forma de fosfato (PO,) y nitrogeno en forma de (NH5). La prueba
consistid en lo siguiente:

Se instalo un sistema de recirculacion cerrado, el cual constaba de
varios frascos plasticos, conectados en serie con capacidad de un litro por los
cuales se hizo pasar un flujo de agua hasta llenarlos todos, se metié en cada
frasco un juvenil de tilapia con 24 horas de ayuno y se sello el frasco
herméticamente, se dejo ahi durante 30 minutos, después de transcurrido el
tiempo se tomaron 50ml de muestra de agua por cdmara, esto para medir las
concentraciones de nitrdgeno amoniacal, de fésforo; y de oxigeno, estas
mediciones fueron tomadas antes y después de los 30 minutos de la prueba; esto

para poder evaluar el consumo de oxigeno de los juveniles, asi como los cambios

39



en la concentracion de P y N. La prueba se repitid a las 48 horas con los mismos

organismos anteriormente utilizados.

6.3 Parametros de crecimiento y sobrevivencia.

Para la medicién de los parametros de crecimiento y sobrevivencia se
utilizaron los datos obtenidos de las biometrias a lo largo del periodo de
alimentacion.

Para evaluar los efectos de las dietas en el crecimiento de los

organismaos se utilizaron las siguientes formulas.

Ganancia en peso.

GP = PF - PI/ P1 x 100 (PF=Peso final, PI=Peso inicial)
Tasa de crecimiento especifico.

TCE = (logaritmo PF — logaritmo PI /t) x 100
Tasa de eficiencia de la dieta.

TED = GP (g) / Total de la dieta en peso seco (g)
Tasa de ingesta.

TI= total del alimento ingerido (g)/pez/dia.
Tasa de eficiencia proteica.

TEP = GP (g) / Proteina consumida (g).
Sobrevivencia.

SV = (NFO / NIO) X 100
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Donde NIO= Numero inicial de organismos y NFO= Numero final de

organismos.

6.4 Determinacion del Coeficiente de Digestibilidad Aparente (Anexo 1).
Para determinar CDA primero se cuantifico la concentracién de cromo

en las heces recolectadas durante los 10 dias de alimentacién extras con las

dietas con marcador, para esto se realizo una digestién mediante acidos y calor

segln la técnica de Furukawa y Tsukahara (1966), y se utilizo la siguiente

formula:
%Cr,03 = Y —0.032
0.2089
4

Y= Absorbancia 350nm.
%Cr,03; = Porcentaje de oxido de cromo.
Para calcular la digestibilidad aparente (DA) se utilizo la siguiente formula.
DA (%) = 100 — [(%CH) * (%PH)*100]
%CD %PD
Donde:
CH=Cromo en heces.
CD=Cromo en la dieta.

PH=Proteina en heces.
PD=Proteina en dieta

6.5 Determinacién de consumo de oxigeno, excrecion de fosforo (P) y

nitrogeno (N) (Anexo 3y 4).
Las muestras obtenidas durante la prueba del respirdmetro se

procesaron de acuerdo a las técnicas de Nessler y de molibdovanato (Clesceri et
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al, 1998) para N-NH3 y PO4 (ortofosfatos), respectivamente. Para la
determinacion de estos parametros, se utilizo un espectrofotometro. EI consumo
de oxigeno se determino mediante el uso de un oximetro (YSI 85, YSI
Incorporated, Ohio, EUA).

Las heces fecales se procesaran de acuerdo a la técnica de digestion

con acido persulfato en un reactor.

6.6 Pruebas de sistema inmune no especifico.

Las muestras obtenidas se tomaron de acuerdo a Yokoyama et al.
(2006) con un hisopo estéril, considerando un 4rea de 1 cm?® delimitada con un
plastico en la superficie del cuerpo. Justo después de tomar la muestra, esta se re
suspende en 1 ml de solucion buffer salina fosfatada (PSB, pH= 7.2). Las
muestras se centrifugaran (7,000 rpm, 10 min, temperatura ambiental) y se
colecta el sobrenadante.

Para determinar del contenido de proteina en el moco, se utilizo el kit de
determinacion de proteina por la técnica de Lowry et al. (1951). Para la
determinacion de actividad de la lisozima, se utilizo la técnica reportada por
Taoka et al, 2006; en la que muestras de suero y moco, se mezclaran con una
suspension acuosa de Micrococcus lysodeikticus (células liofilizadas, Sigma-
Aldrich Chemical, MO, EUA) y se incubara a 25 °C, la absorbancia se medira a
530 nm a 0.5, 45 y 20 min. La actividad de la lisozima se expresard como
unidades de actividad de la lisozima (U) y se define como la cantidad de enzima

que causo un decremento en la absorbancia de 0.001 por mg de proteina.
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6.7 Determinacion de lipidos en musculo y visceras (Anexo 4).

Para obtener la cantidad lipidos en el musculo y visceras se utilizo la
técnica reportada por Blight y Dyer (Blight y Dier, 1959), para los analisis
proximales se usaron las muestras en base himeda, ya que el contendo de

humedad puede afectar de forma importante el porcentaje de lipidos.

6.8 Determinacion de proteina en musculo y visceras (Anexo 5).

Para determinar la proteina en musculo y visceras se utilizé la prueba de
micro-Lowrry (Lowry et al., 1951), utilizando 0.01g de muestra.

Posteriormente se utilizo la siguiente formula para obtener el porcentaje
de proteina en la muestra.
(Abs-0.0005)/0.0012= miligramos de proteina en la muestra.
Abs= Absorbancia.

Para pasar los miligramos de proteina a porcentaje se tomo en cuenta la dilucion.

6.9 Anélisis estadisticos.

Los datos de crecimiento, excrecién de P y N, digestibilidad de la dietas
y respuesta inmunoldgica obtenidos a los largo de las pruebas de alimentacion se
analizaron utilizando ANDEVA de una variable. La comparacion de medias
entre los tratamientos, se evaluaran con una prueba de Tukey (Steel y Torne,
1980) considerando un error de 5% para cada grupo de comparaciones. Las
pruebas de ANDEVA y de diferencias se realizaron con el software SPSS17.
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7. RESULTADOS.
7.1 Parametros de crecimiento y sobrevivencia.

En los parametros de crecimiento no se encontraron diferencias
significativas entre las dietas experimentales y el control, sin embargo con
respecto a la GP (p=0.20) y la TCE (p=0.189) se obtuvieron valores mas altos en
los organismos alimentados con la dieta control y en los alimentados con la dieta
con levadura y proteasa (D3) (Tabla 9). Con respecto a la Tl (p=0.12) no
existieron diferencias significativas entre las dietas y el control, sin embargo
como se muestra en la tabla (Tabla 9) la TI fue menor en la (D3) con respecto a
las demas dietas. Respecto a la TED (p=0.10) y TEP (p=0.10) los valores mas
altos aun que no significativos los registraron las dietas (D3) y el control (C)
(Tabla 9).

Tabla 9. Crecimiento y supervivencia de juveniles de tilapia alimentados con las
dietas con APS y PS (D1, D2, D3) y dieta comercial (C). Los datos son la media
* error estandar.

GP' (%) TCE? T TED* TEP® SV (%)
(%l/dia) (9/pez/dia)

D1 240+51 105%01 0.12+0.01 042+007 1501 90
D2 270x24 113+01 0.13%0.01 048+004 15+01 97
D3 31932 124+01 0.11%0.01 0.54+008 18+0.1 100
Cc 333+61 126+0.1 0.15+0.02 053+006 1.7+0.2 90

'Ganancia en peso; “Tasa de crecimiento especifico; *Tasa de ingesta; “Tasa de

eficiencia de la dieta; °Tasa de eficiencia de la proteina; ®Supervivencia.
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7.2 Coeficiente de digestibilidad aparente.

El porcentaje de digestibilidad aparente de la proteina fue similar entre
las dietas y no existieron diferencias significativas (p=0.11) entre ellas, aunque el
valor mas alto lo obtuvo la dieta con proteasa y levadura (D3) el cual fue de

98.8% como se muestra en la tabla (Tabla 10).

Tabla 10. Porcentaje de digestibilidad de la proteina de las dietas experimentales
los datos son la media + el error estdndar (D1= APS-levadura, D2= APS-

proteasa, D3= APS-levadura-proteasa).

D1 97.4%+ 0.5
D2 97.9%+1.2
D3 98.8%+0.8

7.3 Consumo de oxigeno y excrecion de fosforo y nitrégeno

En el consumo de oxigeno no existieron diferencias significativas entre
las dietas experimentales y la control, sin embargo la diferencia en el aumento
del consumo de oxigeno en los organismos alimentados con respecto al oxigeno
consumido por los mismos 48 horas después de ingerir alimento, es mayor en la
dieta con levadura (D1, O,C=0.45mg/I/h ) con respecto a las otras dos dietas.

En la excrecion de P (p=0.391) y N (p=0.445) no existieron diferencias
significativas sin embargo los valores méas elevados los obtuvo la dieta con
levadura (D1, fosforo en heces=9.17mg/g y fosforo=0.14mg/I/h ) (Tabla 11 y
Tabla 12). En la cantidad de fosforo en heces (p=0.01) hubo una reduccion

significativa en las dietas con levadura y proteasa (D3, forforo en heces=
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7.56mg/g) y la dieta con proteasa (D2, fosforo en heces= 6.51mg/g), con
respecto a la (D1) y el control (C, fosforo en heces=14.56mg/g) como se muestra
en la tabla (Tabla 12). En la Figura 1 se muestra el cambio en las

concentraciones de fosforo en el transcurso del experimento.

Tabla 11. Consumo de oxigeno, excrecion de N de los organismos alimentados
con las dietas con APS y PS (D1, D2, D3) y dieta comercial (C). Los datos son
la media + error estidndar. Letras diferentes en la mismo columna indican

diferencias significativas (P < 0.05).

(mg/1/h)

0,C N
D1 045+ 0.2 0.03 0.01
D2 0.36 +0.18 0.01 + 0.008
D3 0.32+0.16 0.02 + 0.007
c 0.27 +0.16 0.02 + 0.007

Tabla 12. Excrecion de P y contenido de P en heces de los organismos
alimentados con las dietas con APS y PS (D1, D2, D3) y dieta comercial (C).
Los datos son la media + error estandar. Letras diferentes en la mismo columna
indican diferencias significativas (P < 0.05).

P (mg/l/h) P en heces (mg/q)
D1 0.14+0.1 9.17+3a
D2 0.07 £ 0.03 6.51+2.4b
D3 0.12+0.1 7.56+2.8b
C 0.13+0.1 14.56 * 6a
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Figura 1. Cantidad de fosforo en heces (mg/g) de los organismos alimentados
con las dietas con APS y PS (D1, D2, D3) y dieta comercial (C). Se muestra la
modificacion de las concentraciones en el transcurso del experimento: dia 10,
dia 20, dia 30, dia 40 y dia 50.
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7.4 Composicion quimica.
7.4.1 Lipidos.

El porcentaje de lipidos en los filetes no mostro diferencias
significativas (p=0.256), pero los valores promedio en los filetes de los
organismos alimentados con las dietas experimentales tienen en su composicion
un porcentaje de 8.3% para las dietas (D1) y (D2) y de 6.6% para la dieta (D3),
valores mas altos que la dieta control (C) con un 1.6% (Figura 2). El promedio
mas bajo entre las dietas experimentales lo obtuvo la dieta (D3), que sin
embargo dista de acercarse a los valores de la dieta control (C) que fueron los

mas bajos en general.
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Figura 2. Promedio del porcentaje de lipidos en musculo de los organismos
alimentados con las dietas con APS y PS (D1, D2, D3) y dieta comercial (C).

Los datos son la media * error estandar.
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El porcentaje de lipidos en visceras no mostré diferencias significativas
(p=0.07) entre los individuos alimentados con las dietas experimentales y los
alimentados con la dieta control, tampoco existieron diferencias significativas
entre los grupos alimentados con las dietas experimentales. Aun sin diferencias
significativas, las dietas experimentales obtuvieron valores promedio de 35%
(D1), 41.67% (D2) y 33.3% (D3) mayores al de la dieta control (C) de 21.56%
en el porcentaje de lipidos en visceras, lo cual es similar a lo que sucedié con el
porcentaje de lipidos en filete. Entre los promedios de las dietas experimentales
solo el de la dieta (D2) destaca en la grafica con el promedio de lipidos mas alto
de 41.67%.
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Figura 3. Promedios por dieta del porcentaje de lipidos en visceras de los
organismos alimentados con las dietas con APS y PS (D1, D2, D3) y dieta

comercial (C). Los datos son la media * error estandar.
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7.4.2 Proteinas.

En el porcentaje de proteina en musculo no se encontraron diferencias
significativas (p=0.20) entre los diferentes tratamientos con respecto a este
pardmetro, aun asi existio variacion encontrando los valores promedio mas
elevados en las dietas (D1) de 29% y (D2) de 28.2%, respecto a las dietas (D3) y
(C) con 27.56% y 27.1% respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje promedio de proteina en musculo de los organismos
alimentados con las dietas con APS y PS (D1, D2, D3) y dieta comercial (C).

Los datos son la media + error estandar (BH= Base HUmeda).
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Con respecto al porcentaje de proteina en visceras no hubo diferencias
significativas (p= 0.20) y la variacion fue menor que la que mostro el porcentaje
de proteina en musculo. Sin embargo el promedio mas alto se registro en los

individuos alimentados con la dieta control (C) de 25.37% (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de proteina en visceras de los organismos alimentados con
las dietas con APS y PS (D1, D2, D3) y dieta comercial (C). Los datos son la
media + error estandar.
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7.5 Prueba de sistema inmune no especifico (Actividad de lisozima en moco).

Respecto a la actividad de la lisozima en moco por centimetro cuadrado
de superficie de piel, no se obtuvieron diferencias significativas (p=0.45) sin
embargo existieron variaciones importantes en los promedios de unidades
activas de lisozima en cada dieta ,las cuales se muestran en la siguiente tabla
(Figura 6), donde podemos observar una mayor cantidad de unidades de lisozima
activa promedio en los organismos alimentados con la dieta control (C) con
19.54 Unidades/mg de proteina y en segundo lugar los organismos con la dieta
(D3) con 12.86 Unidades/mg de proteina.
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Figura 6. Unidades de lisozima activas por dieta/ minuto/cm? de los organismos
alimentados con las dietas con APS y PS (D1, D2, D3) y dieta comercial (C).
Los datos son la media + error estandar.
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran que la utilizacién del APS y el PS
pueden producir una respuesta similar en crecimiento a los alimentos
comerciales que contienen harina de pescado, la cual incluso puede ser superior
como fue en el caso de la dieta (D3) que obtuvo un crecimiento muy parecido
(GP= 319%) con un consumo menor (TI=0.11) obteniendo una TED= 0.54
superior al resto de las dietas incluida la control TED= 0.53 (Tabla 9), esto
difiere de lo observado por diferentes autores que utilizaron harina de soya como
substitutos de la harina de pescado como fue el caso de Yueming Dersjant-Li
(2002) el cual menciona que la inclusion de la harina de soya esta limitada por su
bajo contenido de metionina que afecta de manera significativa en el crecimiento
en la mayoria de los organismos, y lo que reporto Davis y Stickney (1978) que
utilizaron harina de soya en substituciones parciales de la harina de pescado en
juveniles de tilapia y que observaron reducciones significativas en el crecimiento
de los organismos al superar el 30% de substitucion con harina de soya, estos
valores en los pardmetros de crecimiento mostrados por los organismos puede
deberse en parte a la adicién de PS que posee un mejor perfil de aminoacidos al
de la soya contribuyendo a una mayor deposicion de proteina, asi como también
al efecto positivo de la proteasa en la reduccion de la energia empleada en la
asimilacion de las proteinas, sin embargo la influencia producto de la probable
actividad de la lavadura en la asimilacion de los carbohidratos y la utilizacion de
los lipidos como fuente de energia también jugo un papel importante en el
crecimiento complementando la actividad de la proteasa como se observo en la
dieta (D3) la cual con una GP=319% y una TED=0.54 fue la mas eficiente de las
dietas experimentales.

Aunque las diferencias en los parametros de crecimiento no fueron

significativas si hay una tendencia en las dietas experimentales que muestran que
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la disponibilidad de los nutrientes y el balance de estos no fue igual en todas,
como se puede observar en las diferencias existentes entre las dietas (D3) y (D1)
que se muestran en la tabla de crecimiento y supervivencia (Tabla 9), esta
tendencia entre las dietas experimentales también se hace evidente al comparar
el consumo de O,y la excrecion de N, las cuales son muy distintas entre la dieta
(D1 O,C= 0.45 mg/l/h, N= 0.03 mg/l/h) y (D3 0,C=0.32, N=0.02 ), siendo mas
similar la (D3 0,C=0.32, N=0.02) a la control (C O,C=0.27, N=0.02) (Tabla
11), hay que recordar que el consumo de oxigeno antes y después de suministrar
el alimento nos da una aproximacién al gasto energético de forma indirecta que
requieren las dietas para su utilizacion (ICA) (Guillaume et al., 2004), lo cual
hace que una dieta que consume el minimo de O, muestre mejores valores de
crecimiento ya que se relaciona con una facil asimilacion de los nutrientes,
dando un acercamiento a la digestibilidad del alimento.

Al contener las dietas una gran cantidad de proteina se debe acentuar el
peso de esta fraccion sobre el consumo de oxigeno, asi como también la
probable influencia de la proteasa en la reduccién de dicho consumo, ya que
reduce el esfuerzo del organismo por digerir la proteina presente en el alimento,
como observamos en las diferencias presentes entre las dietas experimentales
con proteasa (D2 y D3) y la dieta experimental libre de esta (D1) donde se
obtuvieron valores mas altos en el consumo de oxigeno al resto de las dietas.

Los resultados de la digestibilidad aparente de la proteina fueron de
97.4% para la dieta (D1), 97.9% para la (D2) y 98.8% para la (D3), no
mostrando diferencias significativas entre las dietas y coincidiendo con la
digestibilidad reportada en la literatura para el APS la cual es de 97.8% para la
trucha arcoiris (Glencross et al., 2004), los resultados de digestibilidad se
relaciona en gran medida como ya se habia mencionado con el consumo de
oxigeno y la excrecion amoniacal en donde vemos una relacién inversa entre el

aumento de la digestibilidad de la proteina, el consumo de oxigeno y la
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excrecién de nitrégeno, la cual podria estar influenciada por la actividad de la
proteasa (Tablas 10, 11, 12). No hay que perder de vista el hecho de que esta
prueba puede dar valores sobrestimados de la digestibilidad ya que no se toma en
cuenta la proteina enddgena normalmente eliminada en el transito del alimento
por el tracto digestivo (Guillaume et al., 2004).

La digestibilidad de un alimento no solo influye en la absorcién de
macronutrientes si no también puede afectar de manera importante en la
absorcion de minerales y vitaminas, por lo cual podria repercutir sensiblemente
sobre el sistema inmunolégico y la capacidad del organismo a responder ante

una amenaza (Gershwin et al., 2000).

En cuanto a la excrecién de nitrogeno, la excrecién amoniacal en los
peces y crustaceos esta estrechamente relacionada con el metabolismo de las
proteinas (Sadasivam, 2000) y por lo tanto con el porcentaje de esta fraccion en
el alimento como lo reporta Velasco et al. (2000) que observo que la
acumulacién de Nitrégeno inorganico disuelto total (NIT) incrementd
significativamente con el aumento en la cantidad de proteina en dietas para
camaron. Sin embargo més recientemente se ha demostrado que para poder
reducir la excrecién amoniacal debemos de aumentar la disposicién en las dietas
de una adecuada proporcion de aminoacidos esenciales para sintesis de tejido y
reducir en lo posible la utilizacién de los aminoacidos como fuente de energia
(Arango, 2008); por lo tanto al tener dietas con niveles proteicos y energéticos
similares (dentro de los requerimientos de la especie) las diferencias en la
excrecién de N pudieron deberse principalmente a la cantidad y disponibilidad
de aminoacidos esenciales, que estdn muy relacionados a la digestibilidad y
composicién de la proteina del alimento.

En este estudio se encontr6 poca variacion entre las dietas en la

excrecion amoniacal (NH3) y solo se presento una disminucién no significativa
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de la dieta (D2 N=0.01) (Tabla 11), esta baja produccion de NH; puede estar
relacionada a una mayor produccién de aminoacidos digeribles, debido a que la
cantidad de aminoacidos en las dietas puede afectar la retencién del nitrégeno
(Romarheim et al., 2006), y ya que las dietas experimentales contienen las
mismas proteinas y en la misma proporcion la reduccion en la excrecién de N
podria estar mayormente influenciada por la actividad de la proteasa, que genera
un aumento de aminoéacidos disponibles con un gasto menor en la digestion de la
proteina, lo cual en conjunto genera un efecto positivo sobre el crecimiento (D2
GP=270%).

Sin embargo la proteina no es la Unica fraccion que puede afectar el
crecimiento, ya que la energia digestible (ED) del alimento y su relacién con el
porcentaje de proteina condicionan el metabolismo de los aminoécidos presentes
en ella (Cowey, 1998), por otra parte la energia neta (EN) utilizada por el
organismo para generar crecimiento esta influenciada por el ICA (incremento
calorico alimenticio) cuyo indicador indirecto es el consumo de oxigeno
(Guillaume et al,, 2004) y el cual aunque esta mayormente influenciado por la
fraccién proteica también puede ser afectado por la digestién y el metabolismo
de los carbohidratos y en menor medida los lipidos presentes en el alimento, por
tal motivo la dieta (D3) aun que mostro una excrecién de NHs similar a la dieta
control (C) (D3 N= 0.02, C N= 0.02), obtuvo una TED (D3=0.54, C= 0.53) y
TEP (D3=1.8, C=1.7) (Tabla 9 y 11) superior a la dieta control (C) y un
consumo de oxigeno inferior al resto de las dietas experimentales (D1 0,C=0.45,
D2 0,C=0.36, D3 0,C=0.32), lo cual se puede relacionar a una mejor retencion
de energia que se manifiesta como crecimiento, consecuencia de el efecto
positivo de la proteasa sobre la proteina y el probable efecto positivo de la
levadura sobre la asimilacion de los carbohidratos y la utilizacién de los lipidos

como fuente energética, esto relacionado con su elevada concentracion de
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vitaminas del complejo B, y principalmente a la actividad de la Biotina (Vilches
y Fernandez 2005).

Las harinas animales que en general presentan un perfil de aminoacidos
mas cercano al ideal y que poseen una digestibilidad mayor a las proteinas
vegetales, se han utilizado como substitutos de la HP en diversos trabajos, donde
el crecimiento de los organismos generalmente es mayor, como en el estudio
realizado por Civera et al., (2006) que utilizo harina de cerdo como substituto
parcial y total de la harina de sardina en dietas para juveniles de tilapia y en el
cual obtuvo una GP en un lapso de 56 dias mayor al 350% (la cual también
podria estar influenciada por otros factores no relacionados a la composicion del
alimento como la temperatura, el fotoperiodo y la frecuencia de la alimentacién)
superior a la GP (333% dieta control (C) y 240% dieta (D1)) obtenida por los
organismos en el presente estudio. Sin embargo la utilizacion de la proteina de
soya a diferencia de las proteinas animales reduce las pérdidas de fésforo 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 concentracion de fésforo disponible en las proteinas vegetales son mucho
menores al de las proteinas animales (EI APS por ejemplo tiene 0.5% de fosforo
disponible y 0.27% de calcio (Honig et al., 1984), el PS tiene 0.73% de fosforo y
1% de calcio (Ramirez y Olvera, 2006) y la harina de pescado tiene 2.20% de
fosforo disponible y 3.9% de calcio (NRC, 1983) ), y el nivel de fosforo dietario
es determinante en le excrecion de este al medio como lo reporta Velasco et al.,
(2000), que observo que la acumulacion de fésforo reactivo disuelto (PRD) en
el agua se incrementd significativamente con el aumento de los niveles del
fésforo dietario.

Disminuir los niveles de fosforo en las heces y orina es un asunto muy
importante en la sustentabilidad de la acuacultura, pero de la misma importancia

es garantizar el correcto desarrollo de los organismos por lo cual siempre hay
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que vigilar que la cantidad de P en la dieta sea adecuada ya que de no ser asi
puede traer como consecuencias el aumento de lipidos en visceras, un bajo
crecimiento en los organismos o hasta problemas de osificacion (Tacon, 1995),
por lo cual se ha establecido un requerimiento minimo para la tilapia de 0.5% de
fosforo disponible (Massamitu et al., 2008) el cual se suplemento junto con otros
minerales y vitaminas con una mezcla mineral comercial (Rovimix) siguiendo
las recomendaciones de la FAO (Philips, 1997).

La asimilacion del fésforo se lleva a cabo en el intestino y guarda
estrecha relacion con la absorcion del calcio y también con la solubilidad de la
fuente de fosforo, la excrecion del fosforo a su vez guarda relaciéon con los
niveles de calcio y fosforo en la sangre asi como la regulacién acido- basica en el
organismo, su eliminacion es en el rifién a través de la orina obedeciendo a la
concentracion de calcio y fosforo en sangre (Arias, 2003).

La disminucién significativa en heces nos demuestra una buena
disponibilidad de este macro elemento en las dietas experimentales (D2 P en
heces= 6.51mg/g y D3 P en heces= 7.56 mg/qg), este hecho se refuerza aun mas
al no observar ningln tipo de alteracion por déficit en los organismos
alimentados con las dietas experimentales (Tabla 12). La excrecidn de P en orina
ademas de no mostrar diferencias significativas presento poca variacion solo
encontrandose disminuida en la dieta (D2 P= 0.07 mg/I/h) y en menor grado en
la dieta (D3 P=0.12 mg/I/h), dado que la excrecion de fosforo a través de la orina
puede estar influenciada por otros factores no relacionados con la disposicion del
fésforo en la dieta, la variacion puede tener diferentes interpretaciones; pero en
general se observa una menor excrecidon en las dietas que mostraron una
disminucion de P en heces. Es importante sefialar el posible efecto de la levadura
en el aumento de la disponibilidad del fosforo, ya que estos microrganismos
producen la enzima fitasa (Bazay, 2010) que degrada los fitatos, los cuales se

encuentran en APS y que generaron cambios en la concentracion de fosforo en
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heces en las dietas experimentales (D1)y (D3) con levadura, con respecto a la
dieta (D2) en el transcurso de la prueba de alimentacion, como se puede observar
en la grafica de P excretado en heces (Grafica 1) donde se muestra que la dieta
(D2) permanecié constante en sus concentraciones de fosforo en heces a
diferencia de las dietas (D1) y (D3) .

La disminucion 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 de
las canales de los organismos utilizados durante la prueba de alimentacién nos
puede indicar el verdadero aprovechamiento de los nutrientes como lo observo
Jover et al., (1999), el cual reporta que hubo un incremento del contenido en
lipidos y una reduccion de la proteina corporal a medida que se redujo el nivel
proteico del alimento y aumentd el nivel de carbohidratos, o lo observado por
Viola y Arieli (1983), que registraron un contenido de lipidos en visceras
elevado con piensos con un nivel energético alto, esto es similar a lo reportado
en el presente estudio donde vemos diferencias amplias aun que no significativas
de la deposicion lipidica la cual es mayor en los organismos alimentados con las
dietas experimentales, si bien la utilizacion de alimentos con elevada energia
puede tener un efecto benéfico sobre la deposicién de proteina, el exceso puede
traer como consecuencia disminucion del consumo y un crecimiento pobre
afectando de igual forma la deposicion proteica como lo observo Jover et al.
(1999), aun asi el contenido de lipidos en los organismos puede ser variable y
depende de factores como el estado fisiolégico, la cantidad de ejercicio
realizado, la edad y la genética por lo cual los niveles de lipidos varian mucho,
Gardufio y Mufioz (2007) reportan porcentajes de lipidos en musculo de hasta un

5.7% en las tilapias procedentes de las granjas, mientras Perea et al. (2008)
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reporta rangos de 2.2-4.5% , en el presente estudio los rangos fueron entre 1.5-
8.3% registrados por la dieta (C) y (D1), (D2) respectivamente (Figura 2), en
general obteniendo valores mas elevados en la deposicion de lipidos en musculo
por las dietas experimentales.

Los niveles mas elevados de lipidos se obtuvieron en las visceras
llegando en la dieta (D2) hasta 41.67% muy por encima de la control (C) con
apenas 21.67% (Figura 3), esta similitud con los trabajos antes mencionados
indica una nivel energético mas elevado en las dietas experimentales
probablemente mas influenciado por la fraccidn lipidica ya que la dieta control
es bastante pobre en lipidos (Tabla 7) y la deposicion proteica tanto en filete
como en visceras fue muy similar entre los organismos, lo cual demuestra que no
existio ninguna influencia de las dietas experimentales en esta fraccion.

Respecto a la deposicion lipidica en visceras se observo una
disminucion (aun que no significativa) en las dietas que contenian levadura
(D1=35%, D3=33.3%), se sabe que existe una relacion entre la adicion de este
probiético y la reduccion de grasa abdominal en pollos (Linares et al., 2010) esto
probablemente relacionado a la elevada cantidad de biotina producida por la
levadura, la cual disminuye los niveles de triglicéridos sanguineos por su
importancia como cofactor de la ACC (Coenzima A Carboxilasa 1y 2) (Vilches
y Fernandez 2005).

Los valores de proteina en filete obtenidos (29% D1 a 27.1% en la C)
fueron incluso superiores a lo reportado por la literatura citada que es de 18-20%
(Perea et al., 2008), lo que refuerza el hecho de que la deposicion lipidica
elevada en los filetes no tuvo efecto alguno sobre la deposicion proteica (Figura
4).
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Los resultados de actividad de la lisozima en el moco concuerdan con,
lo que nos menciona la literatura consultada la cual relaciona los parametros de
crecimiento con una mayor inmunocompetencia, partiendo del hecho de que la
inmunocompetancia no se ve afectada mientras se cuente con los sustratos
suficientes (nutrientes) para favorecer el crecimiento del organismo y la
produccion de células inmunitarias y sus secreciones (Gershwin et al., 2000).

Las diferencias aun que no son significativas muestran una tendencia de
mayor actividad de la lisozima en los organismos alimentados con las dietas mas
eficientes en crecimiento (D3) y (C) (Figura 6). La actividad de dicha enzima no
estd por completo ligada a la nutricion si no también a factores ambientales
(temperatura, contaminacion bacteriana, salinidad etc.) (Giacomo, 2008) que
pueden influenciar en su produccién y actividad. Aunque en si la deficiencia
cronica de algunos micronutrientes (vitamina A, hierro, selenio y vitaminas del
complejo B.) puede impactar mayormente sobre la inmunocompetencia que los
macro nutrientes como la proteina y la energia, el balance de aminoacidos
contenidos en las proteinas alimentarias puede repercutir en la respuesta
inmunoldgica debido a que durante una respuesta inmune el organismo realiza
una mayor movilizacion de proteinas en los tejidos para sostener la proliferacion
de leucocitos y sus productos de secrecién uno de los cuales es la lisozima
(Gershwin et al., 2000).

Por dltimo es importante mencionar que el papel de la levadura en la
respuesta inmune no especifica no se pudo demostrar en la actividad de la
lisozima en moco ya que los grupos que consumieron las dietas experimentales
que contenian levadura no mostraron mayor actividad de dicha enzima, excepto

en la dieta que ademas contenia proteasa (D3).
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9. CONCLUSIONES.

e El uso de APS y PS como fuentes de proteina en dietas para tilapia no
afectaron el crecimiento ni la sobrevivencia de los organismos.

e La inclusién de levadura y/o proteasa en las dietas experimentales no
genero respuestas significativas en el aprovechamiento de las dietas y
la respuesta inmune inespecifica.

e Las dietas con APS y PS disminuyeron significativamente la
concentracion de fosforo en heces y la dieta D2 y D3 fueron las méas
eficientes, esto debido a la buena disponibilidad del fosforo en las
dietas.

e La dieta menos adecuada fue la dieta D1 ya que mostro los niveles mas
altos de excrecion de P y N metabodlicos y los peores indices de
crecimiento.

e La dieta D3 es la dieta mas adecuada, ya que es la que muestra los
indices mas altos de crecimiento, los indices mas bajos de fosforo en
heces, e indices similares a la control en la excrecion de P y N
metabdlico.

e Ladigestibilidad aparente de la proteina en las dietas experimentales no
presento diferencias significativas en ninguna de las dietas.

e La APSy PS como fuentes de proteina no afecta significativamente la
composicién de los organismos, sin embargo al parecer hubo un
aumento en la deposicién lipidica en visceras y musculo en los
organismos alimentados con las dietas experimentales sin afectar la
deposicion de proteina en estos tejidos, esto debido quizd a la
utilizacion de aceite de pescado para suplementar los requerimientos

lipidicos y no por la fraccidn proteica de las dietas experimentales.
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e EI APS y PS son muy buenos recursos proteicos vegetales en dietas
para tilapia (Oreochromis sp.), ya que generan un crecimiento igual al

de la dieta comercial.
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ANEXO 1.

Determinacidn del porcentaje de cromo en heces.

1. Se pesan 0.05¢g de heces secas (con cromo) y se coloca en un matraz de bola.
2. Se agregan 5ml de HCI y se calienta con un mechero en una campana de
extraccion.

3. Se calienta hasta que se eliminen todos los vapores ocres y el liquido se
vuelva verde traslucido después de esto se espera a que se enfrié.

4. Se agregan 3 ml de acido perclérico y se calienta hasta que aparezca una nube
blanca arriba de la muestra y la muestra se vuelva amarilla.

5. Enfriar y si la solucién se vuelve a poner verde se tiene que calentar de nuevo,
si aparece un anillo rojo ya esta lista la muestra para ser medida.

6. Se lleva la muestra a 25 ml (Con agua) y se lee en el HACH
(espectrofotdmetro) en la opcién de longitud de onda Unica y se mide la
Absorbancia (Flores et al., 2009).

ANEXO 2.

Medicion del nitrégeno excretado.

1. Se colocan 16.6ml de muestra en una cubeta de espectofotometria

2. Se adiciona 2 gotas de estabilizador y se agita suavemente

3. Se adicionan 2 gotas a alcohol polivinilico y se agita de nuevo

4. Se agregan 0.66ml del reactivo Nessler y se deja reaccionar durante 1 minuto
5. Los resultados seran reportados en el HACH (espectrofotometro) en mg/L
(Clesceri et al., 1998).
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ANEXO 3.

Medicidn del fosforo excretado.

1. Se colocan 10ml de muestra en una cubeta de espectofotometria

2. Se adiciona 0.5ml de molibdovanadato

3. Se deja actuar durante 7 minutos

4. La cantidad de fosforo aparecera en mg/L ya que existe un programa para

determinar el fosforo total (Clesceri et al., 1998)

ANEXO 4.

Determinacion de lipidos en visceras.

1. Se pesa 0.2 g de muestra (base himeda).

2. Se deposita en un tubo de centrifuga, se agregan 3ml de metanol y 1.5 ml de
cloroformo.

3. Se agita durante 2 minutos en un vaso con hielo para evitar la evaporacion.

4. Se agregan 1.5 ml mas de cloroformo y se agita durante 2 minutos con hielo.
5. Se pasa a la centrifuga y se pone a 5000 rpm durante 10 minutos

6. Se pasa el sobrenadante a un embudo de separacion se agregan 0.8 ml de agua
y se agita. Si forma dos capas se separa la porcion inferior, si no se formaron
agregar 2 gotas de agua y volver a agitar, si se llegaran a formar 3 capas preparar
1 ml de clorometanol y agregarlo.

7. Una vez separada la capa inferior, secar en un tubo de ensayo mediante
aireacion.

8. Con unos guantes pesar un frasco ambar y después diluir el contenido del tubo
de ensayo con 1ml de clorometanol y colocarlo en el frasco ambar.

9. Secar la solucion del frasco ambar mediante aireacion
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10. Volver a pesar el frasco ambar para obtener una diferencia de peso que es

proporcional al % de lipidos en la muestra (Bligh y Dier, 1959).

ANEXO 5.

Determinacion de proteina en musculo.

1. Se pesa la muestra (0.01g en base himeda)

2. Se deposita en un tubo de ensayo y se agrega 1ml de agua destilada y se agita
durante 2 minutos.

3. Se agregan 1ml de reactivo Lowrry y se deja reaccionar durante 20 minutos

4. Pasados los 20 min agregar 0.5 ml del reactivo Follin y esperar 30 minutos

5. Aforar a 10ml y leer en el HACH (espectrofotometro) en la opcion de longitud

de onda Unica y se mide la Absorbancia (Lowrry et al., 1951).
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ANEXO 6.

Medicion de fosforo en heces.

Método 10127 Test N Tube Vials:

1. Se enciende el reactor (digestor) DRB200 y se calienta a 150°C

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

3. Se prepara el blanco con una pipeta de 5.0ml de H20 destilada a un tubo de
total phosphorus test Ntube Vial.

4. Para preparar las muestras se agregan 5ml de muestra a un tubo de total
phosphorus Test N Tube Vial.

5. Posteriormente se agrego el contenido de un sobre de persulfato de potasio en
polvo (potassium persulfate powder pillow), cada tubo se cerr6 y agito para
disolver la muestra.

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

7. Se presiona la opcion TIMER>OK y comienza cuenta regresiva de 30
minutos.

8. Una vez terminado se sacan los tubos y se dejan enfriar hasta alcanzar la
temperatura ambiente.

9. Se agregan 2 ml de hidroxido de sodio al 1.54 N a cada tubo, se tapa y se
mezcla.

10. Se dejan reposar los tubos durante 7 minutos

11. Limpiar los tubos antes de leer, tomar primero el tubo blanco y calibrar a
cero

12. Se introducen los tubos preparados y se leen, se oprime READ vy se leen los
resultados en mg/L PO4 (Clesceri et al., 1998).
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ANEXO 7.

A. Q. P. De la dieta basal experimental

Solictante: Universidad Nacienal Autonoma de México
Muestra: Alimento para peces verde # 1
Analisis solicitado: Quimico proximal

RESULTADOS

Base humeda

Materia seca 95.87
Humedad total 4.03
Exiracto Etérec 8.24
Cenizas 517
Proteina cruda 40.79
Fibra cruda 17.B7
Extracto Libre de Mitrageno 2360

Cuautitian lzcalli, México a 06 de marzo del 2012

Atenta

UNIVERSIDAD NAGCIONAL AUTONOMA DE MéleO_
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERICRES CUAUTITLAN

Base seca
100.00
Q.00
859
539
42 .50
18.62
24 80

"Peg M! RA.ZA mgﬁ'fﬁffsﬁg ESPIRITU®
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ANEXO 8.
A. Q. P. De ladietacontrol C

UNIVERSIDAD NACIOMNAL AUTONOMA DE MEXIGO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAMN

Selicitante: Universidad Nacional Autdénoma de México
Muestra; Alimento para peces café # 2
Anélisis solicitado; Quimice proximal

RESULTADOS

Base humada Base seca

Materia seca 91.45 100.00
Humedad total 8.85 0.00
Exiracto Etéreo 1.62 1.77
Cenizas .98 763
Proteina cruda 30.14 32.95
Fibra cruda 4,95 5.42
Extracto Libre de Nitrégeno 47.76 5223

Cuautitian |zcalli, México a 06 de marzo del 2012

“POR mf[ *E‘J__"ESPIRITU"

| "G B Lilian Morfin Lalvden
Respohsable del' drea de Bromatologia
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