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RESUMEN

JIMENEZ BARCENAS SANDRA PATRICIA LIBERTAD. Sustitucién parcial
de harina de pescado por harinas de subproductos marinos en la
utilizacidén de alimentos para el desarrollo del jurel Seriola
rivoliana cultivado en condiciones de laboratorio (bajo 1la
direccién de: Dr. Roberto Civera Cerecedo y MVZ. Angel Garcia
Hernéandez.

Debido a la problemdtica existente en torno a la harina de
pescado (HP), como costos altos y falta de disponibilidad,
entre otros, se estédn buscado alternativas para sustituirla en
alimentos balanceados para organismos acudticos. En este
trabajo se evalud el efecto de la sustitucién parcial (25%) de
la HP (sardina) por harinas de cabezas de camardn, visceras de
almeja Catarina y Hacha en alimentos para juveniles de Jjurel
Seriola rivoliana sobre pardmetros productivos, hematoldgicos
e histolégicos de peces. Se realizd un bioensayo de crecimiento
durante 60 dias bajo condiciones de laboratorio (29.1 °C, 36.0
g/L de salinidad y 5.3 mg/L de oxigeno disuelto) con juveniles
de S. rivoliana con peso promedio inicial de 48 + 0.6 g,
distribuidos en 15 estanques con capacidad de 600 L, a una
densidad de 10 peces/estanque. Se evaluaron cinco alimentos:
un alimento Control (50% de proteina) con HP; tres alimentos
conteniendo 12.5% de harina de cabezas de camardn, visceras de
almeja Catarina o visceras de Hacha (sustituyendo el 25% de la
HP), vy un alimento Triple, que contenia las tres harinas
experimentales al 12.5% c/una (sustituyendo el 56% de la HP).
Los tratamientos Camardén y Hacha permitieron obtener los
mejores parametros productivos, sin alterar los parametros
hematoldégicos e histoldgicos, mismos que fueron similares a
los del tratamiento Control. Por el contrario, los tratamientos
Catarina y Triple afectaron negativamente la mayoria de los
parametros medidos, siendo estos mas bajos que los del Control.
Se concluye que las harinas de visceras de Hacha y cabezas de
camardn son ingredientes que permiten reemplazar 25% de la HP
en alimentos para juveniles del jurel S. rivoliana.



ABSTRACT

Due to the existing problems around of fish meal (FM), like
high cost and lack availability, and others, are searching
alternatives for replacement 1in balance feed to aquatics
organism. In this work was evaluated the effect of partial
replacement (25%) of FM (sardine) for meals of shrimp head,
Catarina scallop viscera, and Pen shell viscera in diets for
juvenile longfin yellowtail Seriola rivoliana on productive
parameters, hematologic and histologic of fish. Was realized a
growth bioassay during 60 days on laboratory condition (29.1°C,
36.0 g/L of salinity and 5.3 mg/L of dissolved oxygen) with
Seriola rivoliana juveniles with an initial mean weight of 48
0.6 g, distributed in 15 tanks with 600 L capacity and density
of 10 fishes per tank. Was evaluated 5 diets: a Control diet
(CD, 50% protein) with FM; three diets contained 12.5% shrimp
head meal (SH), Catarina scallop viscera meal (CS) or Pen shell
viscera meal (PS, replacement 25% FM), and one last diet
Triple, with the mix of three experimental meals at 12.5% each
one (replacement 56% FM).

The SH and PS treatment allowed getting the best productive
parameters without altering the hematologic and histologic
parameters, same as were similar to CD treatment. On the
contrary, CS and Triple negative affected the majority measure
parameters, being lower than CD. It is concluded that Pen shell
viscera and shrimp head meals are ingredients that allow 25%
fish meal replacement in diets for juvenile yellowtail Seriola
rivoliana.
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1 INTRODUCCION

La acuicultura es un sector de produccidén de alimento que a
nivel mundial tuvo una tasa media anual de crecimiento del 5.7%
en el periodo de 2003 a 2016.! Esta actividad produce casi 1la
mitad del pescado destinado a la alimentacidén humana. Se prevé
que para el 2030 aumente a 62%, y si se practica con
responsabilidad, podria generar mas beneficios en la seguridad

alimentaria mundial y el crecimiento econdémico.?

De la produccidén mundial de pescado, ya sea por captura o
acuicultura, se destina mas del 88% para consumo humano.! En
México, la produccidén alcanzdé 2 millones de toneladas.3? Con
este nivel de productividad, se requieren alternativas que
mejoren la alimentacién de los organismos en cultivo de forma
eficiente, para seguir aumentando la produccidén a un bajo
costo, teniendo en cuenta que la mayoria de los peces con alto
valor comercial son carnivoros, por ejemplo, el jurel Seriola
rivoliana, este pez y junto con otras tres especies del mismo
género (Seriola) tienen gran importancia comercial
especialmente en Japdn, debido a que genera una industria de

mil millones de ddlares.?

El jurel Seriola rivoliana tiene gran potencial de produccidn

por cultivo en nuestro pais, y es buen candidato por su réapida
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tasa de crecimiento, alta calidad de carne, adaptabilidad al

cautiverio, y por supuesto, un alto valor de mercado.?®

Los requerimientos nutricionales y fuentes de proteina son los
temas méds investigados en acuicultura, debido a que 1los
ingredientes ©proteinicos representan el mayor costo de
formulacidédn. E1 uso de alimentos balanceados en acuicultura es
aproximadamente de 20 millones de toneladas.® Ademds, la harina
y aceite de pescado son considerados ingredientes clave en la

formulacidén de alimento balanceado.

Los altos costos de la harina de pescado por 1la falta de
disponibilidad han llevado a elaborar harinas de pescado de
mala calidad,’"19 lo que impone una presidén en la industria a
reducir los niveles de harina de pescado en alimentos de
acuicultura y desarrolla un camino en la investigacién a nivel
mundial, en busca de ingredientes alternos o no convencionales
que permitan sustituir, ya sea parcial o totalmente la harina

de pescado.?8:9,11/12

Algunos ingredientes no son Utiles en alimentos comerciales,
ya sea por su elevado precio o porque algunos presentan agentes
antinutricionales o tienen desbalances de nutrientes, como
deficiencias en aminodcidos y &acidos grasos poli-insaturados
esenciales, o también por una baja o nula disponibilidad en el

mercado o porque compiten con el consumo humano.
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Los subproductos marinos, son el desperdicio de pescado o
marisco después de la elaboracidén industrial y llegan alcanzar
hasta el 70% del peso del animal y esta compuesto de cabezas,

colas, espinas y visceras.!3 Sin embargo, pueden ser una opcidn

viable para sustituir la harina de pescado.

Considerando la necesidad de encontrar ingredientes
alternativos a la harina de pescado en alimentos acuicolas, Vy
la disponibilidad de subproductos pesqueros y acuicolas en
nuestro pais, en el presente trabajo se planted hacer una
evaluacién de calidad nutricia de harinas de subproductos
marinos, como harina de cabezas de camardédn, harina de viscera
de almeja Catarina vy harina de visceras de Hacha, como
sustituto parcial de harina de pescado en alimentos para el
jurel Seriola rivoliana cultivado en condiciones de
laboratorio, determinando los pardmetros productivos,

hematoldégicos e histoldgicos de los organismos.
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2 ANTECEDENTES

2.1 El1 Jurel Seriola rivoliana.

El jurel Seriola rivoliana (Figura 1) se encuentra distribuido
en todo el Pacifico Indo-Occidental, el Pacifico Oriental, en
las regiones del Atléantico Occidental, y ocasionalmente, en el
Mar Mediterrdneo en aguas subtropicales a mares calidos vy
templados.!? Llegan a medir 1.6 m y pesar de 6 a 14 kg.l> Se
alimentan principalmente de peces pequefios y calamares. Se sabe
que las especies del género Seriola necesitan niveles altos de
proteina (45-55%) en su alimentacidén para alcanzar su maximo
crecimiento, pues son altamente dependientes de proteinas para

crecer y obtener energia.lé-18

Actualmente la produccién de Jurel es importante en Japdn vy
esta industria se estd expandiendo a Nueva Zelanda, Australia

y Estados Unidos.4

En México, la produccién de jurel por captura y acuicultura
alcanzé en 2017 los 26,000 t, siendo Baja California Sur el

cuarto estado productor con 2,900 t.1°



Figura 1. Jurel Seriola rivoliana. © Kare Kare / CC-BY-SA-3.

2.2 Harina de pescado

La harina de pescado es utilizada en los alimentos por su alto
contenido proteico, que oscila de 65 a 72%, y contiene un
adecuado Dbalance de aminoacidos, &cidos grasos esenciales,
carbohidratos 'y wvitaminas, haciendo un ingrediente por

excelencia demandado en acuicultura.?20

Tan solo 20 millones de toneladas de la produccién mundial por
captura se transformbé en harina y aceite de pescado en 2016,!
ocasionando cada vez, una mayor presidén en la extraccidn de
especies peldgicas como anchovetas.?! Sin embargo, a causa del
fenébmeno E1l Nifio que sucedid en el sector pesquero de América
del Sur, la produccién de harina de pescado ha disminuido
gradualmente desde 2005, mientras que la demanda global ha
aumentado, provocando un incremento en el precio, alcanzando

los 25 mil pesos/t (Figura 2). Se espera que el precio de la
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harina de pescado siga en aumento debido a una demanda

sostenida.l3,22

PRECIOS DE LAS HARINAS DE PESCADO Y SOJA EN ALEMANIA'Y LOS PAISES BAJOS
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Rotterdam (Paises Bajos).
FUENTE: Datos procedentes de Oil World y del sistema GLOBEFISH de la FAD.

Figura 2. Precio de la harina de pescado durante el periodo enero
1983 a enero 2017.1

Por otra parte, los alimentos con un alto contenido de harina
de ©pescado de baja calidad repercuten en la cantidad,
composicién y calidad de la proteina del alimento generando
contaminacién, pues al ser de baja digestibilidad vy
asimilacién, produce desechos que contaminan el agua de los

estanques y ambiente.’-10
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2.3 Produccién de almeja Catarina, Hacha y Camardn

México ocupa el cuarto lugar en la produccién de moluscos
bivalvos en América Latina, entre los estados que producen se
encuentra Baja California Sur, el cual produce la almeja
Catarina Argopecten ventricosus y el Hacha Atrina maura. Las
ultimas cifras reportadas oficialmente de produccidén de Hacha
fueron en el 2010 con més de 150 t de callo, pero durante los
afios de 2004 y 2008 se obtuvo el mayor volumen de captura de
Hacha con 280 t,232¢9 en cuanto a la almeja Catarina el ultimo
reporte oficial fue en 2008 con mas de 1,500 t de callo, vy
alcanzé su maximo en 1990 con mas de 3,000 t.2425 Estas
estadisticas de captura son muy variables en la distribucidén y

abundancia de la especie.?4

Por otra parte, la produccidén de camardn fue de 209,000 t en
2017 de 1los cuales 8,801 t provienen del estado de Baja
California Sur.!? Es importante mencionar que es la segunda
especie mas cultivada en el pais y que posiciond a México en

el séptimo lugar de produccidén mundial.?®

E1l aprovechamiento de estos subproductos podria generar
beneficios importantes al reducir la contaminacidén ambiental,
pues se calcula que todo el desperdicio marino alcanza cifras

de mads de 32 millones de toneladas al afo en todo el mundo.?’



Otra ventaja que puede ser de gran importancia en la economia
de las poblaciones riberefias y en la economia nacional, pues

se le daria un valor agregado para venderse, cuando actualmente

no se les da uso.

Si se elaboran harinas de estos subproductos, pueden ser una
opcidén econdmicamente recomendable en alimentos formulados
para organismos acuadticos en cultivo, ya que ofrecen ventajas
como: a) costos bajos para su obtencién y transformacidén a
harina, b) no son fuente directa de alimento para el hombre,
pueden hidrolizarse para ser utilizados como ingredientes en
los alimentos. Ademéds, la harina de camardén tiene un perfil de
aminoadcidos comparable con la harina de soya o de pescado,
contiene una amplia variedad de estimulantes de alimentacidén o
quimio-atractantes 3% es fuente natural de pigmentos

carotenoides y quitina.l3.28

Algunos de los usos que tienen los subproductos marinos son la
obtencién de Dbiodiesel o biogas, productos dietéticos

(quitosano), productos farmacéuticos (incluidos los aceites),

pigmentos naturales (tras la extraccidn) y cosméticos
(coladgeno) . También se usan en la alimentacidén acuicola,
ganadera, en animales de compafiia, en ensilados %

fertilizantes.?!3
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2.4 Sustituciones de la harina de pescado

Para sustituir la harina de pescado (HP) en la alimentacién de
organismos acudticos, se han evaluado gran cantidad de

ingredientes proteicos de diferente origen (Figura 3).

Figura 3. Ejemplos de ingredientes utilizados para sustituir la harina de
pescado.

Dentro de los ingredientes de origen vegetal, los mas
estudiados son los productos a base de soya, Wang et al.?? en
2015, evalué la harina de soya en el pez gato Ussuri

Pseudobagrus ussuriensis, y no observdé un efecto negativo en
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el crecimiento al sustituir el 40% de harina de pescado, pero
en niveles altos como 60%, si redujo el desarrollo del pez.
Una combinacidén de krill y soya en una proporcidn de 1:2.5 fue
evaluada en 2013 por Sanchez3% en el pargo Lutjanus guttatus
sustituyendo 21, 45 y 71% de HP. El crecimiento no se vio
afectado, aunque en los resultados de los analisis histoldgicos
en todos los niveles de sustitucidén, mostraron inflamacidédn en

el intestino.

Una combinacidén de harina de soya con espirulina fue estudiada
en Tilapia Oreochromis mossambicus 'y Trucha arcoiris
Oncorhynchus mykiss, y aunque se sustituyé® el 100% de HP no
hubo reduccién del crecimiento, ni en los parametros de

respuesta inmune.3!

Utilizando concentrado proteico de soya suplementado con
taurina en alimentos para totoaba Totoaba macdonaldi con 30 vy
60% de sustitucidén de HP, no hubo diferencias con respecto a
un alimento comercial en términos de crecimiento ponderal; la
suplementacién de taurina previno una anemia hipocrdémica, pero

no un proceso inflamatorio.?3?

La harina de algodén se ha estudiado en 1la lubina negra
Centropristis striata con sustituciones de 50, 75 y 100% de
HP, vy no se detectaron diferencias significativas en el

crecimiento de los organismos. Sin embargo, se observd baja



palatabilidad de los alimentos, presumiblemente debida a la

presencia del antinutriente gosipol en la harina de algoddn.?33

También la harina de cafia se ha evaluado en tilapia roja
Oreochromis spp., y se puede incluir hasta un 14% en el alimento

para no afectar los pardmetros productivos.3?

El origen del ingrediente proteico puede ser de organismos
unicelulares, como las levaduras. Por ejemplo se ha estudiado
la térula Candida utilis en tilapia Oreochromis mossambicus,
pudiendo sustituir hasta maximo un 65% de HP en el alimento

para no afectar el crecimiento de los peces.?3?

Se han evaluado complejos microbianos (biofloc) a un nivel de
sustitucién del 37% en alimentos para camardn Litopenaeus
vannamei, y se ha observado que superan al Control en términos

de ganancia de peso.36

También se han utilizado microalgas como la Spirulina maxima
en tilapia Oreochromis mossambicus y se ha observado que al 20

y 40% de sustitucidn de HP, disminuye el crecimiento.?3>

Otro tipo de ingredientes proteicos son los de origen animal
terrestre como la harina de lombriz de tierra Eisenia foetida,
Torres3” en 2012, la evalud en trucha arcoiris Oncorhynchus
mykiss, con sustituciones de 25, 50 y 75% de HP sin afectar el

crecimiento de los peces.



Los ingredientes de origen animal mas wutilizados en 1los
alimentos son los subproductos de rastro, derivados del

procesamiento de carne de aves (carne y hueso, plumas) o carne

y hueso de vacas.

Sealey et al.3® en 2011, evaluaron la sustitucidén total de HP
con concentrado de pollo, mezcla de proteina de subproductos
avicolas y concentrado de pollo y huevo, en alimentos para
trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss, y no detectaron
disminucién en el <crecimiento, ademds observaron mejor
resistencia a la septicemia por Flavobacterium psychrophilum;
en cambio, la sustitucidén del 100% de HP con harinas de
subproductos avicolas en alimentos para totoaba Totoaba
macdonaldi produjo bajo crecimiento e incluso mortandad, debido
a un bajo nivel de &cidos grasos esenciales, por lo que se

sugiere un maximo de sustitucidén de 67%.37

Jamil et al.4% en 2007, evaluaron una mezcla de subproductos de
aves y bovinos en el pargo rojo de mangle Lutjanus
argentimaculatus, donde sustituciones de 50, 75 y  100%
mostraron un rendimiento menor de crecimiento comparadas con
el tratamiento Control, y solo la sustitucién del 23% de HP

fue o6ptima debido a que aumentd el peso de los organismos.

Existen productos y subproductos de origen marino como la

harina de misculo o visceras de Calamar, gque han dado éptimos



resultados como fuentes proteicas; Martinez?l en 1999, sugiere

una sustitucidén maxima de 50% de HP en alimentos para el bagre

Ictalurus punctatus para evitar mortalidad.

Toyes et al.*? en 2016, evaluaron la sustitucidén total de HP
con harina de visceras de Calamar y de Hacha en camardn blanco
Litopenaeus vannamei obteniendo resultados favorables en
cuanto a crecimiento, ingesta de alimento y composicidén de

acidos grasos altos insaturados en musculo.

También Licona‘3 en 2015, evalud la harina de visceras de Hacha
con una sustitucidén del 100% en la alimentacidén del camardn
blanco Litopenaeus vannamel obteniendo resultados superiores

en cuanto a los pardmetros productivos.

Aparte de la harina de Hacha se ha estudiado la harina de
cabezas de camardn café Farfantepenaeus californiensis en la
alimentacién del camardédn Dblanco Litopenaeus vannamei en
cultivo, como sustitutos totales de HP, obteniendo resultados

favorables en cuanto a supervivencia y crecimiento.??

También ha sido evaluada en 2015 por Espinosa,<?® la harina de
cabezas de camardn en la totoaba Totoaba macdonaldi, donde la

sustitucidén de 30% de HP mejord los pardmetros productivos.

Se ha utilizado harina de visceras de almeja Catarina y harina

de cabezas de camardén en la alimentacidédn del camardn blanco
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Litopenaeus vannamei, con una inclusién del 30%, vy 1los
resultados mostraron una alta digestibilidad de proteina que
podria ser considerada para la sustitucidén total de la harina
de pescado.® No se han encontrado trabajos de la harina de

cabeza de camardén azul Litopenaeus stylirotris, en donde

sustituyan HP, especie utilizada para efecto de este trabajo.

En cuanto a estudios nutricionales en especies del género
Seriola, se han evaluado las harinas de concentrado proteico
de soya, calamar y alga desgrasada de Haematococcus pluvialis
en el Jjurel Seriola rivoliana, donde se observd que
sustituciones de 20, 40, 60 y 80% de HP en el alimento no
afectan de manera significativa el crecimiento, ni alteran la

integridad del intestino.?4>

Herrera,4® realizd en 2015 un estudio en Seriola dumerili, con
una sustitucidén del 66% de la HP utilizando una mezcla vegetal
y animal (gluten de trigo, gluten de maiz, krill desengrasado
y harina de carne) no afectdé el crecimiento, pero si tuvo
efecto negativo en la supervivencia y eficiencia alimentaria.
En cambio, Gallardo?*’ en 2015, utilizando las mismas mezclas en
la misma especie, con una sustitucidén del 100%, no tuvo éxito,
debido a wun perfil aminoacidico subdéptimo y una menor
digestibilidad, que provocaron mortalidad elevada a largo

Q

plazo. Sin embargo, al 66% de sustitucidn, se obtuvieron
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resultados o6ptimos en el perfil de aminodcidos, asi como en
crecimiento y supervivencia. También se ha evaluado el uso de
pasta de soya (no modificada genéticamente) en sustituciones
de 40, 50 y 60% en alimentos para el jurel Seriola lalandi,
demostrando un mayor rendimiento de los peces sin ocasionar

enteritis.l?

Las harinas de visceras de almeja Catarina, visceras de Hacha
y cabezas de camardén, han demostrado tener favorablemente una
composicidén quimica que nutre a organismos acuaticos, y si bien
su valor nutricio para camardén vya ha sido evaluado, no se
conoce su valor nutricio como sustitutos parciales de la harina
de pescado en alimentos para peces marinos, y en particular

para el jurel Seriola rivoliana, objeto del presente trabajo.



3 HIPOTESIS

La sustitucidn parcial (25%) de harina de sardina por harinas
de cabezas de camardn, visceras de almeja Catarina y Hacha
repercutird en los pardmetros productivos, hematoldgicos e

histoldédgicos de los juveniles de jurel Seriola rivoliana.



4 OBJETIVO

4.1 General

Determinar el wvalor nutrimental de harinas de subproductos
marinos (cabezas de camardn azul, visceras de almeja Catarina
y visceras de Hacha) como sustitutos parciales de harina de
sardina en alimento de juveniles de jurel Seriola rivoliana

cultivados en condiciones de laboratorio.

4.2 Especificos

1. Determinar el efecto de 1la sustitucidén parcial de
harina de sardina por harinas de subproductos marinos:
cabezas de camardn azul Litopenaeus stylirostris,
visceras de almeja Catarina Argopecten ventricosus y
visceras de Hacha Atrina maura en el alimento, sobre
paradmetros productivos como supervivencia, ganancia de
peso, tasa de crecimiento especifica (TCE), alimento
consumido (AC), factor de conversidén alimenticia (FCA)
y tasa de eficiencia proteica (PER) en juveniles de
jurel Seriola rivoliana cultivados en condiciones de

laboratorio.



2. Conocer el efecto de la sustitucidén parcial de harina
de sardina por harinas de subproductos marinos en el

alimento, sobre Dbiometria hemdtica y bioquimica

sanguinea en jureles Jjuveniles.

3. Conocer el efecto de la sustitucidn parcial de harina
de sardina por harinas de subproductos marinos en el
alimento sobre la histologia del higado e intestino de

jureles juveniles.



5 MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se desarrolld en el laboratorio Humedo de
Nutricidén Acuicola del Centro de Investigaciones Bioldgicas

del Noroeste, S.C. (CIBNOR), La Paz, Baja California Sur.

5.1 Obtencidén de materia prima y procesamiento de

harinas

Las visceras de almeja Catarina Argopecten ventricosus, de
Hacha Atrina maura y cabezas de camardn azul Litopenaeus
stylirostris, se obtuvieron de pescaderias locales en el Puerto
San Carlos y Puerto Cancun en Baja California Sur, México. Las
materias primas obtenidas fueron colocadas en bolsas de
plastico con hielo para transportarlas al CIBNOR, donde fueron

almacenadas en un congelador a -18°C hasta su procesamiento.

Las harinas de subproductos se elaboraron en la Planta de
Alimentos del CIBNOR siguiendo el método descrito en 2016 por
Toyes et al.,?% mismo que consistidé en descongelar las materias
primas a temperatura ambiente durante 12 h. Posteriormente, se
hicieron lotes de 2 kg, y se sumergieron en agua hirviendo
durante 10 minutos dentro de una olla de acero inoxidable con
capacidad de 80 L. Los subproductos cocidos se escurrieron, se

dejaron enfriar a temperatura ambiente, y se trituraron en un
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molino de carne de 3% HP (TOR-REY®, Monterrey, NL, México), para
luego colocarlos (extenderlos) en bandejas de pléstico con
tapetes de silicdn, y secaron a 60°C durante 24 h en un horno
con ventilacién de flujo horizontal (VWR International®, modelo
1680, Cornelius, Oregdn, EUA). Una vez secos los productos, se
triturarén en un molino de café (KRUPS® GX10011, Ecully,
Francia), se tamizaron a 500 pm, y se almacenaron en bolsas de

plastico bajo refrigeraciédn (4°C) hasta su utilizacidn.

5.2 Composicién quimica proximal y de energia

Previamente se determind por triplicado la composicidédn gquimica
proximal y de energia en las harinas de las materias primas
(Cuadro 1) y después en los alimentos ya fabricados (Cuadro
2), siguiendo las metodologias de la AOAC.%® La humedad (método
925.45) se determind en una estufa de secado (Terlab®, Zapopan,
Jalisco, México) a 70°C durante 24 h. La cuantificacidén de
cenizas o minerales (método 942.05), fue por incineracidén de
las muestras en una mufla (Thermolyne 60009, Waltham,
Massachusetts, EUA) a 550°C durante 6 h. El1 andlisis de
proteina cruda se realizd por el método de DUMAS (método
990.03), con un equipo analizador de Nitrdgeno/Proteina (Leco
FP-528®, St. Joseph, Michigan, EUA). La cuantificacidén de

extracto etéreo (método 2003.05) se realizd usando un sistema
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de auto extraccidén (Soxtec AVANTI 2050°, Foss Tecator, Hdganés,
Suiza) usando éter de petrdleo como solvente extractor. Para
determinar la fibra cruda (método 978.10), se realizd una
hidrélisis &cido-basica con &cido sulfirico e hidrdéxido de
sodio en un digestor (Fiber Tec M6 Tecator, Hbganas, Suiza)
equipado con una unidad de extraccidén caliente (modelo 1020,
Foss Tecator, HOgands, Suiza) y una unidad de extraccidn fria
(modelo 1021, Foss Tecator, HOganads, Suiza). Se calculd el
extracto libre de nitrdégeno (ELN) a partir de la diferencia
entre 100% y la suma de las determinaciones de cenizas,
proteina cruda, extracto etéreo y fibra cruda. La determinacidn
de energia bruta se hizo usando un calorimetro adiabatico

(PARR1261®, Moline, Illinois, EUA).



Cuadro 1. Composicidén quimica proximal (g/100g de materia seca, excepto humedad) vy
de energia bruta de las harinas de visceras de almeja Catarina, de Hacha
y cabezas de camardn azul.

Harinas
Composicién Harina Concen- Harina Harina Harina Harina
proximal de trado de trigo de de de
pescado® proteico cabezas visceras visceras
de soya de de de Hacha
camarén almeja
Catarina
Materia 93.94 92.27 88.09 92.35 94.72 90.69
seca 0.7 +1.3 0.9 +1.2 +0.3 +0.9
Proteina 69.93 58.31 12.93 54.34 57.78 51.96
cruda +0.4 +0.8 0.1 +1.1 +1.7 +0.9
Extracto 6.12 1.12 1.06 7.29 14.46 13.81
etéreo 0.3 0.5 +0.4 +1.2 +1.9 +1.4
Fibra 0.22 3.16 0.12 7.54 0.22 1.5
cruda 0.5 2.3 0.5 +0.6 +0.6 +0.5
Conizas 16.17 3.13 0.58 18.65 8.61 7.65
+0.2 +0.3 0.3 +0.9 +0.3 +0.5
BLN 1.5 26.54 73.4 4.53 13.65 17.12
0.1 +1.8 £0.9 +1.9 +2.2 +1.6
Energia 4,421 4,373 3,704 3,991 5,138 4,708
Cal/g +0.1 0.1 0.1 +0.1 +0.1 +0.1

Valores promedios de tres réplicas por tratamiento + desviacidn esténdar. 2 Sardina
Monterey. Extracto libre de nitrédgeno (ELN)= 100%-(%humedad + %$proteina cruda +
$1lipidos +%ceniza + $fibra cruda).

Cuadro 2. Composicidén quimica proximal (g/100g de materia seca) y energia bruta de
los alimentos experimentales elaborados para el biocensayo de crecimiento
con jurel Seriola rivoliana.

Alimentos
Composicién Control Cabezas Visceras Visceras Triple
proximal! camarén Catarina Hacha
. 90.7 94.7 94 .4 94 .7 93.3
Materia seca +0.1 +0.1 +0.2 +0.1 +0.2
) 49.1 48.9 49.1 49.3 50.5
Proteina +0.3 +0.2 +0.2 +0.1 +0.1
) 12.2 12.4 13.6 13.7 12.9
Extracto etereo +0.1 +0.1 +0.2 +0.1 +0.1
. 1.7 2.5 1.3 1.3 2.3
Fibra cruda +0.1 +0.1 +0.2 +0.1 +0.1
. 9.5 10.7 9.3 9.1 10.2
Cenizas +0.1 +0.1 +0.1 +0.1 +0.1
) 18.2 20.2 21.2 21.3 17.4
ELN +0.1 +0.1 +0.2 +0.1 +0.1
B P 1/ 4,609 4,712 4,787 4,833 4,707
nergia (cal/g) +6.3 +7.3 +8.0 2.2 +2.4
Valores promedios de tres réplicas por tratamiento + desviacidn esténdar.
Extracto libre de nitrégeno = 100% - (% proteina cruda + % extracto etéreo + %

fibra cruda + %ceniza).



5.3 Formulacién vy fabricacién de 1los alimentos

experimentales

Los alimentos fueron formulados usando el Programa Nutrion'®
(Chapala, Jalisco, México)“® Dbasédndose en la composicidn
quimica proximal vy energia Dbruta de los ingredientes
experimentales procurando cubrir los requerimientos

nutricionales conocidos del Jjurel.

Los alimentos se elaboraron en la Planta de Alimentos del
CIBNOR siguiendo el método propuesto en 1989 por Civera vy
Guillaume.>® Los macro-ingredientes secos (harina de pescado,
concentrado proteico de soya y harina de trigo) se molieron en
un pulverizador (PULVEX, D.F, México.) vy después fueron
tamizados a través de una malla de 0.5 mm. Paralelamente, los
micro-ingredientes (Adcido alginico, premezclas vitaminicas vy
minerales, fosfato sédico dibéasico, cloruro de colina, vitamina
C y BHT) se mezclaron inicialmente de forma manual en un
recipiente de pléastico, y posteriormente en una mezcladora
vertical con capacidad de 1.5 L (Kitche-Aid, D.F, México.)
durante 5 min, y luego se incorporaron a los macro-
ingredientes. Los ingredientes secos se revolvieron durante 10
min en una mezcladora vertical con capacidad de 20 L (Hobart,
D.F, México.), y al compuesto obtenido se le afiadidé lecitina

de soya liquida y aceite de pescado. Una vez que la lecitina y
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el aceite quedaron homogeneizados, se afiadié agua a la mezcla
(aproximadamente 40% del peso total del alimento) y se revolvid
durante 10 min. La mezcla resultante se pasd dos veces por un
molino de carne de 3 HP (TOR-REY®, Monterrey, NL, México)
equipado con un dado de 3 mm de didmetro y los espaguetis
formados se cortaron con la ayuda de una espatula para obtener
pellets de aproximadamente 1 cm de longitud. Los pellets se
secaron en el horno con ventilacién de flujo horizontal (VWR
International®, modelo 1680, Cornelius, Oregdén, EUA) a 45°C
durante aproximadamente 12 h, hasta que el contenido de humedad
fuera de 8-10%, el cual fue medido en una termobalanza (OHAUS®,
modelo MB120, Parsippany, Nueva Jersey, EUA) y posteriormente

se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Se fabricaron 5 alimentos balanceados experimentales
isocaldéricos e isoproteicos (Cuadro 3): un alimento control
(50% de proteina) que incluia harina de pescado; tres alimentos
conteniendo 12.5% de harina de cabezas de camardn azul,
visceras de almeja Catarina y visceras de Hacha,
respectivamente (sustituyendo el 25% de la harina de pescado),
y un alimento que contenia los tres ingredientes experimentales

al 12.5%.



Cuadro 3. Composicién en ingredientes (g/100g de materia fresca) de los alimentos
experimentales elaborados para el bioensayo de crecimiento con jurel
Seriola rivoliana.

Alimentos
Ingredientes Control g:ﬁ:i:i Zii:ii:: Vi;ﬁ;ifs Triple
Harina Pescado (Ensenada)!? 50.00 37.50 37.50 37.50 21.98
Harina cabeza de camardén azul? - 12.50 - - 12.50
Harina visceras de Catarina? - - 12.50 - 12.50
Harina visceras de Hacha? - - - 12.50 12.50
Harina Integral de Trigo? 11.38 11.38 11.38 11.38 4.65
Concentrado proteico de soya* 23.17 23.17 23.17 23.17 23.11
Aceite de higado de bacalao® 7.86 7.86 7.86 7.86 5.18
Acido alginico® 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Lecitina de soya’ 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Premezcla de vitaminas® 0.70 0.70 0.70 0.70 0.70
Premezcla de minerales?® 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Cloruro de colinal® 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitamina C%* 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Betaina monohidratadal? 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
B-Caroteno'? 0.080 0.080 0.080 0.080 0.080
Antioxidante BHT!3 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005

1Sardina Monterrey entera, Conservera San Carlos, Puerto San Carlos, B.C.S., México.
2Elaboradas en el Laboratorio de Nutricidén Acuicola, CIBNOR. 3Central de Abastos de
La Paz, B.C.S., México. *Promotora Industrial Acuasistemas, S.A. de C.V. La Paz,
B.C.S., México. °Drogueria cosmopolita, S.A. de C.V. México, D.F., México. ®Sigma-
Aldrich 180947-05031-1, St. Louis, MO, EUA. 'Restaurant vegetariano Rey Sol, La Paz,
B.C.S., México. 8Premezcla de vitaminas (mg o UI/kg alimento): Acetato de vitamina
A, 15000 UIl; D3, 7500 UI; E, 400 mg; Ks, 20 mg; Tiamina monohidrato, 150 mg;
riboflavina, 100 mg; piridoxina HC1l, 50 mg; &cido pantoténico, 100 mg; niacina, 300
mg; biotina, 1 mg; inositol, 500 mg; &cido fdélico, 20 mg; cianocobalamina, 0.1 mg.
Premezcla de minerales (g/kg alimento): MgSO4-7H20, 0.5; znS04-7H,0, 0.09; KC1l, 0.5;
MnCl,-4H,0, 0.0234; CuCl,-2H,0, 0.005; KI, 0.5; CoCl;-6H;0, 0.0025. 1962% agente
activo, ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH, EUA. !'Stay-C, 35% agente activo, ROCHE,
D. F., México.!'”’Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA. !*Butil-hidroxi-tolueno, ICN
Biomedicals Inc., Aurora, OH. EUA.

5.4 Sistema experimental

Se utilizaron 15 estanques redondos de fibra de wvidrio con
capacidad de 600 L c¢/u, abastecidos de agua de mar depurada a
través de filtros de arena (70 pm), de cartucho (10 y 5 pm) vy

luz ultravioleta. Cada estanque estaba equipado con 2 piedras
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difusoras de aire, alimentadas por un soplador de 5 HP, dos
calentadores sumergibles de 250 W y malla tipo mosquitero para
evitar la fuga de organismos. Durante todo el experimento se
mantuvo flujo de agua continuo (5 L/min) y un fotoperiodo de
12 h luz: 12 h oscuridad (fotofase 6:00-18:00 h) el cual se
mantuvo, por medio de tubos de nedn de 28 W, para una intensidad

de ~490 Lux en la superficie del agua de los estanques.

5.5 Disefio experimental
5.5.1 Organismos

Se utilizaron 150 Jjuveniles de Jjurel Seriola rivoliana
producidos en el CIBNOR. Los huevos fertilizados se obtuvieron
mediante el desove espontdneo de esta especie mantenida bajo
condiciones controladas en las instalaciones de la empresa

Kampachi Farms, en el campus La Paz del CIBNOR.

Los juveniles con peso promedio inicial de 48 + 0.6 g fueron
distribuidos al azar en 15 estanques a una densidad de siembra

de 10 peces/estanque.



5.5.2 Bioensayo de crecimiento

Se realizé un bioensayo de crecimiento para evaluar por
triplicado (3 estanques/tratamiento) los cinco alimentos

experimentales descritos anteriormente.

La alimentacién de los organismos se realizd tres veces al dia
(08:00, 12:30 y 15:30 h) empleando la técnica de boleo a

saciedad aparente.

El Dbioensayo de crecimiento tuvo una duracién de 60 dias,
durante los cuales, diariamente se sifonedé la materia orgénica
del fondo de los estanques y se determinaron, dos veces al dia
(08:00 y 16:00 h), las variables fisicoquimicas de la calidad
de agua como oxigeno disuelto (5.3 * 1.98 mg/L), temperatura
(29.1 £ 1.0 °C) y salinidad (36.0 * 0.5 g/L), utilizando un
medidor multiparamétrico marca YSI modelo 556 MPS (Yellow

Springs, Ohio, EUA).

La 1ingesta de alimento y mortalidad de peces se registrd
diariamente y se realizdé morfometrias quincenalmente para
evaluar el crecimiento. Para ello, previamente se anestesiaban
los peces con aceite de clavo a dosis de 0.03 mL/L de agua de
mar, y posteriormente se eliminaba el exceso de humedad por
medio de toallas (Scott® Shop Towels, Roswell, Georgia, EUA).

Los peces se pesaban en una balanza analitica con precisidén de



0.1 g (OHAUS Scout® Pro600, Parsippany, Nueva Jersey, EUA) vy

se media la longitud total con un ictidémetro (Pentair Aquatic

Eco-Systems™, Inc. Apopka, Floria, EUA).

5.6 Parametros productivos

Se determinaron pardmetros productivos como supervivencia,
ganancia de peso, tasa de crecimiento especifica, alimento
consumido, factor de conversidén alimenticia, tasa de eficiencia
proteica y factor de condicidén, mismos que se calcularon usando

las siguientes fdérmulas:

Supervivencia (%)

numero final de peces
S=— — x100
numero 1nicilal de peces

Ganancia de peso:

GP =peso promedio final (g) - peso promedio inicial (g)

Tasa de crecimiento especifica (%/dia):

1n peso final - 1ln peso inicial (qg)
TCE = P /(g) ? El x100
Numero de dias

Alimento Consumido:

Ac Total de alimento consumido (g)/Numero de peces

Numero de dias



Factor de conversidn alimenticia:

FCA= alimento consumido (g)/peso ganado (g)

Tasa de eficiencia proteica:

EP = incremento en peso (g)/proteina consumida (qg)

Factor de condicidén (al iniciar y finalizar el experimento)

Peso total del cuerpo (g)

FC x100

:(Longitud total del cuerpo (cm))?

5.7 Analisis hematolégicos

5.7.1 Bioquimica sanguinea

Al finalizar el biocensayo se dejdé a todos los organismos en
ayuno durante 24 h, y se utilizaron dos peces de cada estanque
(6/tratamiento) para realizar un muestreo de sangre mediante
puncién cardiaca para colectar 1 ml de sangre, utilizando
jeringas de insulina sin anticoagulante (BD Plastipack®,
Cuautitlén Izcalli, Estado de México, México). Cada muestra se
divididé en dos, colocando 0.5 ml en un tubo de recoleccidn con
gel separador sin anticoagulante (BD Vacutainer®, Cuautitlén
Izcalli, Estado de México, México), y se centrifugd por 10 min
a 2,500 rpm para separar plasma del suero. El suero se almacend

a 4°C para anédlisis de proteina total, glucosa, colesterol,
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triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (LMBD), 1los
cuales se realizaron en un laboratorio de anédlisis clinicos
utilizando un sistema analitico Selectra ProS 176
(ELITechGroup, Logan, Utah, EUA.), el cual trabaja mediante
espectrofotometria automatizada. La otra mitad de la sangre

extraida fue utilizada para realizar biometria hemética.

5.7.2 Biometria hematica

Se utilizaron 0.5 ml de sangre y se colocaron en tubos Eppendorf
con K2 EDTA (BD Microtainer, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EUA)
para evitar la coagulacidén. En un laboratorio de anédlisis
clinicos midieron eritrocitos, hematocrito, hemoglobina,
volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media
(HCM), concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM),
recuento de plaquetas, volumen plaquetario medio (VPM) ,
plaquetocrito y la anchura de distribucidén de plaquetas (ADP),
mediante un analizador de hematologia COULTER® AC e« T 5diff
(Beckman Coulter Inc., Carlsberg, California, EUA), que trabaja

por citoquimica de absorbancia y volumen.



5.7.3 Cuantificacién de leucocitos

Para hacer un conteo diferencial de leucocitos se realizaron
frotis sanguineos mediante la técnica de cufia. Esta técnica
requiere el uso de dos portaobjetos limpios con bordes
biselados: uno como soporte del frotis de sangre y el otro como
portaobjetos extensor. En un extremo del portaobjetos se coloca
una gota de sangre sin coagular y se debe sostener con firmeza
el portaobjetos extensor frente a la gota de sangre en un
angulo de 45° grados sobre el portaobjetos en el que se va a
realizar el frotis; el extensor se desliza hacia atréas, en
contacto con la gota, manteniendo esa posicidén hasta que la
sangre se esparce por capilaridad en toda la superficie de
contacto entre los portaobjetos. Es entonces cuando, el
extensor se desliza con rapidez y suavidad hasta el extremo

libre del portaobjetos.>!

Se tifieron los frotis con la tincidén de Wright (Anexo 1l). Se
observaron en el microscopio con un objetivo de inmersién
(100x). Se prosiguid a realizar un conteo diferencial de 100
células de la linea Dblanca por cada frotis, en diferentes
campos haciendo un recorrido vertical en zig-zag. Conforme a
sus caracteristicas morfoldbgicas se identificarédn

heter6filos, linfocitos y monocitos, ademéds de trombocitos,



los cuales se contaron solo en 5 campos empleando la siguiente

férmula:s?

Trombocitos 10%/L=(no. total de trombocitos/5 campos)x3.5

Donde 3.5 corresponde a 3'500,000 de eritrocitos promedio por

nl.s2

5.8 Analisis histolégicos

Después de colectar las muestras de sangre, se prosiguid a
eutanasiar a los peces por medio del método de percusidn, en
base al cdédigo sanitario para los animales acuaticos de la
Organizacidédn Mundial de Sanidad Animal.>3 Posteriormente, sobre
un bloque de hielo, se hicieron disecciones de higado e
intestino (2 pez/estanque; 6/tratamiento), se colocaron las
muestras dentro de cassettes de plastico con su respectiva
etiqueta, y se sumergieron en solucidén Davidson, manteniendo

una relacién de fijador-muestra 3:1 (Anexo 2).

Los tejidos histoldgicos se llevaron al Laboratorio de
Histologia e Histoquimica del Centro de Investigaciones
Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR), donde se les realizd
la técnica de inclusién en parafina (Anexo 3), utilizando un

sistema de inclusidén de parafina (Histo embedder Leica,



Heidelberger, Nussloch, Alemania) creando un bloque por cada

tejido de higado e intestino, obteniendo en total 60 bloques.

Una vez concluida la inclusidén, se hicieron en total 90 cortes
histoldégicos (un corte por cada tejido de higado y dos cortes
por cada tejido de intestino, por cada pez) con la ayuda de un
micrdétomo de rotacidén a 4 pm (Leica RM 2155, Heidelberger,
Nussloch, Alemania) y las muestras se colocaron en
portaobjetos. Posteriormente, se aplicaron dos diferentes
técnicas de tincidén. La primera fue la tincidén de hematoxilina
eosina de Harris (Anexo 4) en 30 cortes de higado y 30 cortes
de intestino por pez, para evaluar la cantidad de lipidos y la
altura de los enterocitos respectivamente y la segunda fue la
tincidén de azul alciano-Schiff (Anexo 5) en los 30 cortes
restantes de intestino por pez. Este Ultimo método de tincidn
tifle de color magenta los mucopolisacédridos neutros y de color
azul los mucopolisacaridos &cidos.

Las tinciones se hicieron utilizando un tefiidor automético
(Leica ST5020, Heidelberger, Nussloch, Alemania). Después de
tefiir todas las laminillas se montaron con un cubreobjetos con

resina sintética.

A las 90 1laminillas se les observd sus caracteristicas
histoldédgicas en un microscopio compuesto (Olympus BX41, Miami,

Florida, EUA), con el objetivo de 40x y se tomaron 5 fotos



distribuidas al azar a lo largo del tejido por cada laminilla,

con una céamara digital acoplada (CoolSNAP-Pro, Silver Spring,

Maryland, EUA).

5.8.1 Cuantificacién de lipidos en higado

Para evaluar la cantidad de lipidos presentes en el higado, se
evalué un total de 150 imagenes (30 imAgenes por cada
tratamiento), con el objetivo de 40x y con ayuda del software
analizador de imé&genes digitales Image-Pro Plus®®? (v.6.0,
Rockville, Maryland, EUA) el cual mide el &area de cobertura en
pixeles por um?, se calculd el area de cobertura de lipidos en

el tejido (Figura 4).
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Figura 4. Lipidos en higado evaluados con el software Image-Pro Plus utilizando
corte histoldégicos de higado de juveniles de jurel Seriola rivoliana,
después de 60 dias de consumir alimentos con harinas de subproductos

marinos.

Para calcular el indice de lipidos en higado se empled 1la

siguiente foérmula:

Area de cobertura de gotas lipidicas
IEH = - : x100
Area total de imagen de 40x

Donde el &rea total de imagen con aumento 40x es 71,552.4 pm?



5.8.2 Cuantificacidén de mucinas acidas y neutras en

intestino

Para evaluar la cantidad de mucinas &cidas y neutras presentes
en el intestino, se evalud un total de 150 imadgenes (30 imégenes
por cada tratamiento), con el objetivo de 40x, y con ayuda del
software Image-Pro Plus®* (v.6.0, Rockville, Maryland, EUA) se
calculé el area de cobertura en pixeles por um? de mucinas

dcidas y neutras en el tejido de intestino (Figura 5).
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Figura 5. Mucinas &acidas (indicadas en rojo) y neutras (indicadas en amarillo), en
intestino, evaluadas en el software Image-Pro Plus, utilizando cortes
histoldégicos de intestino de Jjuveniles de Jjurel Seriola rivoliana,
después de 60 dias de consumir alimentos con harinas de subproductos
marinos.



Para calcular el indice de mucinas &acidas y neutras se empled

la siguiente férmula:

Area de cobertura de mucinas &acidas
IMA = . - x100
Area total de imagen 40x

Area de cobertura de mucinas neutras
IMN = - - x100
Area total de imagen 40x

Donde el &4rea total de imagen con aumento de 40x es 71,552.4

pm?

5.8.3 Medicidén de enterocitos

Para evaluar la longitud de los enterocitos en el intestino,
se evalud 150 imagenes (30 imadgenes por cada tratamiento) con
un total de 4,500 mediciones de enterocitos (30 mediciones por
cada 1imagen), con ayuda del software SigmaScan-Prob5®°> (San
José, California, EUA), que mide la longitud en micras lineales

que tiene cada enterocito (Figura 6).
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Figura 6. Altura de enterocitos en intestino evaluadas en el software SigmaScan-
Pro5, utilizando cortes histoldgicos de intestino de juveniles de jurel
Seriola rivoliana, después de 60 dias de consumir alimentos con harinas
de subproductos marinos.

5.9 Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos de los datos se realizaron en el
software STATISTICA® 8.0°¢ (Stat Soft, Inc., Tulsa, Oklahoma,
EUA.). Las series de datos se analizaron para verificar
normalidad mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov vy
homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene. Se realizd
un anédlisis de varianza de una via (ANOVA), con el fin de
determinar si existian diferencias significativas entre
tratamientos y se empled una prueba de comparacidén multiple de

medias (Tukey) para determinar los grupos homogéneos. Los datos
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que no cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad,
se les aplicd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Las
variables expresadas en porcentaje como supervivencia, tasa de
crecimiento especifica (TCE), hematocrito, concentraciones de
plaquetas (CP), anchura de distribucién de plaquetas (PDW),
indice de lipidos en higado, mucinas acidas y neutras, fueron
transformados al arco-seno antes de efectuar las pruebas
estadisticas. Para todas las pruebas, el valor de significancia

se establecid en P<0.05.



6 RESULTADOS

6.1 Composicidén quimica proximal y de energia
6.1.1 Composicién quimica proximal y de energia de

las harinas de subproductos marinos

El contenido de proteina mas alto fue el de la harina de pescado
(69.93%) y el mads bajo el de la harina de subproductos de Hacha
(51.96%) . El extracto etéreo fue alto en la harina de Catarina
(14.46%) y bajo en Hacha (13.81%). El contenido de fibra cruda
fue mayor en la harina de cabezas de camardn (7.54%), mientras
que en las harinas de subproductos no superaron 2%. El mayor
contenido de cenizas se encontré en la harina de cabezas de
camarén (18.65%), y el menor en la harina de visceras de Hacha
(7.65%). El1 extracto 1libre de nitrdégeno de la harina de
visceras de Hacha fue el mayor (17.12%), mientras que el de la

harina de cabezas de camardén fue el menor (4.53%).

6.1.2 Composicién quimica proximal y de energia de
los alimentos

Los alimentos que se elaboraron presentaron un contenido
proteico muy similar de 48.9 a 50.5%. De igual forma en el

contenido de energia tuvieron valores muy similares de 4,609 a



4,833 cal/g. El1 contenido de extracto etéreo fue similar entre

los alimentos, con valores de 12.2 a 13.7%.

6.2 Parametros productivos

En el Cuadro 4 se muestran los resultados productivos a los 60
dias de experimentacidén. La supervivencia de los juveniles de
jurel con los diferentes tratamientos fue de 97-100%, a
excepcién de los peces del tratamiento Catarina gque tuvo una
supervivencia promedio de 90%. Sin embargo, no se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos. Los
alimentos con Camardén y Hacha hicieron gque incrementara de
manera significativa el crecimiento de los jureles con respecto
a los demads tratamientos, obteniéndose 1los mayores pesos
promedio (328.9 g y 365.1 g), asi como longitud total final
(26.7 cm y 28.3 cm), mayores ganancias en peso (4.7 gy 5.3 qg)
y tasas de crecimiento especifico (3.2% /d y 3.4% /d)
respectivamente, mientras que los alimentos Catarina y Triple
produjeron los menores pesos, alcanzando solo 95.2 g vy 117.1
g, asi como la longitud total final (18.9 cm y 21 cm), menores
ganancias en peso (0.8 g y 1.2 g) y tasas de crecimiento

especifico (1.1% /d y 1.5% /d).

El consumo de alimento fue significativamente mayor con 1los

alimentos Camarén y Hacha (6.8 y 7.0 g/pez/dia) que con el
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Control 5.1 g/pez/dia) y los alimentos Catarina y Triple (1.6
vy 2.0 g/pez/dia). E1 factor de conversidén alimenticia fue mayor
en los peces alimentados con Catarina (2.1), seguido por Triple
(1.8), después Camardédn (1.5), Control (1.4) y Hacha (1.3). Los
FCA de los tratamientos Catarina y Triple no difirieron
significativamente entre si, mientras que el de Catarina fue
significativamente mayor al de Hacha, Camardédn y Control, sin

que estos ultimos difirieran del Triple.

Las tasas de eficiencia proteica en los peces alimentados con
los tratamientos Hacha (1.5), Control (1.4) y Camardédn (1.4),
fueron significativamente mayores a los de los tratamientos
Triple (1.1) y Catarina (1.0), que no difirieron entre si.
También con el factor de condicidén final en los peces
alimentados con los tratamientos Control (1.82%), Camardn
(1.76%) y Hacha (1.65%) fueron significativamente mayores a
Catarina y Triple pero no fueron significativamente diferentes
al factor de condicidén inicial (1.58%), pero si lo fueron para

Catarina (1.26%) y Triple (1.25%).



Cuadro 4. Parédmetros productivos y de utilizacidén del alimento de juveniles de
jurel Seriola rivoliana, después de 60 dias de consumir alimentos con
harinas de subproductos marinos.

Parametros Alimentos
zootécnicos Control Camarén Catarina Hacha Triple
PT (q) 48.12 48 .22 47 .82 48 .22 48.12
+0.9 0.6 0.6 +0.7 +0.5
PF (q) 258.9p 328.92 95.2¢ 365.12 117.1¢
+13.9 +18.5 +5.2 +29.8 +5.0
14 .22 14.22 14.1» 14.2a 14.22
LTI (cm) +0.1 +0.1 +0.1 +0.1 +0.1
24 .7v 26.72 18.9d 28.32 21.0¢
LTF {(cm) +0.4 +0.4 +1.3 +0.7 +0.3
5(2) 100.02 96.72 90.02 100.0¢2 100.02
+0.0 +5.8 +17.3 +0.0 +0.0
. 3.5p 4,72 0.8¢ 5.32 1.2¢
GP(g/dia) +0.23 +0.32 +0.08 +0.51 +0.08
o/ q¢ 2.8b 3.22 1.1d 3.42 1.5¢
TCE (3/dia) £0.10 £0.11 £0.07 £0.16 £0.07
. 5.1k 6.82 1.6¢ 7.02 2.0¢c
AC(g/pez/dia) +0.13 +0.47 +0.14 +0.47 +0.09
FCA 1.4b 1.5b 2.1a 1.3b 1.8ab
+0.06 +0.04 +0.39 +0.04 +0.06
_— 1.4» 1.4» 1.0%° 1.5a 1.1b
+0.06 +0.04 +0.17 +0.04 +0.04
FOT 1.672 1.692 1.692 1.672 1.682
+0.01 +0.01 +0.01 +0.01 +0.01
FCF 1.722 1.732 1.41> 1.61a 1.26"°
+0.17 +0.16 +0.11 +0.14 +0.13
Valores promedio de tres réplicas por tratamiento * desviacidn estandar.
Medias con diferentes superindices entre columnas indican diferencias

significativas (P<0.05).

PI, peso inicial; PF, peso final; LTI, longitud total inicial; LTF, longitud total
final; S, supervivencia; GP, ganancia de peso; TCE, tasa de crecimiento especifica;
AC, alimento consumido; FCA, factor de conversidén alimenticia; EP, tasa de
eficiencia proteica; FCI, factor de condicidén inicial; FCF, factor de condiciébn
final.

En la Figura 7 se muestran las curvas de crecimiento de los
jureles durante los 60 dias del bioensayo; en ella se puede
observar que en los primeros 15 dias el peso promedio era
similar entre todos los tratamientos, y a partir del dia 30
los peces alimentados con Catarina y Triple dejaron de crecer,
mientras que los demds siguieron creciendo hasta el final del

biocensayo. Los peces alimentados con Camardédn y Hacha fueron



los més grandes, seguidos de los peces Control y, por ultimo,

los peces alimentados con Catarina y Triple, gque tuvieron pesos

significativamente mads bajos que los peces Control.
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Figura 7. Crecimiento de Jjuveniles de Jjurel Seriola rivoliana
durante 60 dias de consumir el alimento Control y los
alimentos con harinas de subproductos marinos.

6.3 Parametros bioquimicos

Los parametros biogquimicos en sangre se muestran en el Cuadro
5. La glucosa, no tuvo diferencias entre los tratamientos, en
cambio con el colesterol, fue mayor en los peces alimentados
con Hacha y Camardén (305 y 298 mg/dL respectivamente) y fueron
menores en los peces alimentados con Catarina y Triple (110 y
160 mg/dL respectivamente). Los triglicéridos fueron més altos

en los peces alimentados con Camardén (174 mg/dL) seguidos por
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Control (119 mg/dL) y Hacha (93 mg/dL), los peces alimentados
con Catarina (62 mg/dL) y Triple (58 mg/dL) fueron los més
bajos. La proteina total en los peces alimentados con Control
y Hacha (5 g/dL) fueron los mds altos, seguidos por Camardn
(4.5 g/dL) y Catarina (3.4 g/dL), y el mds bajo fue el Triple
3.2 g/dL). Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) en
los peces alimentados con Camardén (35.9 mg/dL) fueron las més
altas, después de Control (28.8 mg/dL) y los mads bajos fueron
en los peces alimentados con Hacha (18.4 mg/dL), Catarina (15.0

mg/dL) y Triple (14.0 mg/dL)

Cuadro 5. Pardmetros biogquimicos en plasma sanguineo de juveniles de jurel Seriola
rivoliana, después de 60 dias de consumir alimentos con harinas de
subproductos marinos.

Parametros Alimentos
bioquimicos Control Camardn Catarina Hacha Triple
Glucosa 154.22 145.42 121.02 138.0= 97.22
(mg/dL) +44.1 +81.6 +25.3 +23.9 +12.1
Colesterol 262.08eb 298.22 110.0%° 305. 4= 160.0"°
(mg/dL) +22.4 +28.5 +34.3 +40.6 +34.2
Trig. 119.49b 173.62 61.5p 92.8ab 58.1bp
(mg/dL) +29.9 +48.8 +27.7 +27.3 +43.1
PT 4 ,.98a 4 ,53ab 3.37kc 4,982 3.17¢
(g/dL) +0.29 +1.02 +0.69 +0.48 +0.36
VLDL 28.8b0 35.09a 15.0°b 18.4bp 14.0°k
(mg/dL) +9.8a +23.4 +14.0 +5.3 +7.4
Valores promedio de tres réplicas por tratamiento * desviacidédn estandar.
Medias con diferentes superindices entre columnas indican diferencias
significativas (P<0.05).
Triglicéridos (Trig.), Proteinas totales (PT), Lipoproteinas de muy baja densidad

(VLDL) .
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6.4 Parametros hematolégicos

Los parametros hematoldégicos se muestran en el Cuadro 6. Los
peces que fueron alimentados con Camardén, Hacha y Control
tuvieron un hematocrito mayor (mas del 60%) en cambio los peces
alimentados con Catarina o Triple tuvieron un 53 vy 54%
respectivamente. La hemoglobina fue més alta en los peces
alimentados con Hacha (14.6 g/dL) y la més baja fue con los de
Catarina (12.4 g/dL), los deméds tratamientos tuvieron valores
similares. En cambio, con la hemoglobina corpuscular media,
fue mayor en los peces alimentados con Triple (36.1 pg) seguida
por Hacha (35.5 pg), Camardn (35.3 pg) y Control (34.6 pg) vy
significativamente menor en Catarina (34.4 pg). El recuento de
plaquetas fue mayor en los peces alimentados con Camardédn (21.83
x 103/uL) y el més bajo fue con Catarina (8.7 x103/uL), 1los
demds tuvieron valores similares. Con el resto de 1los

paradmetros hematoldgicos no hubo diferencias significativas.



Cuadro 6. Pardmetros hematoldégicos de juveniles de jurel Seriola rivoliana, después
de 60 dias de consumir alimentos con harinas de subproductos marinos.

Parametros Alimentos
hematolégicos Control Camarén Catarina Hacha Triple
Eritrocitos 4.062 4.08a 3.612 4,112 3.75a
(x106/uL) +0.28 +0.52 +0.30 +0.23 +0.23
Hematocrito 60.72 60.92 53.4b 60.82 54, 4b
(%) +5.0 +5.1 +4.4 +4.0 +5.5
Hemoglobina 14.05a 14.39ab 12.40° 14.622 13.528abp
(g/dL) £1.13 +1.81 +1.05 +0.79 +0.62
149.82 146.42 148.12 148.02 145.02
VEM (£L) +8.1 +14.0 +4.7 +11.3 +12.3
34 .62 35.3@b 34.45 35.53@b 36.1a
HCM (pg) +0.7 +1.5 +0.6 +0.9 +1.0
CHCM 23.2a 24 . 3a 23.2a 24 .1a 25.0a2
(g/dL) +1.4 +1.9 +0.7 +1.6 +2.4
RP 12.28b 21.832 8.7p 19.082b 12.08@b
(x103/uL) +5.11 +13.5 +2.66 +14.2 +9.4
6.832 7.742 6.99a 6.322 7.722
VPM (L) +3.44 +0.68 +3.47 +3.13 +0.38
CP (%) 0.01= 0.02a 0.01= 0.01a 0.01a
+0.006 +0.010 +0.004 +0.008 +0.004
PDW (%) 17.9a 19.2a 18.0a 15.8a 18.5=
+10.1 +4.43 +9.26 +8.46 +3.38

Valores promedio de tres réplicas por tratamiento * desviacidén estandar.

Medias con diferentes superindices entre columnas indican diferencias
significativas (P<0.05).

volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM), concentraciédn
de hemoglobina corpuscular media (CHCM), recuento de plaquetas (RP), volumen
plaquetario medio (VPM), concentraciones de plaquetas (CP) vy 1la anchura de
distribucién de plaquetas (PDW) .

6.5 Leucocitos

Los leucocitos que se identificaron se encuentran en el Cuadro
7 y en la Figura 8. Los peces que fueron alimentados con el
alimento Control presentaron mas heterdfilos (50 x109/L), al
contrario que el alimento Catarina donde significativamente
presentaron menos (18.7 x10°/L), los deméas tratamientos
tuvieron valores similares. Con los linfocitos los peces que
presentaron significativamente altos wvalores fueron los que

consumieron el alimento Catarina (76.7 x10°/L), mientras que,



los peces que se alimentaron <con el alimento Control

presentaron los valores més bajos (44.7 x10°/L). Con 1los

monocitos y trombocitos no hubo diferencias significativas.

Cuadro 7. Diferentes leucocitos de Jjuveniles de jurel Seriola rivoliana, después
de 60 dias de consumir alimentos con harinas de subproductos marinos.

Células Alimentos
linea . . .
Control Camardn Catarina Hacha Triple
blanca
Heterdéfilos
50£18.02 46£17.73> 18.7+£14.2° 36.74£18.73p 33.3+14.5%b
(x10°/L)
Linfocitos 4 7117.8a 49.3:18.9% 76.7415.1b 56416.0%  66+14.5%
(x10°/L)
Monocitos
+ a + a + a + a + a
(x10°/T) 5.3+8.3 4.7x7.3 4.7+£3.9 4.7+8.2 0.7£1.6
Trombocitos , 3.5 4a 4.343.92 2.241.6° 3.542.22 2.942.9a
(x10°/T) .3%2. .313. 211, .51t2. .9£2.
Valores promedio de tres réplicas por tratamiento + desviacidén esténdar.
Medias con diferentes superindices entre columnas indican diferencias

significativas (P<0.05).
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6.6 Parametros histolégicos

6.6.1 Lipidos en higado

Se puede observar en la Figura 9 los promedios del indice de
los lipidos en higado, en donde los peces alimentados con
Camardén y Control tuvieron un indice mayor (35.8% £28.76 vy
34.3% +£18.98 respectivamente) seguido por Hacha (23.8% +5.8) vy
significativamente menor en Triple y Catarina (8.7% 5.9 y 8.4%
+5.8 respectivamente). En la Figura 10 se puede observar las

vacuolas lipidicas en el higado con los diferentes alimentos.
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Figura 9. Indice de lipidos en higado en juveniles de jurel Seriola
rivoliana, después de 60 dias de consumir alimentos con
harinas de subproductos marinos. Letras diferentes sobre
barras indican diferencias significativas (P<0.05).



Figura 10. Lipidos en higado. Cortes histoldégicos de higado en juveniles de jurel
Seriola rivoliana, después de 60 dias de consumir alimentos con harinas
de subproductos marinos; Control (a), Camardn (b). Catarina (c), Hacha
(d) vy Triple (e). Las flechas indican las vacuolas lipidicas presentes
en el tejido. (Hematoxilina y eosina 40x).




6.6.2 Mucinas en intestino

6.6.2.1 Mucinas acidas en intestino

En la Figura 11 se pueden observar los promedios de los indices
de mucinas &cidas en el intestino, en donde los peces
alimentados con Control (3.2% +2.0) presentaron
significativamente mayor cantidad de mucinas acidas, después
de Camardédn (2.1% £1.4), y Hacha (1.5% £0.9), sin embargo, en
Catarina y Triple fueron significativamente menores (1.1% £0.7

y 1.0% 0.8 respectivamente).
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Figura 11. Indice de mucinas &cidas en intestino de juveniles de jurel
Seriola rivoliana, después de 60 dias de consumir alimentos
con harinas de subproductos marinos. Letras diferentes sobre
barras indican diferencias significativas (P<0.05).



6.6.2.2 Mucinas neutras en intestino

En la Figura 12 se observan los promedios de los indices de
mucinas neutras en el intestino, en donde los peces alimentados
con Camardn (5.7% +1.6) fueron los que  presentaron
significativamente mayor cantidad de mucinas neutras en el

intestino que los demés, seguidos por Control (5.5% £2.0),

Hacha (4.2% +£1.1), Triple (4.0% £1.6) y Catarina (3.7% x£1.3).
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Figura 12. Indice de mucinas neutras en intestino de juveniles de jurel
Seriola rivoliana, después de 60 dias de consumir alimentos
con harinas de subproductos marinos. Letras diferentes sobre
barras indican diferencias significativas (P<0.05).

En la Figura 13 se pueden observar las mucinas &cidas y neutras
del intestino de los jureles Seriola rivoliana después de 60

dias de consumir alimentos con harinas de subproductos marinos.



Figura 13. Mucinas en intestino. Cortes histoldégicos de intestino de juveniles de
jurel Seriola rivoliana, después de 60 dias de consumir alimentos con
harinas de subproductos marinos. Control (1), Camardn (2), Catarina (3),
Hacha (4) y Triple (5). Las flechas indican las mucinas &acidas (a) de
color azul y neutras (n) de color magenta. (Azul alciano-Schiff, 40x).



6.6.3 Altura del enterocito

La Figura 14 muestra los promedios de la altura del enterocito
y se puede observar como los peces alimentados con Hacha fueron
los que presentaron mayor altura del enterocito (13.4 pum +1.0),
después de Control vy Camardédn (12.1 1.7 y 11.6 £1.0 pum
respectivamente), luego Triple (10.4 1.5 pm) y por uUltimo
Catarina (9.3 1.2 pm). En la Figura 15 se pueden observar la
altura de los enterocitos de los Jjuveniles de jurel Seriola
rivoliana después de 60 dias de consumir alimentos con harinas

de subproductos marinos.
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Figura 14. Altura de enterocito en juveniles de jurel Seriola rivoliana,
después de 60 dias de consumir alimentos con harinas de
subproductos marinos. Letras diferentes sobre barras indican
diferencias significativas (P<0.05).



Figura 15. Efecto de la sustitucidén de harina de pescado por harinas de subproductos
marinos, después de 60 dias en juveniles de Jjurel Seriola rivoliana en
la altura de los enterocitos. Control (a), Camardédn (b), Catarina (c),
Hacha (d) y Triple (e). Las flechas indican la altura del enterocito.
(Hematoxilina y eosina, 40x).



~ g~
7 DISCUSION

7.1 Sustitucidén parcial de harina de pescado por

harinas de subproductos marinos.

Toyes et al. en el 20164 y Licona en el 201543 trabajaron con
harina de Hacha en camarén blanco Litopenaeus vannamei,
Espinosa en el 201528 utiliz6 harina de cabezas de camardn en
la totoaba Totoaba macdonaldi y Terrazas en el 20108 utilizd
también harina de cabezas de camardén y harina de visceras de
Catarina en camardn blanco, en todos los trabajos se obtuvieron
resultados altos en los parametros productivos sugiriendo una
opcidén para la sustitucidén de la HP, sin embargo solo se
probaron éstas harinas en camardédn blanco y en totoaba, nunca

en el jurel Seriola rivoliana.

En el presente trabajo se encontrd que utilizar subproductos
marinos como cabezas de camardén y visceras de Hacha son una
alternativa nutricional viable para sustituir la harina de
sardina al 25% en los alimentos para Jjuveniles del jurel

Seriola rivoliana.

7.2 Parametros productivos.

Las harinas de subproductos marinos (cabezas de camardn vy

visceras de Hacha) mostraron gque son una opcidn para sustituir
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la harina de sardina al 25% en los alimentos del Jjurel, pues
no se detectaron efectos negativos en los parametros
productivos, incluso la longitud y el factor de condicidn
muestran el crecimiento y el estado nutricional y por ello su
condicién, bienestar o estado de salud del pez, pues a mayor
peso y longitud, supone un mejor estado de salud.>’%8 Con
excepcidén de los peces de los tratamientos Catarina y Triple,
se obtuvieron tasas de crecimiento muy elevadas, lo que pone
en evidencia que el jurel Seriola rivoliana es una especie con
gran potencial para la acuicultura de nuestro pails, aunque
siempre perfectibles, las harinas de cabezas de camardén vy
visceras de Hacha fueron adecuadas para el crecimiento y salud

de la especie.

Hasta donde se sabe, el presente estudio es el primero donde
se reporta el uso de la harina de visceras de Hacha en la
alimentacidén de peces carnivoros como jurel, y los resultados
fueron favorables, similares a los trabajos hechos en camarédn,
donde la supervivencia y crecimiento no se ven afectados, e
incluso mejora el crecimiento con respecto a un alimento

Control con harina de pescado.8:43.44

Sin embargo, con el alimento de visceras de almeja Catarina y
el alimento Triple (mezcla de las tres harinas experimentales)

se obtuvo un resultado desfavorable en cuanto a parametros
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productivos como ganancia de peso, longitud total final, tasa
de crecimiento especifica, alimento consumido, factor de
conversioén alimenticia, eficiencia proteica, factor de
condicién, e incluso estuvieron por debajo de los obtenidos
con el alimento Control en la mayoria de los parédmetros. E1
bajo consumo de estos alimentos repercutidé en los parametros
productivos, a pesar de que durante los primeros dias del
bioensayo, se registrdé que todos los peces de los diferentes
tratamientos consumian cantidades similares, mientras gue
después de los primeros 15 dias, los peces alimentados con

Catarina y Triple bajaron notablemente su consumo.

Se observd que los peces ya no ingerian completamente la racidn
del alimento; sbélo mordian pequefias cantidades y las escupian,
dejando que los pellets se hundieran al fondo del estanque.
Aunque la supervivencia fue similar y no se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos, algunos peces
alimentados con Catarina murieron cerca del final del
biocensayo. Se puede descartar la idea de que hubiera alguna
variacidén en la composicidén quimica de macronutrientes de los
diferentes alimentos, pues los valores obtenidos en 1los
andlisis proximales son muy similares entre si. Sin embargo,
no se descarta que algunos de los alimentos tengan factores
antinutricionales, los cuales se han definido como sustancias

que por si mismas, o a través de sus productos metabdlicos que



~gy ™
surgen de los sistemas vivos, interfieren con la utilizaciédn
de los alimentos, y afectan la salud y la produccidén de los
animales.?®? De manera a posteriori al presente estudio, se hizo
un analisis toxicoldégico de las harinas, lograndose detectar
una toxina marina, el 4cido okadaico (com. pers. Civera, 2017).
Se sabe que el acido okadaico es responsable de la intoxicacidn
diarreica por mariscos (DSP, por sus siglas en 1inglés), un
fenbmeno téxico en humanos por el consumo de mariscos
contaminados. Esta toxina es generada por dos especies de
dinoflagelados marinos del género Dinophysis y Prorocentrum
los cuales son los causantes de los florecimientos algales
nocivos o mareas rojas, de modo que llegan a perjudicar a
diferentes organismos, siendo los moluscos Dbivalvos como
ostiones, mejillones y almejas los méas vulnerables por tener
una alimentacién por medio de filtracién de microalgas,
dinoflagelados y material particulado, que los lleva
eventualmente a acumular altas concentraciones de toxinas en

sus tejidos.®0

Las partes que se utilizaron para hacer la harina de almeja
Catarina fueron las visceras que quedan después de extraer el
misculo, y se sabe que la mayor concentraciédn de las toxinas
como el &cido okadaico se encuentra en la glandula digestiva
(76%) después de la godbnada (12%), branguias % manto

(<12%) .60-63



~g3 ™
Se ha investigado al &4cido okadaico en bivalvos, y no se han
reportado alteraciones fisicas gque se puedan detectar como
olor, sabor, color, tamafio, forma o movimiento por lo cual su
presencia pasa desapercibida.® Ademés, la eliminacidén de la
toxina es muy lenta; puede ir de dias a meses,® e incluso la
coccidn tampoco altera la toxicidad de los mariscos
contaminados, ©%/6® a menos gque sea una ebullicidén estricta a

100°C por 163 minutos, donde la toxina si se desnaturaliza.®6:%7

Es plausible pensar que la almeja Catarina utilizada en este
estudio haya estado en contacto con una marea roja, y que haya
concentrado el &acido okadaico en sus tejidos, lo cual podria
ser una explicacidén del por qué los tratamientos de Catarina y
Triple produjeron los pobres resultados obtenidos. En el caso
del Hacha, aunque los especimenes fueron obtenidos de la misma
zona que los de almeja Catarina, su captura no fue en el mismo
periodo de tiempo, y muy probablemente no hayan estado en
contacto con alguna floracidén de algas nocivas al momento de
su captura, por lo que la harina de Hacha no solo no tuvo un
efecto nocivo, sino que permitidé obtener un crecimiento muy

elevado en los peces de ese tratamiento.



7.3 Bioquimica sanguinea y biometria hematica.

Ahora bien, presumiblemente, el acido okadaico contenido en la
harina de visceras de Catarina alterd la composicidn sanguinea
en los peces alimentados con Catarina y Triple. Al reducir la
ingesta de estos alimentos, probablemente se vio limitada 1la
digestién y provocd una mala absorcidén de nutrientes, lo que
pudo repercutir en la bioguimica sanguinea. Se sabe que la
mayoria de los teledsteos utilizan principalmente el higado o
el musculo esquelético para almacenar triglicéridos y ser una
reserva de energia,® pero en los peces de los tratamientos
Catarina vy Triple se ©presentd hipotrigliceridemia, en
comparacién con los peces del tratamiento de Camardn, donde
los peces presentaron hipertrigliceridemia. Del mismo modo
sucedidé con el nivel de colesterol en plasma sanguineo, Vy
existe informacidédn en donde valores altos de colesterol en
los teledbsteos, como en el caso de los tratamientos de Camardn
y Hacha, son normales fisioldgicamente y no estdn asociados
con condiciones patoldégicas como en el hombre vy algunos

mamiferos.©8

Los tratamientos de Catarina vy Triple presentaron una
hipocolesterolemia e hipoproteinemia. Maita et al.®® 70 menciona
que cuando un alimento para peces no contiene harina de

pescado, presentan hipocolesterolemia vy anemia, pero no
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concuerda totalmente con lo obtenido en este trabajo, vya que
tan solo se hizo wuna sustitucién del 25% de HP, vy 1los
tratamientos de Camardén y Hacha mostraron niveles superiores

de colesterol, y en cuanto a la proteina los tratamientos de

Hacha y Control fueron los de mayor concentracidn.

Wedemeyer y McLeay’! mencionan que cuando hay una
hipoproteinemia, puede ser consecuencia de dafio hepdtico, una
mala absorcidn de nutrientes, deficiencia nutricional,
inanicidén o enfermedades infecciosas. De igual forma esto se
ve reflejado en la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL),
ya que al no tener la cantidad suficiente de colesterol,
triglicéridos 'y proteina se reduce su sintesis, que
probablemente pasdé con los tratamientos Catarina y Triple, vy
por lo tanto se vio afectado su funcionamiento, que es el de
llevar los &cidos grasos fuera del higado a otros sitios para
su almacenamiento.’? Por el contrario, el tratamiento de Camardn
fue el mads alto en VLDL y es porque esta lipoproteina es rica

en triglicéridos, los cuales también poseian en mayor cantidad.

Por otra parte, el conjunto de estas afectaciones en 1los
tratamientos de Catarina y Triple resulta importante enfatizar
en el mecanismo de accidén del &cido okadaico, para entender
cébmo afecta al organismo. Se ha demostrado que el A&cido

okadaico es un potente inhibidor de serin-treonin protein
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fosfatasas tipo 1 y 2A (PPl y PP2A), las cuales intervienen en
diversos procesos celulares. Por ejemplo, la PPl juega un rol
en la regulacidén del metabolismo del glucdgeno, en la
contraccién del masculo liso, la divisidén celular y la sintesis
de proteina, y el PP2A participa en el control de la mayoria
de las principales vias metabdélicas como la glucdlisis, el
metabolismo de 1lipidos, apoptosis, crecimiento, divisidn

celular, transcripcidén y sintesis de proteinas.’3

Si se consideran estos aspectos se pueden explicar 1los
resultados obtenidos en los tratamientos de Catarina y Triple,
ya que no solo perjudicdé los parédmetros productivos vy la
biogquimica sanguinea, sino también hubo afectaciones en 1los

demds parédmetros hematoldgicos y érganos estudiados.

La evaluacidén del hemograma es muy util para conocer el estado
de salud y la condicidén fisioldgica de los peces, pero se deben
tener en cuenta los factores intrinsecos y extrinsecos due
pueden influir en los valores obtenidos.!!/74 Ademds, es muy
complicado establecer que pardmetros son de referencia, a pesar
de que se han hecho estudios sobre la hematologia de los peces,
pues los valores normales o rangos de referencias son bastante
variables.’ En el presente estudio se tomaron como valores de

referencia los resultados obtenidos con el tratamiento Control.



En cuanto a los valores de hematocrito, si se relacionan con
los valores de las proteinas totales se obtienen ciertas

interpretaciones que pueden orientar al diagndéstico de la

enfermedad que podrian tener los animales.

Si se toma como referencia el tratamiento Control, los valores
de Camardén y Hacha se encuentran con un hematocrito en rango y
una normoproteinemia o proteina en rango, por lo tanto, se
consideran normales. En cambio, los valores obtenidos en 1los
peces de los tratamientos Catarina y Triple indican una anemia
(disminucién en el hematocrito) <con una hipoproteinemia,

caracteristica de alguna ulcera o lesidén en el organismo.’®

Una anemia se define como la reduccidén de la capacidad de la
sangre para transportar oxigeno y se caracteriza por una
disminucién del hematocrito, principalmente, hemoglobina vy
eritrocitos, generalmente es considerada como un signo clinico

de enfermedad.’¢/77

La anemia se clasifica de acuerdo con los indices
eritrocitarios (clasificacidén morfoldgica) en donde se
utilizan los valores del volumen medio corpuscular o volumen
globular medio (VCM o VGM) el cual indica el tamafio promedio
de los eritrocitos. También se utilizan los valores de la
concentracidén media de hemoglobina corpuscular o concentracidn

media de hemoglobina globular (CHCM o CMHG) la cual estéa
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relacionada con el color, gque es dado por la hemoglobina;’® en
ambos casos, no hubo diferencias significativas entre
tratamientos lo que demuestra que los tratamientos de Catarina
y Triple tienen valores semejantes a los del tratamiento
Control, 1los cuales se consideran normales o en rango, e€s
decir, que con el VCM los eritrocitos de los peces de estos
tratamientos son de tamafio normal y se les conoce como
normocitos y con el CHCM los eritrocitos tienen color normal,
lo cual se conoce como normocromasia, entonces se clasificd
como una anemia normocitica normocrdmica que a su vez

corresponde a una anemia de tipo no regenerativa.’®

A pesar de que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos para los valores de eritrocitos, si las hubo en
hemoglobina, hemoglobina corpuscular media (MCH) y en
plaquetas, siendo el tratamiento de Catarina el mas bajo de

los cinco después del Triple.

Este tipo de anemia no regenerativa puede ser a causa de una
produccidén celular deteriorada (gldébulos rojos) y puede estar
relacionada con trastornos nutricionales (deficiencias),
toxinas o enfermedades orgénicas, incluso procesos

inflamatorios.74,76,77

Estos resultados pueden ser consecuencia de los efectos del

adcido okadaico, que de igual manera repercutid en el sistema
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inmunoldégico incrementando los linfocitos de los peces del
tratamiento Catarina, si se toma como referencia los valores
del tratamiento Control, vya que los peces del tratamiento
Catarina muestran una linfocitosis (incremento en los valores
absolutos en relacién con los valores de referencia de 1la

especie) . 74/76

Los linfocitos desempefian un papel importante en la respuesta
inmune, ya qgque, a mayor cantidad, mayor es la capacidad del

animal para combatir infecciones y toxinas.74:,76/78

Ademéds de los linfocitos, también se vieron afectados 1los
heterdéfilos que son el equivalente a los neutréfilos en
mamiferos,’® siendo el granulocito mas comin en los
telebsteos.’® Se hizo aparente una neutropenia (disminucidn en
los valores absolutos en relacidén con los valores de referencia
del grupo control), que indica una inflamacidén severa,
destruccidn excesiva inmunomediada o) extravasacioén de
neutréfilos en un sitio focal de dafio significativo.’476 Esto
coincide con las causas de la anemia normocitica normocrdmica
no regenerativa que se diagnosticdé en el hemograma de los
peces, sin embargo, la principal funcién de los heterédfilos es

fagocitar, engullir y destruir a los microrganismos.?80



Por otra parte, con los tratamientos de Camardén y Hacha los

heteréfilos y linfocitos se mantuvieron en rango junto con los

del Control.

Ahora Dbien, si se comparan los valores de linfocitos vy
heteréfilos con otras especies de peces, por ejemplo, en
Tilapia Oreochromis niloticus los valores son muy bajos (31.4
y 16.3 x10°/L), en cambio en el Rubio Salminus affinis son
altos (68.8 y 28.4 x10°/L) y no necesariamente se trata de

alguna anomalia. 8!

A pesar de que no hubo diferencias significativas en cuanto a
los monocitos y trombocitos, la variabilidad observada puede
atribuirse a procesos patoldgicos en un leucograma; para una
bioguimica sanguinea y un hemograma los resultados obtenidos y
los reportados en la literatura siempre puede haber variaciones
y estan sujetas a las caracteristicas interespecificas de cada

individuo, lo que hace dificil su interpretacién.®!

7.4 Histologia del higado e intestino.

En el sistema inmunoldégico del intestino de los teledsteos se
sabe que carecen de placas de Peyer en los tejidos linfoides
asociados al intestino, 82/83 pero tienen tres tipos de barreras:
la inmunoldgica donde hay moléculas y células como macrdéfagos,

heterdéfilos, células plasmaticas y linfocitos, la segunda es
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la intrinseca, en donde hay células epiteliales y uniones
celulares como los enterocitos, y la uUltima barrera es la
extrinseca, que estd formada principalmente por moco, siendo
la primera linea de defensa contra patdgenos, enzimas
destructivas, productos quimicos corrosivos, toxinas y estéan

distribuidos a lo largo de la lamina propia del intestino.78/84,85

Puesto que el intestino es muy delicado y siempre estéd expuesto
a bacterias, parédsitos, virus y toxinas, las células de Goblet
o caliciformes producen una capa de moco que son glicoproteinas
de alto peso molecular o también llamadas mucinas, que forman
una capa insoluble en agua, tienen un alto contenido de
oligosacaridos, gque intervienen en la adhesidn de patdgenos
microbianos,?® reduciendo la colonizacidén y favoreciendo su
eliminacién.®® Estas mucinas tienen diferentes cantidades de
glicoproteinas neutras, acidas y sulfatadas que se identifican

después de la tincidén azul alciano-Schiff.®8’

En esta investigacién la histologia resalta su importancia para
conocer los cambios a nivel intestinal; en cuanto a la cantidad
de mucinas &cidas y neutras, los tratamientos de Catarina vy
Triple fueron los mas bajos en comparacién con los del
tratamiento Control, y se debe a que las mucinas &cidas vy
sulfatadas inhiben la adhesidén bacteriana y la degradacidén de

glicoproteinas por las proteasas,®’ pero en este estudio se
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obtuvieron resultados con una menor cantidad de mucinas &acidas
qgque neutras, por lo que aparentemente no son suficientes las
mucinas &cidas para inhibir las Dbacterias. Ademas, se han
reportado casos en donde algunas bacterias han evolucionado
produciendo compuestos especificos para degradar las mucinas
del intestino, lo gque da como consecuencia una infeccidn, como

se ha reportado en C. carpio.®s

Las células de Goblet se dividen en tres tipos, dependiendo
del tiempo de desarrollo. Las de tipo I tienen mucinas neutras,
las de tipo II tienen mucinas &cidas, consideradas células
inmaduras, y las de tipo III tienen mucinas neutras y &cidas,

consideradas maduras. 8’

El espesor, composicién y la disminucién de la sintesis de
mucinas afectan esta barrera mucosa, haciendo susceptible el
intestino a inflamaciones, alterando la absorcidédn de nutrientes
y ocasionando enfermedad, ®® y que probablemente ocurrid en este
estudio, y coincide con lo reportado en Seriola lalandi, donde
una disminucidén de mucinas &cidas estd relacionado con una
infeccidén.?? Aunado a esto, es importante saber que la
distribucidén y cantidad de las células de Goblet varian segun

la especie.?!

Con el tratamiento de Camardn fue mayor la cantidad de células

de Goblet con mucinas neutras en comparacidén con el tratamiento
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Control. Se sabe que el aumento de estas células puede indicar
la presencia de una inflamacidén, ya que las células producen
mucosa de mas al haber una mayor irritacidn, para lubricar vy
proteger el intestino,?? incluso se ha sefialado como la primera

etapa de la enteritis subaguda.??

Se sabe que la quitina, que es el mayor componente del
exoesqueleto de crustéaceos, tiene un efecto inmunoestimulante,
por lo tanto explicaria, el aumento de las células Goblet.?24.95
Aun asi, se requiere de futuras investigaciones acerca del

tema.

Ademas de las células de Goblet, el intestino de los peces esté
revestido por células epiteliales cilindricas simples®® y la
altura de estas células o enterocitos se ha utilizado como
indice de diagndéstico para evaluar el estado nutricional de
los ©peces,?’?® En este <caso se obtuvieron diferencias

significativas entre todos los tratamientos.

Durante la observacidén en el microscopio se notd que los peces
del tratamiento de Catarina y Triple presentaron desintegracidn
del epitelio, falta de vellosidades y ensanchamiento de la
lamina propia con infiltracidédn leucocitaria, y ademds fueron
los dos tratamientos con menor altura de enterocitos, lo que
indica una enteritis muy marcada de acuerdo con Merrifield et

al.oe
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Se han descrito casos, en el salmén del Atlantico Salmo salar,
donde la harina de pescado fue parcialmente remplazada al 30%
con harina de soya provocando inflamacidn, y se debid a 1los
factores antinutricionales presentes en la soya,l% incluso se
ha considerado que podria ser el género Seriola susceptible a
enteritis inducida por el alimento,!% sin embargo, en este
trabajo se utilizd concentrado proteico de soya la cual pierde
los factores antinutricionales durante su procesamiento, 102,103
y puede corroborarse en los otros tratamientos, ya que si
hubiera afectado, se verian comprometidos los tratamientos de

Control, Hacha y Camarédn.

También la enteritis puede estar relacionada con diferentes
factores como temperatura fria, alimentos con contenido graso,
presencia de altos niveles de ingredientes vegetales vy
proteinas, no obstante durante todo el bicensayo se mantuvo
controlada la temperatura vy los cinco alimentos fueron

isoproteicos e isocaldricos.

Otros factores relacionados con la enteritis son las bacterias
oportunistas y el bajo consumo de alimento, y fue claramente
observado en los peces de los tratamientos Catarina y Triple.
Estos factores pueden llegar a causar ademds de inflamacidn
(enteritis), una ulceracidn % necrosis, ocasionando

desequilibrio electrolitico, baja absorcidédn de nutrientes vy



muerte.101,104-106  De hecho, el hambre o la restriccidn del

alimento, pueden cambiar la integridad o forma de las células

del intestino de los peces.?®

Considerando el antecedente de que el género Seriola es
propenso a enteritis y que hubo al menos un factor
antinutricional como el &cido okadaico en los alimentos que
contenian harina de visceras de almeja Catarina, estos
elementos podrian ser una explicacién al dafio generado a la
mucosa, reduciendo las células Goblet, y con ello la cantidad
de mucinas &cidas y neutras, y probablemente rompiendo la
barrera de proteccién vy quizd bacterias oportunistas se

infiltraron en el epitelio.

En conjunto con lo que ocasiona el &acido okadaico, se sabe que
los enterocitos se desprenden de la membrana basall?” y se ha
visto en ratones que hay destruccidén epitelial,l9® generando
una enteritis y hasta una necrosis, lesiones que explican los
datos obtenidos en el hemograma, en especial con las causas de

la anemia normocitica normocrdémica no regenerativa.

Ademds, esta enteritis probablemente redujo drasticamente la
digestidén, absorcidén y metabolismo de nutrientes, provocando
un crecimiento deficiente, lo que también coincide con la

disminucidén de los datos obtenidos en la bioquimica sanguinea



y los paradmetros productivos, asi como la probable infiltracidén

de bacterias al epitelio.

El &cido okadaico induce una inmuno-estimulacidén e inmuno-
toxicidad sistémica, ocasionando un proceso inflamatorio, 02 lo
que explica la linfocitosis y la neutropenia marcada en el

leucograma.

Otro punto importante es que la integridad de la mucosa
intestinal esta relacionada con la intensidad de la renovaciédn
de las células epiteliales (enterocitos y células de Goblet) , 110
si esta se ve afectada compromete la funcidén de intestino. Por
ejemplo, se ha reportado que el 4acido okadaico induce
alteraciones en el ciclo celular, principalmente el arresto
mitdético y la condensacidédn cromosdmica prematura en diferentes
tipos de células, incluyendo células de leucemia, células
intestinales, linfocitos, fibroblastos y células neuronales.10?
Esto puede explicar los resultados obtenidos en los

tratamientos de Catarina y Triple.

Por otra parte, los peces de los tratamientos Hacha, Control y
Camardn presentaron altura de enterocitos similares entre si,
aungue los de Hacha fueron significativamente superiores a los
de peces de los tratamientos Catarina y Triple, lo que indica
que el estado general del intestino de los peces de 1los

tratamientos Hacha, Control y Camardn fue mayor que el de los



peces de los otros dos tratamientos, sin sufrir ningain dafio

aparente que comprometiera su salud.

Por ultimo, con los resultados obtenidos en cuanto a la
evaluacién del higado, en el tratamiento de Camardén se observd
mayor cantidad de vacuolas lipidicas que en el tratamiento
Hacha. Algunos autores lo consideran como una adaptacidn
fisioldgica al alimentolll,112 y otros una patologia,ll3 pues se
ha descrito en peces de agua dulce, especialmente en la familia
de los salmbénidos como trucha y salmén, donde su frecuencia es
muy comun,!t4/115 ya que estdn en sistemas intensivos durante
meses, asi también se han reportado en carpa y tilapia,?il®-118
acompafiados de bajas tasas de crecimiento, debido a problemas
metabdélicos por exceso de lipidos en el alimento por una
inclusién alta del aceite de pescado del 9 al 13%, estos
resultados no coinciden con este trabajo porque el porcentaije
de inclusidén fue del 7% en los alimentos y el tiempo del

bioensayo duro 60 dias.

Otros autores mencionan que es frecuente encontrar mayor
cantidad de 1lipidos en higado relacionados con alimentos
artificiales y ricos en lipidos,119121 asi también en una
sustitucidén mayor al 60% de harina de pescado;!??2 pero en este
trabajo se sustituyd el 25%, lo que influyd en los tratamientos

de Control, Hacha y Camardn, pues contenian una cantidad alta
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de &cidos grasos similares.!?3 También es importante mencionar
que la quitina no es toéxica para el higado.?412¢ Ademéds, esté
relacionada con la hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia
encontrada en la bioguimica sanguinea del tratamiento de
Camardén y de Hacha esto solo confirma que el intestino tuvo
mucha capacidad de absorcién de nutrientes y su funcionalidad

fue mayor, incluso que el tratamiento Control.

Sin embargo, con los tratamientos de Catarina y Triple fue lo
opuesto, mostraron una cantidad significativamente menor de
lipidos en higado, esto se debe a 1los efectos del A&cido
okadaico, lo més probable fue que dio entrada a los agentes
infecciosos y toxinas del intestino, vy por medio de 1la
circulacidén sanguinea llegaron al higado comprometiendo su
funcién a la desintoxicacidédn vy degradacidén de sustancias
tbéxicas.?8/125 L,os efectos del acido okadaico en higado coinciden
con lo reportado por la FAQO®® y por Van Apeldoorni® en donde se
encontraron pequefias gotas lipidicas en los 1ldébulos de los
hepatocitos, ademas al ser afectado el intestino, perjudicd el
paso de los nutrientes del intestino al higado, pues una de
tantas funciones del higado son la sintesis de proteinas vy
grasas, y estas también se vieron afectadas en la biogquimica

sanguinea.’?
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El higado es un 6rgano que se considera factor clave para medir
el estado nutricional, debido al metabolismo de los productos
del sistema digestivo, ademads es el principal &érgano de
almacenamiento de energia y es uno de los tejidos mas sensibles
al hambre, por lo cual los peces de los tratamientos de Catarina
y Triple, al no ingerir suficiente alimento, ocasionaron la
reduccidén de las vacuolas 1lipidicas en el higado, 1lo cual
indica una desnutricién severa y confirma las causas de la
anemia normocitica normocrdémica no regenerativa; también van
en ese mismo sentido los resultados de la bioquimica sanguinea
como la hipotrigliceridemia, hipocolesterolemia,
hipoproteinemia, disminucién de VLDL y la enteritis. De hecho,
también coincide con lo reportado por Chen et al.? en donde se
observd que al retrasar y privar de alimento a larvas y
juveniles del jurel Seriola lalandi, perjudicaron el sistema
digestivo disminuyendo la capacidad digestiva de los peces, en
donde también la altura de los enterocitos y el depdsito de

lipidos en los hepatocitos se redujeron.

En términos generales, los resultados obtenidos en esta
investigacién demuestran que subproductos marinos como las
harinas de cabezas de camardén y de visceras de Hacha son una
alternativa para sustituir parcialmente la harina de pescado

en los alimentos para juveniles del jurel Seriola rivoliana.



8 CONCLUSION

La utilizacién de harinas de subproductos marinos como
sustitutos parciales de la harina de pescado en el
alimento tuvo efectos nutrimentales diferentes que
repercutieron sobre los pardmetros productivos,
hematoldégicos e histoldégicos de los juveniles de Jjurel

Seriola rivoliana, en funcidén del tipo de harina empleada.

La sustitucidén del 25% de la harina de sardina por harina
de cabezas de camardn y visceras de Hacha incrementd de
manera significativa el crecimiento y otros pardmetros
productivos, asi como en la mayoria de los parametros
hematoldégicos e histoldgicos de los juveniles de Jjurel,
por lo que pueden considerarse como ingredientes Utiles
para la formulacidén de alimentos para esta especie vy

reducir el uso de la harina de pescado.

La sustitucidén del 25% de la harina de sardina por harina
de visceras de almeja Catarina, y la sustitucidén del 56%
en el alimento Triple, que contenia los tres ingredientes
experimentales (harina de cabezas de camardn, visceras de

almeja Catarina y visceras de Hacha), tuvo resultados
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disminuidos muy marcados en los parédmetros productivos,
hematoldégicos e histoldédgicos de los juveniles de Jjurel,
debido a que se descubrid, a posteriori, que la harina de
visceras de almeja Catarina contenia una toxina marina,
identificada como &cido okadaico, gque repercutidé en la

salud de los organismos.



8.1 Recomendaciones.

e Seradn necesario realizar mas estudios para determinar el
valor nutricio de 1la harina de visceras de almeja
Catarina, libre de toxinas, y en combinacidén con las otras
harinas experimentales, para saber si puede sustituir la

harina de sardina en el alimento para Jjurel.

e Se recomienda hacer analisis toxicolégicos %
microbioldégicos a las materias primas antes de la
fabricacién de las harinas con el fin de gque no haya
alguna interferencia que comprometa la efectividad del
alimento y ponga en riesgo la salud de los organismos en

cultivo.
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10 ANEXOS

10.1 Anexo 1l: Tincidén de Wright

Tincién Wright
1. Agregar colorante Wright (HYCEL®, Guadalajara,
México) dejar actuar 8 minutos
2. Agregar sustancia amortiguadora (fosfato disdédico
y fosfato monopotéasico) (HYCEL®, Guadalajara,
México) para homogenizar dejar actuar 8 minutos

3. Enjuagar con agua corriente

4. Secar con un algoddédn el frotis

10.2 Anexo 2: Formulacidén de la solucidén Davidson

para un galén stock

REACTIVO CANTIDAD ml
Glicerina 400 ml
Formaldehido al 37-40% 800 ml
Alcohol etilico 96% 1200 ml

*Agua de mar filtrada 1200 ml



~103 7™

10.3 Anexo 3: Técnica de inclusién en parafina

1. Solucidén Davidson para
FIJACION organismos marinos, durante 48h.
Tiempo de preparacidn : —
de fijadores: 2 h. 2. Cambiar a alcohol etilico al 70%

transcurridas las 48h.

3. Alcohol etilico 70%, I y II
veces (1h c/u)

4. Alcohol etilico 80° (1h)

DESHIDRATACION 5. Alcohol etilico 90° (1h)

6. Alcohol etilico 96°, I y II
veces (1h c/u)

7. Alcohol etilico 100° I, II, III
Tiempo de tejidos veces (1h c/u)
grandes 9.5 h

8. Mezcla de alcohol etilico
absoluto-xilol (1:1) 20 minutos

9. Xilol absoluto (100 %) 5-10
minutos

10. Parafina-xilol (1:1) 30 min.
(tiempo critico, no dejar mas
tiempo)

11. Parafina (Paraplast) I, (1 a

INFILTRACION EN oh.)

PARAFINA

12. Parafina (Paraplast) II, (1 a
2h.)

Ti total 8.5 h
1empo tota 13. Parafina (Paraplast) III, (1 a

2h.)

14. Parafina (Paraplast) IV, (1 a
2h.)
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10.4 Anexo 4: Técnica de tincién Hematoxilina eosina

(Harris)

Técnica de tincidén Hematoxilina eosina (Harris).

1. Xilol (3 repeticiones) 10 min c/u.

2. Alcohol etilico 96%, 70% (2 repeticiones) 2 min c/u.

3. Agua destilada 5 min.

4. Hematoxilina Harris (HYCEL®, Guadalajara, México), 4
min.

5. Agua corriente 5 min.

6. Agua destilada 5 min.

7. Alcohol &cido 10-15 segundos (1 L alcohol 96% con 5
gotas de &cido clorhidrico).

8. Agua destilada 5 min.

9. Agua amoniacal 10-15 segundos (hidrdéxido de amonio, 5
gotas por caja de tincidn).

10. Agua destilada 5 min.
11. Alcohol etilico 50% y 70%, 2 min c/u.

12. Eosina-Floxina alcohdélica (HYCEL®, Guadalajara,
México), 3 min.

13. Alcohol 96% (2 repeticiones) 1-2 min c/u.

14. Alcohol 100% (2 repeticiones) 1 min c/u.

15. Citrisolv (3 repeticiones) (sustitito de xileno & Hemo-
De) 5 min c/u.

16. Montar en resina sintética.
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10.5 Anexo 5: Técnica de tincidén azul alciano-Shiff

10.
11.

12.

13.

Técnica de tincién azul alciano-Schiff
Desparafinar e hidratar los cortes con agua destilada.

Tefiir con azul alciano, (HYCEL®, Guadalajara, México)
durante 30 min.
Lavar en agua destilada durante 2 minutos.

Pasar los cortes al 4cido peryddico al 0.5%, durante 10
minutos.

Lavar en agua corriente durante 5 minutos y enjuagar con
agua destilada.

Pasar los cortes por el reactivo de Schiff, durante 30
minutos en el refrigerador.

Pasar los cortes a la solucidn sulfurosa, haciendo tres
cambios, de dos minutos cada uno (tres recipientes
diferentes).

Lavar con agua corriente durante 5 minutos.

Teflir con Hematoxilina de Harris por 5 minutos (después
de este punto pasar al tefiidor automatico)

Lavar con agua destilada por 2 minutos.

Deshidratar con alcohol de 96° una sola vez y con alcohol
etilico absoluto con 2 repeticiones por 5 minutos en
cada uno.

Aclarar en tres cambios de citrisol v durante 5 minutos
c/u.

Montar con resina sintética o entellan.
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