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RESUMEN

Eluso de bacterias en formulaciones dietéticas para especies acudticas podria considerarse
como un cambio favorable para las granjas acuicolas, tanto en México como a nivel
global. El uso de ingredientes microbianos como fuentes proteicas no solo llevaria a un
aumento en los pardmetros de rendimiento y productivos, sino que también abre la
posibilidad de producir alimentos con un alto valor nutricional para el consumidor.
Considerando la necesidad de ingredientes alternativos como fuentes de alimentacion,
surge la pregunta acerca de la posibilidad de obtener beneficios a partir de diversos
ingredientes microbianos. Para el organismo consumidor, pueden promoverse efectos
positivos, tales como una mejor absorcidon de nutrientes o posibles efectos antioxidantes
y hepatoprotectores. Debido a esta incdgnita, se han llevado a cabo varios estudios cuyo
objetivos es confirmar una mayor asimilacion nutricional, asegurando asi el cumplimiento
de los parametros de crecimiento establecidos para los organismos de las granjas
acuicolas, especificamente la especie tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). En esta
investigacion sobre el crecimiento de crias de tilapia del Nilo, se disefiaron 5 dietas
experimentales, las cuales fueron administradas a un total de 360 especimenes (con un
peso de 0.5 £ 0.02 g) distribuidos en 20 acuarios de 120 litros. Estas dietas fueron
disefiadas de manera que se sustituyera gradualmente una harina de pescado (HP)
comercial (proteina del 68% vy lipidos del 10%) por una biomasa bacteriana (BB)
comercial (FeedKind®, con 70% de proteina y 8% de lipidos), manteniendo niveles
isoproteicos e isoenergéticos. Con la finalidad de comprobar la asimilacion nutricional, se
emplearon mediciones isotdpicas del carbono (5'°C) y el nitrogeno (8!°N) en ingredientes
y en los peces, para evaluar la contribucion de nutrientes en los organismos, junto con la
valoracion de indicadores de rendimiento, como conversion alimenticia, supervivencia y
la ganancia de peso con su respectiva tasa de crecimiento. Simultdneamente, se evaluaron
los niveles de estrés hepatico tras la exposicion a una dosis de diésel 20 pl/kg. Para ello,
se tomaron muestras de higado y se midi6 el estrés la actividad enzimatica de fosfatasa
alcalina, carboxilesterasa y glutatiéon S-transferasas. Se observaron efectos beneficiosos
en la respuesta enzimatica, ademas de favorecer una mayor eficiencia en la absorcion de
nutrientes, promovida por las dietas con la inclusion de la harina microbiana.
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1. INTRODUCCION

La acuacultura ha adquirido una importancia relevante en la industria alimentaria al
ofrecer productos con alto valor nutricional, alta productividad y bajos impactos
ambientales. En 2020, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) registro 177.8 millones de toneladas (Mt) de produccion acuicola a
nivel mundial, de las cuales 157.4 Mt fueron destinadas al consumo humano. Se proyecta
un crecimiento del 40 % en la produccion acuicola global para 2030, con un aumento
sostenible del 25 % el consumo de alimentos provenientes del medio acuético para el
2050. México es uno de los principales productores acuicolas, con una produccion
registrada de mas de 55,000 toneladas (t) anuales, dentro de las cuales la tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) se encuentra entre las especies de mayor produccion. A nivel
mundial, esta especie alcanzd una produccion de 4,407 t en 2020 (Vazquez & Chavez,
2022; FAO, 2022). La preferencia de los acuicultores por esta especie se debe a su
adaptabilidad, resistencia, eficiencia en la conversion alimenticia (CA) y un favorable
aumento de peso (Daudpota et al., 2016). Una alimentacion adecuada garantiza un
crecimiento y estado nutricional Optimos, fortaleciendo las funciones hepaticas, la
capacidad defensiva y la resistencia al ambiente (Kuebutornye et al., 2020; Oliveira et al.,
2021). Algunos de los ingredientes cominmente utilizados en la manufactura de dietas,
son la HP (derivada de sardina), como fuente proteica, y el aceite de pescado como aporte
energético (Alder et al., 2008; Shannon & Waller, 2021). El uso de la HP es favorecido
debido a su aporte de aminoacidos, composicion de acidos grasos, palatabilidad y facil
digestion (Han et al., 2016). A pesar de los beneficios de la HP, el sector acuicola enfrenta
criticas por el uso excesivo de recursos biologicos, especialmente por la dependencia de
la HP, cuya produccién contribuye a la sobreexplotacion de peces silvestres (Cao et al.,
2015; Han et al., 2016), lo que conlleva una blisqueda de ingredientes alternativos
provenientes de fuentes naturales y renovables (Albrektsen ef al., 2022), para disminuir el
consumo de la HP, favoreciendo asi la sostenibilidad de los ecosistemas marinos (Shannon
& Waller, 2021). Una innovadora opcion de ingredientes sustitutos son las proteinas
unicelulares o BB derivadas de microorganismos, los cuales se caracterizan por su rapido

crecimiento y adaptabilidad a diversos medios de cultivo (Gamboa-Delgado et al., 2020).



Aunque existen pocas investigaciones que han demostrado que algunas biomasas
bacterianas son opciones nutricionales adecuadas para reemplazar la HP (Gamboa-
Delgado & Marquez-Reyes, 2018), es importante seguir evaluando la capacidad
nutricional de estos ingredientes, dada la necesidad de reducir los costos de produccion
acuicola. Por consiguiente, se necesitan mas investigaciones para evaluar la calidad
nutritiva de estas alternativas (Sorense, 2012), que abarcan desde analisis bromatologicos
utilizando técnicas oficiales (AOAC, 2005), hasta investigaciones relacionadas al
desempefio fisiologico, por ejemplo, la estimacion de absorcion y asimilacion, analisis de
indicadores de desempefio, exploracion de la histologia intestinal o hepatica, actividad
enzimatica y parametros bioquimicos de antioxidantes en suero (Xu et al., 2021). Entre
las técnicas empleadas para evaluar la absorcion y asimilacion de nutrientes, el analisis de
isotopos estables (SIA, Stable Isotope Analysis, por sus siglas en inglés) destaca como
una herramienta analitica que permite estudiar la asimilacion de nutrientes, brindando una
vision mas precisa y completa sobre su aprovechamiento en las dietas (Gamboa -Delgado,
2022). Garcia-Pérez et al. (2022) emplearon los SIA para evaluar el potencial nutricional
de una BB y la HP (sardina), utilizando muestras de tejido muscular de tilapias
alimentadas previamente con dietas experimentales. Se midieron los valores isotopicos
del 8"°C y 8'°N en ingredientes y musculo, con el objetivo de estimar los tiempos
requeridos para alcanzar el equilibrio isotopico y cuantificar la retencion proporcional del
N y C dietarios. Estudios realizados en la tilapia del Nilo han demostrado que, ante la
presencia de un contaminante, se incrementard la incidencia de problemas de salud y los
cambios hematobioquimicos (Hasan et al., 2022; Gao et al., 2023). Al concluir el
bioensayo, 10 peces por tratamiento fueron expuestos a una dosis no letal de diésel
mediante inyeccion intraperitoneal, con el fin de evaluar su respuesta ante contaminantes.
Posteriormente, en muestras de higado de los peces se midio la actividad de enzimas
biomarcadoras de estrés hepatico, las enzimas evaluadas fueron glutation S-transferasa
(GST), carboxilesterasa (CAE) y la fosfatasa alcalina (ALP), con el objetivo de observar
posibles signos de resistencia fisioldgica o efectos antioxidantes inducidos por las dietas

experimentales (Aguilera et al., 2015).



2. ANTECEDENTES

2.1 ACUACULTURA

La acuicultura se define como la cria y produccion de organismos acuaticos, no solo con
fines de seguridad alimentaria, sino que también para la restauracion y proteccion de
ecosistemas (FAO, 2022; Overton et al., 2023). Se destaca por la produccion de alimentos
de alta calidad, ofreciendo alternativas sostenibles y saludables para el consumo, como las
harinas y derivados, entre ellos el aceite de pescado. Ademas, es reconocida por su bajo
impacto ambiental y una de las formas clave de produccioén alimentaria con mayor
crecimiento (Naylor et al., 2023). Segun los datos de la FAO (2022), a nivel mundial la
produccion de pesca y acuacultura tuvo un crecimiento del 609% desde 1990, y alcanzo
en el 2020 la cantidad de 177.8 Mt, de los cuales 157.4 Mt se destinaron para la demanda
del consumo humano. En ese mismo afio, se registro un total de 122.6 Mt, a nivel global
en la produccidon acuicola, con un aumento del 18% desde 2015, de los cuales la
produccion del grupo de animales acuaticos (anfibios, moluscos y peces) alcanzé un total

de 87.5 Mt para finales de 2020.

Promedio anual de produccion acuicola y pesca a nivel mundial
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Figura 1. Ilustracion grafica de la FAO (2024) que muestra una comparacion de los ultimos afios entre la
pesca de captura y la acuicultura, expresada en millones de toneladas equivalentes de peso vivo.

Como se muestra en la Figura 1, la industria acuicola ha superado en el Gltimo afio la pesca

silvestre. Con la disminucion continua de la pesca de captura, la acuicultura asumira una



funcién cada vez mas significativa dentro del sector productivo alimentario. (Godfray et

al., 2010; Schmidt et al.,2016).

En 2020, entre los paises con mayor produccion acuicola destacaron India y, en primer
lugar, China (Figura 2; FAO, 2022). En México, la Comision Nacional de Acuacultura y
Pesca (CONAPESCA), inform6 en 2023, que entre las especies con mayor demanda para
el consumidor se encuentran los cultivos de camaron, bagre, trucha y tilapia, especies
mayormente producidas en territorio mexicano (FAQO,2024). Por ello, México ocupa el
lugar 15° de los mayores productores (Figura 2), proyectando un alcance total de 296 Mt

para 2030, con un crecimiento estimado del 6.2% en la produccion acuicola (FAO, 2022).
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Figura 2. Ilustracion grafica de los principales productores de la industria pesquera en aguas continentales,
con valores representados en millones de toneladas (datos de la FAO, 2022), con una ilustracion de la
CONABIO (2020) mostrando las regiones hidrologicas prioritarias en México.

La industria alimentaria presentara grandes retos a futuro, debido a que en 2022 la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) informé que la poblacion mundial ascendio
a 7.9 mil millones de personas. Ademas, proyecta que en 2050 la poblacién alcanzara los
9.7 mil millones, lo que representa un desafio para aumentar la produccion alimentaria a
nivel global (UNDESA, 2015; May, 2018). En el caso de México, no es la excepcion: se
reporta un total de 126 millones de habitantes, de los cuales el 22.5 % presenta carencias

al no contar con alimentos de alto valor nutricional (CONEVAL, 2022). Por lo tanto, la



solucién se encuentra en las practicas acuicolas, que ofrecen un medio de produccion
eficiente, rentable y sostenible, capaz de generar alimentos proteicos de origen animal a
bajos costos, siendo la mejor opcion para satisfacer la demanda de alimentos (Garlock ef

al., 2019; Garcia-Medel, 2022).

2.2 TILAPIA DEL NILO (Oreochromis niloticus)
2.2.1 TAXONOMIA

El término 'tilapia' es un nombre genérico para un grupo de peces tipo ciclidos, derivado
del término “thalpi” significado de “pez” en idioma banti. En base a los sistemas de
Trewavas (1983), existen cuatro géneros: Sarotherodon, Tilapia, Danakilia y
Oreochromis. El género Oreochromis, originario de Africa Central y Oriental, incluye
mas de 110 especies de peces ciclidos (Hallerman & Hilsdorf, 2014; Sanchez & Fortes,
2021). Dentro de este género destaca la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus), la cual
pertenece al filo Chordata, clase Actinopterygii, orden Perciformes y familia Cichlidae

(Naz et al., 2023).

\ Reino: Animalia /
\ Filo: Cordata /

\ Clase: Teleosteo /
\ Orden: Cicliformes /
\ Familia: Cichlidae /

\ Subfamilia: Pseudocrenilabrinae /

\ Género: Oreochromis /

Especie:
Oreochromis
niloticus
(Linnaeus

1978)

Con respecto a su linea filogenética, se ha demostrado una rama monofilética que
comparte un linaje evolutivo comun con otras especies estrechamente relacionadas dentro
del género Oreochromis. Los andlisis filogenéticos respaldan esta conexion, indicando
relaciones genéticas significativas y se encuentra perteneciente al grupo de teledsteos

(Triay et al. 2022). Los ciclidos son un modelo ideal para estudios de indole nutricional y



ecotoxicologica, ya que su sistema inmunologico puede servir como indicador ante

diversas sustancias o condiciones ambientales (Bavia et al., 2022).

2.2.2CICLO DE VIDA

La familia de las tilapias tiene una caracteristica inica debido a sus desoves asincronicos,
con intervalos de 2 a 7 semanas, dependiendo de las condiciones ambientales
(temperatura), un buen fotoperiodo y pardmetros fisicoquimicos del agua (Mashaii ef al.,
2022; Perea et al., 2022). Durante esta fase, las hembras liberan los huevos, que son
fertilizados por los machos y se desarrollan en embriones (Figura 3), los cuales se nutren
inicialmente del saco vitelino, que proporciona nutrientes esenciales para las larvas en
desarrollo hasta que son capaces de alimentarse por si mismas (Fujimura & Okada, 2007).
Después de la eclosion, las larvas conservan el saco vitelino durante aproximadamente 3
a 5 dias, tiempo en el cual absorben el vitelo y comienzan la transiciéon hacia la
alimentacion exogena, etapa inicial para la supervivencia, por lo que, en condiciones de
cautiverio, se recomienda una temperatura y calidad de agua adecuadas (Cioni et a!/., 2000;
Fujimura & Okada, 2007; Jantrakajorn & Wongtavatchai, 2015). Tras la absorcion del
saco vitelino, las larvas se convierten en alevines y comienzan a alimentarse de pequenas
particulas. A medida que alcanzan un peso de 1 gramo, se inicia el proceso de destete, una
transicion gradual del alimento natural a una dieta balanceada mads nutritiva, que les
permite adaptarse progresivamente hasta su incorporacion a la etapa de vivero,
favoreciendo su crecimiento (Azevedo et al., 2015). Durante la fase de vivero, hasta
alcanzar 10 g, los alevines crecen rapidamente en entornos controlados que minimizan la
competencia y la predacion. Dietas ricas en proteinas y una gestion adecuada, como el
monitoreo del agua y una alimentacion efectiva, son clave para garantizar su desarrollo y
supervivencia (El-Sayed & Kawanna, 2007; Azevedo et al., 2015). Una vez alcanzada la
madurez sexual, aproximadamente a los 6 u 8 meses de edad, las tilapias consideradas
como adultas pesaran alrededor de 1 kg (Senthilkumaran et al., 2015; Yoshida et al.,
2015). Una de las caracteristicas mas destacadas de la etapa adulta es su capacidad
reproductiva prolifica, ya que las hembras pueden producir varios miles de huevos en un
solo desove, lo que las hace especialmente valoradas en la acuicultura (Yoshida et al.,

2015; Mashaii et al., 2022). Estas caracteristicas esperadas estdn estrechamente



relacionadas con la tasa de crecimiento del organismo, la cual puede variar segun factores

como la densidad de poblacion, la calidad del agua y la dieta. Entre estos, la alimentacién

juega un papel fundamental, ya que una dieta adecuada favorece un crecimiento acelerado

y altos rendimientos en la produccion (Shaker et al., 2016).
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Figura 3. Etapas del ciclo de cultivo de Oreochromis niloticus (reproductiva, cria y crecimiento) hasta la

etapa de cosecha (sacrificio). Se muestran las fases reproductiva, huevo, larva, postlarva, alevin, juvenil y

adulta, segiin Pedrazzani et al. (2023).

2.2.3 PRODUCION DE TILAPIA EN EL MUNDO

Oreochromis niloticus fue una de las primeras especies cultivadas con fines productivos,

existiendo registros de su crianza en Egipto desde hace mas de 3,000 afos. Aunque

inicialmente fue considerada una especie parasita tras su introduccion en varios paises, en

la actualidad se emiten numerosos permisos para su cultivo en sistemas acuicolas. Esto se

debe a su rapida tasa de crecimiento, eficiencia en la conversion alimenticia (CA),

resistencia, versatilidad en la alimentacion y su alto valor nutricional como fuente de

proteina. Estas caracteristicas la han convertido en una de las variedades mas comunes de

cultivo en todo el mundo, destacando por su adaptabilidad a diversos sistemas de

acuicultura y su resistencia a enfermedades (Waweru et al., 2019; Sdnchez & Fortes, 2021;

Vajargah, 2021; Abwao et al., 2021; Kamble, 2024).



En 2020, la produccion global de tilapia del Nilo alcanzé aproximadamente 4.4 Mt
(4,407.2 Mt en peso vivo), lo que resalta su importancia en la acuicultura (Yostawonkul
et al., 2023). Debido a su relevancia econdmica en numerosos paises, esta especie se ha
convertido en una de las tres mas distribuidas a nivel mundial, posicionandose como una
de las mas relevantes (FAO, 2022; Geletu & Zhao, 2022). China sobresale como uno de

los principales productores y consumidores de tilapia del Nilo (Xiong et al., 2022).

Ante el notable crecimiento de la poblacion a escala mundial y la urgente necesidad de
garantizar fuentes de alimentos accesibles, el cultivo de tilapia se presenta como una
solucion viable para atender las demandas alimentarias, favoreciendo asi el crecimiento
de la acuicultura. Este sistema ofrece productos con alto valor nutricional a bajo costo,
contribuyendo a la sostenibilidad alimentaria y fomentando el desarrollo socioecondmico,
al generar ingresos para numerosas familias en zonas periurbanas y rurales (Vega-

Villasante et al., 2010; Betanzos et al., 2019; Pomares & Velazquez, 2022).

2.2.4 TILAPIA DEL NILO EN MEXICO

La tilapia (Oreochromis niloticus) fue introducida en México en 1964, desde la
Universidad de Auburn, EE. UU., para sembrarse inicialmente en Temascal, Oaxaca, y
luego en la Presa Miguel Aleman, ubicada en Oaxaca, y posteriormente en la presa
Infiernillo, ubicada en la frontera entre los estados de Michoacan. Tras su introduccion, la
tilapia continu6 estableciéndose con éxito en diversos cuerpos de agua, lo que impulso el
crecimiento de la actividad acuicola en México (CONAPESCA, 2018; Reyes-Trigueros
etal., 2023).

Segtn lo ilustrado en la figura 4 (grafica de la produccion de tilapia, también conocida en
México como mojarra), a partir de 2016 se destaca la participacion de los principales
productores de tilapia en el pais, siendo Chiapas el lider con un total de 35690 t
producidas, seguido por Jalisco con 31760 t y Michoacan con 18010 t. De estos, Chiapas
sobresale por su gran importancia en la produccién y comercio de peces en México

(INAPESCA, 2018; Paredes-Trujillo et al., 2022).

En un estudio reciente realizado por Antonio et al. (2024), se menciona que Chiapas sigue

siendo uno de los principales productores de tilapia, junto con otros estados productores

8



como Jalisco, Nayarit, Sinaloa, Michoacan, Tabasco, Veracruz, Hidalgo y Guerrero. Estos
estados comercializan la tilapia en diversas presentaciones: entera y viva (24.3 %), en
filetes (13.5 %) y como tilapia entera eviscerada, siendo esta tltima la mas consumida,

con un 62.2 % del total.

Produccién acuicola anual de mojarra (2016) por entidad
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Figura 4. Ilustracion grafica de la produccion anual de tilapia representada en miles de toneladas
(CONAPESCA (2018).

2.2.5SISTEMAS DE CULTIVO

El cultivo de tilapia comenzo en 1924 en Kenia y ahora representa mas del 60% de la
produccion acuicola total del pais (Burma, 2018). El sector acuicola dedicado a la
produccion de esta especie busca constantemente la optimizacién mediante diversas
estrategias, incluyendo la gestion de densidades de poblacion y la formulacion de dietas.
Cabe mencionar que actualmente las explotaciones con altas densidades pueden
mantenerse sin una mortalidad significativa, siempre que las condiciones ambientales se
manejen adecuadamente (Biswas ef al., 2018; Kunda ef al., 2021), considerando que gran

parte de estos cultivos se ubican en regiones tropicales y subtropicales (Waweru et al.,

2019; Kamble, 2024).

Un ejemplo es el control de densidad y la manipulacion hormonal del género, manteniendo
asi poblaciones mono-sexuales, especialmente tilapias completamente masculinas,

estrategia que mejora la eficiencia de produccidon, al prevenir la reproduccion



descontrolada, y redireccion de la energia al crecimiento y no a la reproduccion, lo que

permite practicas de cultivo mds intensivas (Alcantar-Vazquez, 2018; El-Azeem, 2023).

| Sistema extensivo

O O € T 4
Cy T O 44 <%
7% O 4

| Sistema intensivo |

Figura 5. [lustracion grafica que muestra la diferencia en la densidad poblacional entre un sistema extensivo
(a) y un sistema intensivo (b).

La gestion nutricional de la tilapia del Nilo en sistemas de cria intensivos y semi-
intensivos se basa principalmente en alimentos formulados (Konnert ef al., 2022). En
contraste, los sistemas extensivos, caracterizados por una menor densidad poblacional
(Figura 5), dependen de alimentos de origen natural, que van desde la productividad
natural hasta los floculos bacterianos (biofloc), junto con el suministro de alimentos
complementarios de calidad (Aliabad ef al., 2022). Se sugiere que los sistemas extensivos
favorecen un mayor crecimiento y reducen la incidencia de enfermedades a diferencia de
los intensivos (Salger ef al., 2020). Sin embargo, la produccién en sistemas que dependen
de fuentes naturales de alimentos tiende a ser limitada, lo que reduce su viabilidad
econdmica y su capacidad para satisfacer las altas demandas del mercado (Wang & Lu,
2016). En la acuicultura de tilapia, la composicion nutricional del alimento es fundamental
para los sistemas intensivos y semi-intensivos, ya que influye directamente en las tasas de

crecimiento, la CA y la salud general de los peces. Por ello, la busqueda de alternativas
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para optimizar la dieta es un aspecto clave en la investigacion y el desarrollo de este sector
(Sandoval-Gallardo ef al., 2022). En estos sistemas, la prioridad es mejorar el rendimiento
y la rentabilidad mediante estrategias que maximicen el aprovechamiento del alimento y
mantengan la calidad del agua, incluso bajo altas densidades de cultivo (Khalil et al.,

2015; Wang & Lu, 2015; Munguti et al., 2022).

En alimentos formulados, se ha observado que la sustitucién parcial de la HP (un
ingrediente comunmente utilizado) por fuentes vegetales puede generar tasas de
crecimiento 6ptimas, al mismo tiempo que reduce los costos de alimentacion (Elyana et
al., 2018). Esto se debe a que los ingredientes vegetales contribuyen al crecimiento
adecuado, logrando un equilibrio nutricional y disminuyendo la dependencia de la HP
(Yousif et al., 2019). Por esta razon, se busca incluir fuentes alternativas, como el uso de
plantas acuaticas fermentadas e hidrolizados de proteinas derivados de desechos de
pescado, los cuales han demostrado mejorar el desempefio en el crecimiento y la eficiencia
alimentaria. (Herndndez et al., 2019; Sandoval-Gallardo et al., 2022). Otro método
implementado para mejorar los sistemas de produccién es el uso de biofloc, una técnica
que aumenta la rentabilidad al apoyar las primeras etapas de crecimiento de la tilapia y
beneficiar a los productores (Munguti ef al., 2022). Con el uso de biofloc, se emplean
sustratos organicos para fomentar el crecimiento de microorganismos y biofloculos, los
cuales proporcionan alimento adicional a los peces como una solucidn para satisfacer la
demanda de alimento suplementario en los cultivos intensivos y semi-intensivos de tilapia.
Esta tecnologia no solo ayuda a reducir los costos de alimentacion, sino que también

mejora la sostenibilidad y rentabilidad de la acuicultura de tilapia (Samaddar, 2022).

2.3 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

Dentro de las necesidades nutricionales, las proteinas cumplen una funcion esencial para
la formacion de estructuras y el funcionamiento de los procesos metabolicos en el
organismo (NRC, 2011; Teles et al., 2020; Magbanua & Ragaza, 2024). La tilapia requiere
una dieta con un alto contenido de proteina (Tabla 6), con un rango general del 24 % al
36 % dependiendo de la etapa de crecimiento. En el caso particular de los juveniles de
tilapia del Nilo, se ha determinado que un nivel 6ptimo de proteina cruda entre el 28 % y

el 32 % favorece un crecimiento maximo (Nguyen & Davis, 2009; Puppo et al., 2017).
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Con respecto al aporte proteico, es importante considerar el perfil de aminoacidos
limitantes, siendo la metionina y la lisina particularmente relevantes para optimizar el
aprovechamiento del alimento y favorecer su crecimiento (Nguyen & Davis, 2009; He et

al., 2016).

Requerimientos nutricionales Requerimientos de aminoacidos (g 16 g™ N)
b) (NRC,2011)  (Niyibizi, 2023)
a) (NRC, 2011)  (Niyibizi, 2023)
Arginina 1.2 4.2
Proteina (%) 30 30 o

Histidina 1.0 1.7
Lipidos (%) 5.7 12 Isoleucina 1.0 3.1
Fibra (%) 0.5 - Lisina 1.6 5.1
i Metionina 0.7 27

Energia
digestible 3,400 4,300 Fenilalanina 11 33

(kcal/kg)
Omega 3 (%) 0.5 1 Treonina 11 33
Omega 6 (%) 0.5 1 Valina 1.5 2.8

Figura 6. Ilustracion comparativa sobre los requerimientos nutricionales de la tilapia en etapa juvenil (a),
haciendo énfasis en las necesidades de aminoacidos esenciales (b), con referencia al NRC (2011) y al trabajo
de Niyibizi (2023). Los requerimientos de aminoacidos esenciales estan expresados en gramos de
aminoacido por cada 16 gramos de nitrégeno (g 16 g N).

El contenido lipidico en la dieta de la tilapia del Nilo es igualmente relevante, con
recomendaciones generales entre el 5 y el 12 %, dependiendo de la etapa de vida y del
sistema de cultivo empleado (NRC, 2011). Los lipidos funcionan como una importante
reserva energética y contribuyen de manera crucial al proceso de asimilacion de vitaminas
liposolubles, siendo el aceite de pescado un ejemplo cominmente utilizado (Dias et al.,
2022). Es importante considerar la composicion de 4cidos grasos, especialmente la
presencia de acidos grasos omega-3 y omega-6, los cuales desempefian un papel clave en

la salud y la respuesta inmunologica de la tilapia (Nuryanto et al., 2022).

Se reconoce que la fibra dietética puede ayudar en la digestion y la salud intestinal,
mejorando el rendimiento en juveniles de tilapia del Nilo (Daniel ef al., 2016). Niyibizi
(2023) menciona que la cantidad adecuada de fibra dependerd de los ingredientes

seleccionados y de como contribuyen al porcentaje total de la dieta.
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La energia metabolizable (EM) es un factor critico en la formulacién de dietas para la
tilapia del Nilo, ya que influye en el crecimiento y las tasas de CA. El requerimiento de
EM para esta especie se estima generalmente entre 2,500 y 3,000 kcal/kg de dieta (Tran-
Duy et al., 2011).

La digestibilidad de las fuentes de energia utilizadas en la dieta puede variar, y es esencial
seleccionar ingredientes que mejoren la disponibilidad de energia. Estudios previos han
indicado que la digestibilidad de la energia de diversas fuentes vegetales puede
diferenciarse significativamente, afectando el rendimiento general del crecimiento (Dias

etal. 2022).

2.4 PRODUCCION HARINA DE PESCADO

La HP es considerada como el ingrediente proteico ideal para los peces por su elevado
valor nutritivo y su palatabilidad (Sharda et al., 2017). Dentro de la industria acuicola se
utiliza ampliamente en la produccion de alimentos peletizados debido a su aporte de
acidos grasos omega-3 como el DHA y el EPA, su excelente contenido de proteinas, con
un perfil balanceado de aminoécidos esenciales, asi como vitaminas. Este ingrediente es
altamente palatable, digestible y favorece el desarrollo rapido de los animales (Hodar,

2020; Zlaugotne et al., 2022).

Para el afio 2030, se proyecta un aumento del 11 % en la produccién de HP y un 13 % en
el consumo de aceite de pescado en comparacion con 2020. Segin datos de la
Organizacion de Ingredientes Marinos (IFFO, International Fishmeal and Fish QOil
Organisation, por sus siglas en inglés), este incremento esta relacionado con el
crecimiento global y la demanda en la produccion alimentaria de las granjas acuicolas (86
%), porcinas (9 %), avicolas (1 %) y animales de compafiia (4 %), segun estimaciones de
la FAO (2022). Debido a su alta demanda (Figura 7), el costo por tonelada de la HP ha
aumentado de $608/t (en el afio 2000) a $1,472/t, y se estima que para 2029 el costo sera
de $1,677 por tonelada (OECD/FAO, 2020; Nunes et al., 2022).
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Figura 7. Produccion global de harina y aceite de pescado de 1976 a 2020. Datos proporcionados por la
IFFO y Newton et al. (2023).

A pesar de ser reconocida como un ingrediente de alto valor proteico, la HP suele estar
asociada con una produccidn ecoldgicamente insostenible, lo que impacta las poblaciones
de pequenos peces pelagicos marinos y genera escasez, inestabilidad en los precios y

dificultades para satisfacer la demanda (Yones & Metwalli, 2015; Schmidt ef al., 2016).

Por este motivo, el sector de la acuicultura estd explorando alternativas de proteinas
sostenibles que puedan disminuir la demanda de HP en la produccion de alimentos para

la acuicultura (Gokulakrishnan et al., 2023).

2.5 ALTERNATIVAS DE HARINA DE PESCADO

La HP es la opcion mas utilizada por los productores como fuente de proteina (origen
animal), abarcando desde un 30% a un 50% en toda la formulacion dietaria. Sin embargo,
considerando las preocupaciones econdmicas y ambientales derivadas del uso de este
insumo, es necesario llevar a cabo mds investigaciones sobre alternativas a la HP. Estas
investigaciones deben centrarse sobre los efectos en el crecimiento, respuesta inmunitaria,
resistencia y la reduccion del estrés en los peces mediante diferentes dietas (Glencross et

al.,2019; Naylor et al., 2021; Aragdo et al., 2022).

En la actualidad, existen alternativas proteicas a la HP para formular dietas, que se

clasifican generalmente en tres tipos: proteinas de origen animal, vegetal o unicelular.

14



Estas ultimas provienen de fuentes microbianas cultivadas, incluyendo bacterias, hongos,

levaduras y microalgas (Zhang et al., 2022).

Estudios realizados con el uso de harina de subproductos avicolas como fuente proteica,
ha demostrado tener una eficiencia al reemplazar hasta un 65% de HP en dietas tanto para
bagres como camarones, sin comprometer su crecimiento (Cruz-Suarez et al., 2007; Hodar

et al., 2020; Garcia-Pérez et al., 2018).

Por otro lado, se han explorado alternativas provenientes de diferentes grupos
taxonoémicos, como el uso de harina de grillo (Gryllus bimaculatus), la cual en estudios
recientes ha comprobado que una sustitucion del 75% o hasta el 100% promueve una
mejora significativa en la ganancia de peso corporal y en la tasa de supervivencia (S)
especifica del bagre (Garcia-Pérez ef al., 2022). También existe el uso de la mosca soldado
negra (Hermetia illucens), la cual ha demostrado ser una alternativa prometedora para
sustituir completamente la HP y promover el crecimiento en O. niloticus (Devic et al.,
2017; Nairuti et al., 2021). De manera similar, ingredientes de origen vegetal, como
algunos concentrados proteicos vegetales y extractos de hojas de guayaba y star
gooseberry, han sido utilizados para mejorar la salud y el crecimiento de la tilapia del Nilo

(Kamble et al, 2024).

Otro ejemplo es la sustitucion de HP por harina de soya en la dieta, un ingrediente con
alto contenido proteico, bajo costo y facil disponibilidad. Sin embargo, presenta
limitaciones por sus posibles efectos negativos, principalmente por dos razones: primero,
cuando se adiciona en concentraciones elevadas, puede comprometer tanto el crecimiento
como la salud intestinal de los organismos acuaticos (Huang ef al., 2017; *Wang et al.,
2017; Zhang et al., 2018; Zhang et al., 2023). En segundo lugar, la incorporacion de
ciertos aminodcidos en estas dietas con harina de soya puede inducir desequilibrios en la
proporcion de aminoacidos esenciales, afectando asi la salud de los organismos (Ayadi et
al., 2010; Ahmed et al., 2019; Chama et al., 2021). Es importante destacar que una
sustitucion inadecuada podria, en lugar de ser beneficiosa, afectar negativamente la
produccion, causando problemas patolégicos en tejidos u 6rganos (*Wang et al., 2017;

Xie et al., 2021).
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2.6 BIOMASA BACTERIANA

Diversos tipos de microorganismos han sido utilizados en nutricién animal. Por ejemplo,
las levaduras se han usado como agentes que mejoran la palatabilidad de las dietas al
usarse en bajas concentraciones, mientras que diversos estudios han demostrado que la
adicion de biomasa de microalgas y cianobacterias a las dietas acuicolas tiende a promover
efectos positivos en los consumidores (Gamboa-Delgado & Marquez-Reyes, 2016). La
BB, especificamente FeedKind® Aqua Protein, desarrollada por la empresa CALYSTA
(Reino Unido, Wilton/Teesside) (Figura 8), se destaca por sus caracteristicas
nutricionales, siendo una excelente fuente de proteinas con una composicion equilibrada
de sus aminoacidos, una alta digestibilidad y la capacidad de promover el desarrollo y la
salud en animales acudticos y terrestres, lo que la posiciona como una alternativa viable
para reemplazar otros ingredientes proteicos (*Chen ef al., 2022). Lo anterior ha sido
demostrado por Zhang et al. (2023), quienes evaluaron el uso de la BB (Methylococcus
capsulatus) en dietas para lubina moteada, sustituyendo diferentes concentraciones de
harina de soya. Los resultados mostraron mejoras significativas en la digestion y absorcion
de nutrientes, asi como en la salud intestinal e inmunolégica, evidenciadas por un aumento
constante en la actividad de enzimas digestivas y una respuesta antiinflamatoria. Estos
efectos también favorecieron una mayor diversidad y equilibrio de la microbiota intestinal.
Cabe mencionar que la Union Europea aprueba el uso de este ingrediente como aporte

nutricional en las dietas (Overland et al., 2010).

La formulacion de FeedKind® incluye bacterias metanotréficas, como Methylococcus
capsulatus, y bacterias del género Bacillus, que pertenece a la familia Bacillaceae y
comprende 293 especies y subespecies. Estas bacterias grampositivas en forma de baston
pueden formar endosporas y adaptarse a condiciones aerdbicas o anaerdbicas facultativas
(Patel & Gupta, 2020; Pei ef al., 2022). Junto a esta se encuentran las bacterias Bacillus
firmus, utilizada como probiodtico o agente biorremediador en acuicultura (Zainuddin et
al., 2022), y Bacillus brevis, cuya clasificacion ha sido revisada tras un analisis de la
secuencia genética del ARNr 16S y sus caracteristicas filogenéticas, que la distinguen de
otros grupos de bacilos. Como resultado de estos hallazgos, Bacillus brevis fue

reclasificada bajo el género Brevibacillus, segin lo propuesto por Shida et al. (1996) y
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respaldado por estudios recientes (Liu ef al., 2024).

En otras especies, como los porcinos, se ha demostrado que Brevibacillus brevis tiene
efectos nutricionales positivos. Al agregar un 10% de esta bacteria en las dietas para
lechones, se observo un crecimiento significativo, reflejado en el aumento del peso final,
asi como una mejora en la CA, junto con un incremento en las actividades de proteasa,

hemicelulosa y amilasa (Che et al., 2016).
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Figura 8: Proceso industrial de produccion de biomasa bacteriana, en el que se detalla desde la fermentacion
con agua y particulas de oxigeno, nitrégeno y metano, hasta la separacion de la humedad. Posteriormente,
la biomasa se seca completamente y se almacena (Fuete: Empresa Calysta).

Estas bacterias, clasificadas como probidticas (concepto acuiiado por Werner Kollath en
1953), contribuyen a mejorar la salud del organismo, y se han propuesto estrategias como
su inclusion en la dieta junto con inmunoestimulantes para mejorar la resistencia y salud
general de los peces (Gasbarrini ef al., 2016; Munir et al., 2016; Yostawonkul et al., 2022;
Fauzi et al., 2024). En este contexto, la adicion de estos microorganismos mejora la
actividad microbiana intestinal, favoreciendo el crecimiento y desarrollo, favoreciendo la

salud general del organismo (Cavalcante ef al., 2020; Magouz ef al., 2023).
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Ademés, diversas cepas bacterianas son reconocidas por su capacidad de remediacion, una
técnica emergente para eliminar sustancias toxicas del medio ambiente mediante la
degradacion o transformacion de una amplia variedad de compuestos, desde sustancias

naturales hasta xenobidticos (Pankaj-Kumar, 2020).
2.7 DIGESTIBILIDAD Y ASIMILACION DE ALIMENTOS

La asimilacion nutricional 6ptima depende de una cuidadosa seleccion y balance de los
ingredientes de la dieta, mediante un analisis detallado de su composicion nutricional y la
evaluacion de combinaciones que cumplan los requerimientos y caracteristicas especificas
de la especie objetivo, con el fin de asegurar la calidad, palatabilidad y digestibilidad
(Kizil & Irudayaraj, 2018; Turchini ef al., 2018). Dentro de este contexto, las proteinas
son nutrientes esenciales, ya que constituyen una fuente de aminodcidos fundamentales
para la asimilacion, el crecimiento y el bienestar de los animales en las granjas acuicolas
(Hua et al., 2019). Por lo tanto, el analisis de su calidad y absorcién por parte del
organismo es crucial para asegurar el mdaximo aprovechamiento de los alimentos

suministrados (Trommelen & van Loon, 2021).

Algunos estudios relacionados con la digestion proteica en la acuicultura incluyen el
analisis de la digestibilidad a través de excretas, empleando el uso de 6xido de cromo y el
didxido de titanio en la dieta como marcadores indigeribles, que permiten calcular la
digestibilidad del nutriente de interés. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la
variabilidad de los resultados dependera de factores como la composicion de las heces, la
pérdida de nutrientes durante la excrecion y malas practicas en la recoleccion de excretas

(Wang et al., 2018; Mmanda et al., 2020).

Otro método es el uso de ensayos “in vitro”, que simulan la digestibilidad de proteinas
mediante enzimas digestivas, con el fin de evaluar la capacidad de las proteinas de un
alimento para ser digeridas y asimiladas en un entorno controlado. Este procedimiento
replica el proceso digestivo, permitiendo calcular la cantidad total de proteinas digeribles
presentes en la muestra (Venkata et al., 2020). Sin embargo, un punto negativo de las
pruebas “in vitro” es la variabilidad bioldgica o ambiental que se puedan llegar a presentar,

un ejemplo es el estrés, ya que puede influir en el apetito de los peces de diversas formas,
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afectando tanto la regulacion homeostatica como heddnica de la ingesta de alimentos

(Conde-Sieira et al., 2018).

2.7.1 ANALISIS ISOTOPICO

Entender la dieta de un consumidor es esencial para analizar las interacciones troficas y
el uso del habitat en los ecosistemas acuaticos. Los organismos consumidores tienden a
reflejar las caracteristicas nutricionales e isotopicas de sus respectivas dietas, por lo tanto,
los isOtopos estables de nitrogeno (6'°N) y carbono (6'*C) se han utilizado como
biomarcadores. Los analisis de valores isotopicos (a nivel de abundancia natural) proveen
herramientas eficaces para rastrear las fuentes nutricionales y para analizar la asimilacion
de los componentes de la dieta en el consumidor (Buchheister & Latour, 2010; Frédérich
et al., 2012; Binstock et al., 2023). El analisis isotopico es derivado de la practica
geologica, y actualmente representa una herramienta utilizada para abordar la
reconstruccion dietaria de un organismo, a partir de una muestra de tejido muscular, hueso,
higado o piel (Boecklen et al., 2011; Gamboa-Delgado & Marquez-Reyes, 2016; Binstock
et al., 2023). En el medio natural, este método ayuda a entender cémo las especies usan
diversos elementos alimenticios, los cuales se ven reflejados en cambios en la
composicion de nitrogeno (8'°N) en tejidos, reflejando asi las fuentes de N y posicionando
al organismo en un nivel trofico especifico (Reitsema, 2013; Garcia-Pérez et al., 2018;
Carrasco et al., 2018). En condiciones de sistemas acuicolas, las técnicas isotopicas han
asistido en la determinacion de la asimilaciéon y algunos parametros metabolicos
(Gamboa-Delgado, 2022). Esta técnica se fundamenta en la estabilidad o el equilibrio de
los is6topos, que actian como biomarcadores naturales, los cuales permiten reconstruir la
historia dietaria de un consumidor o la de su entorno (Turchini et al., 2008; Tulli et al.,

2020; Wilson & Altenritter, 2024).

El factor de discriminacion isotopica se refiere a la diferencia isotopica que puede existir
entre un consumidor y su dieta. En los tejidos ocurre una incorporacion preferencial de
las formas isotopicas pesadas (1*C, 1°N) sobre las ligeras (‘2C, '*N), lo cual provoca un
“enriquecimiento” isotdpico en los consumidores. Los isotopos de N, que suelen
fraccionarse mas que los de C durante la asimilacioén, provocan en el consumidor un

aumento trofico de aproximadamente 3%o para 0'°N y 1% para 8"C, respecto a su
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respectiva dieta (Hussey et al., 2010; MacKenzie et al., 2011). Este fendmeno provoca
diferencias isotdpicas especificas entre los consumidores y sus dietas, conocidas como
cambio trofico. Las mediciones de isétopos estables pueden ademdas proporcionar
informacion sobre la aptitud nutricional de un alimento o sus ingredientes, ya que, como
se indico previamente, los is6topos mas pesados tienden a retenerse en mayor medida en
los tejidos, mientras que las formas isotopicas ligeras son metabolicamente excretadas
(Martinez del Rio et al., 2009). Se ha propuesto que los factores de discriminacion

isotdpica pequetios podrian estar asociados con un mejor desempefo nutricional.

Comparando otros métodos, existe el analisis de la digestibilidad in vitro utilizando la
técnica del pH-Stat, desarrollada por Pedersen & Eggum (1983), que, aunque ha sido util
para estimar el potencial digestivo, no se acerca a una prediccion precisa. Es por este
motivo que el uso de isétopos se ha empleado antes para determinar indirectamente la
digestibilidad y directamente la asimilacion de nutrientes, siendo una herramienta
relativamente reciente en este campo. (Preston et al., 1996; Cheng & Hardy, 2007,
Gamboa-Delgado & Le-Vay, 2009; Felip ef al., 2012). Estos puntos evidencian que la
metodologia de is6topos estables resulta ser un recurso analitico importante que asiste en
la valoracion de la eficiencia nutricional de los alimentos y la aportacion de N y C dietario
(Badillo-Zapata, 2015), agregando la posibilidad de encontrar la viabilidad de nuevos

ingredientes en la acuicultura (Garcia-Pérez et al., 2018).

Varias investigaciones han comprobado la utilidad del uso de mediciones isotdpicas en
estudios relacionados con la nutricion acuicola. Martinez-Rocha et al. (2012), emplearon
en camaron blanco (Litopenaeus vannamei), como modelo para evaluar y cuantificar las
contribuciones del N dietético proveniente de la HP y harina de chicharo en combinacion,
destacando la relevancia de los factores de discriminacion isotdpica para mejorar la
precision en las evaluaciones dietéticas. De igual manera, Gamboa-Delgado et al. (2016)
utilizaron una metodologia similar para evaluar las contribuciones de la HP y harina de
biofloc en la misma especie, confirmando la utilidad de este analisis. Por su parte, Badillo
et al. (2014), emplearon is6topos de N para evaluar la retencion de proteinas provenientes
de harina de subproductos avicolas y la HP en dietas de trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss). Garcia-Pérez et al. (2018) aplicaron isétopos estables de N para estimar las
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contribuciones de una harina de subproductos avicolas y la HP al crecimiento del bagre
(Ictalurus punctatus), validando asi las proporciones adecuadas para sustituir
parcialmente la HP por harina de subproductos avicolas. En virtud de lo analizado, la
integracion del nitrogeno dietético y el uso de isOtopos estables se presentan como
herramientas analiticas clave para evaluar la asimilacion del nitrégeno dietético, optimizar
el crecimiento y garantizar la sostenibilidad ambiental mediante el uso de ingredientes
alternativos, contribuyendo asi al desarrollo de practicas acuicolas mas equilibradas y
responsables. Cabe destacar que, a pesar de su utilidad, esta herramienta requiere de mayor
investigacion, ya que estudios sobre las tasas de recambio isotdpico en tejidos musculares
han reportado diferencias en los tejidos metabdlicamente mas activos, lo que podria
generar discrepancias en las firmas isotdpicas, especialmente en investigaciones a largo

plazo (Buchheister & Latour, 2010; Jenkins et al., 2020; Binstock & Mohan, 2023).
2.8 EVALUACION DE BIOMARCADORES ENZIMATICOS EN HIGADO

La funcion hepatica de los peces es esencial en multiples procesos metabolicos, pero esta
influenciada por diversos factores ambientales y dietarios. Por esta razon, el higado es
considerado un 6érgano modelo ideal para investigar la relacion entre estos factores (Bruslé
& Anadon, 2017). Entre los factores ambientales, la presencia de contaminantes, como
compuestos quimicos industriales en el agua afecta significativamente el metabolismo y
la fisiologia hepatica de los peces, alterando su homeostasis y reduciendo su capacidad de
detoxificacion (Popovi¢ et al., 2023). Un ejemplo es la presencia de hidrocarburos,
derivados de la combustion incompleta de fosiles, madera, combustible o petréleo, los
cuales pueden encontrarse en lagos, productos y cuerpos acuaticos, provocando efectos
adversos para el medio ambiente y el ser humano (De Leo et al., 2016; Frapiccini et al.,
2018; Li et al., 2021). El factor alimentario es referente a los efectos de los bioactivos
presentes en los alimentos que pueden brindar un efecto hepatoprotector o hepatotdxico
(Ganesan et al., 2017; Taheur et al., 2022). Es fundamental evaluar la respuesta de los
parametros fisiologicos en la tilapia del Nilo, que representa un modelo clave para la
investigacion de mecanismos de defensa frente a exposiciones ambientales y dietarias, ya
que el estrés oxidativo puede afectar su capacidad antioxidante y alterar la actividad

fisiologica (Bavia et al., 2022).
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La evaluacion de la actividad enzimadtica hepética es una herramienta 1til para identificar
enfermedades, diferenciar trastornos y determinar dafio en el higado (Lala et al., 2023).
Ademas, permite detectar posibles efectos toxicos asociados a las dietas o a sus
ingredientes, asi como evaluar el potencial beneficioso de ciertos compuestos dietarios
que podrian mitigar los efectos adversos del estrés inducido por agentes externos, como
los xenobidticos. En este contexto, herramientas como los biomarcadores enzimaticos
adquieren relevancia, al permitir una valoracion de los cambios moleculares, celulares y
fisiologicos que reflejan la exposicion a factores ambientales que pueden afectar a los

organismos acuaticos (Aguilera et al., 2015; Saldana et al., 2024).
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3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La acuicultura enfrenta desafios relacionados con el costo y la escasez de la HP, un
ingrediente clave como componente dietético en especies acudticas, entre ellas la tilapia
del Nilo (Oreochromis niloticus). Esta situacion ha generado la necesidad de buscar
alternativas sostenibles que mejoren el rendimiento y reduzcan los impactos ambientales.
En este contexto, la BB se presenta como una opcion viable, ya que podria contribuir a
disminuir los costos de alimentacién y la huella de C de la industria. La tilapia es una
especie ampliamente cultivada, lo que hace crucial una nutricion adecuada para optimizar
su crecimiento. El uso de la BB en su dieta podria mejorar la asimilacién de nutrientes y
promover una mayor eficiencia en la produccion. Para evaluar su asimilacion, el uso de
isotopos estables de C y N seria clave, permitiendo rastrear los nutrientes en los tejidos de
los peces. Adicionalmente, se pretende estudiar el efecto de la BB en la proteccion
hepatica de los peces frente a contaminantes ambientales como los hidrocarburos,
utilizando biomarcadores enzimaticos para evaluar su impacto sobre la actividad

enzimatica hepatica.
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4. HIPOTESIS

La BB se plantea como una alternativa a la HP, debido a que cumple con caracteristicas
nutricionales fundamentales para tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) y promueve el
crecimiento, aportando N y C a la estructura muscular, ademas de tener un efecto hepato-

protector ante la presencia de xenobioticos como el diésel.

5. OBJETIVOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
5.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de una BB sobre el crecimiento, asimilacion de nutrientes y proteccion
hepatica en tilapia del Nilo O. niloticus al aplicar diferentes niveles de sustitucion de HP

en dietas formuladas.

5.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Evaluar los parametros de rendimiento de la especie Tilapia del Nilo
alimentada con dietas formuladas que incluyan diferentes niveles de BB

como sustituto de la HP.

2) Estimar la asimilacion de nutrientes de la BB y de la HP en el musculo de

la tilapia mediante mediciones de is6topos estables de C y N.

3) Analizar a través de las variaciones isotdpicas, los promedios de
permanencia de los nutrientes en el tejido muscular, asi como su
contribucion relativa al cambio isotdpico en funcion de su crecimiento y

tasa metabolica.

4) Analizar el efecto del consumo de diferentes niveles de BB sobre la

respuesta enzimatica hepatica de tilapias expuestas a un hidrocarburo.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 INSTALACIONES DE ELABORACION DE DIETAS Y BIOENSAYO

En las instalaciones de la Facultad de Agronomia (FA) de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn, se formularon cinco dietas experimentales, utilizando como tUnicas fuentes
proteicas distintas proporciones de una HP comercial (ED&F Man, Guadalajara, Jalisco,
Meéxico) y una BB FeedKind Aqua Protein, desarrollada por la empresa CALYSTA (San
Mateo, California, EE.UU.) (Figura 9).

Figura 9. Tlustracion de los dos ingredientes proteicos utilizados en el experimento: la harina de pescado
(a) y la biomasa bacteriana (b).

Tabla 1. Evaluacién bromatologica de los ingredientes empleados en la formulacién de las dietas
experimentales.

Ingredientes Harina de pescado Biomasa bacteriana
(ED&F Man) (CALYSTA)
Materia Seca (%) 92.51 94.72
Proteina (%/BS) 58 59 67.35
Lipidos (%) 10.83 8
Ceni 14.85 9.82
enizas

La elaboracion de las dietas experimentales tuvo lugar en el Departamento de Maricultura
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL. Los analisis bromatolégicos de los
ingredientes (Tabla 1) y las dietas (Tabla 2) se realizaron en el Laboratorio de Nutricion
y Calidad de Alimentos de la FA y el Laboratorio de Nutricion de la Facultad de
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la U.A.N.L.
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El andlisis de isotdpico fue realizado en las instalaciones del area de is6topos estables, del
Departamento de Ciencias Vegetales de la Universidad de California, Davis. Los estudios
enzimaticos de ALP, CAE y GST, se llevaron a cabo dentro del Laboratorio de Produccion

Acuicola de la FMVZ de la UANL.

6.2 DIETAS EXPERIMENTALES

La elaboracion del alimento se realizo en el laboratorio de Maricultura de la FCB, el 5 de
marzo del 2024. Se disefiaron cinco tratamientos experimentales isonitrogenadas (40% de
proteina cruda) que cubriera los requerimientos nutricionales de la tilapia publicados por
NRC (2011). Estas dietas se formularon incluyendo como tunicas fuentes proteicas,
mediante una HP (ED&F Man) con 58.59% proteina, y una BB (FeedKind®) con 67.35%
de proteina. La dieta control tuvo 100% HP y en las dietas experimentales se procedio a

sustituir de forma gradual un 25 % la HP por BB (Tabla 2).

Figura 10. Ilustracion general del proceso de manufactura de las dietas experimental para O.
niloticus en presentacion de pellet, tamizado de harina (a), pesaje individual (b), mezcla de
ingredientes(c), obtencion del pellet por el molino Torrey (d), alimento en la estufa de aire forzado
(e), alimento envasado (f).

El proceso se comenzo con el pesaje de cada ingrediente de forma individual, aquellos
con un peso menor a 100 g se midieron en una balanza (OHAUS TRAVELER®;
Parsippany, Nueva Jersey, Estados Unidos), mientras que los mayores a 100 g en una
bascula electronica (TORREY E-15; Monterrey, Nuevo Leon, México), asegurado asi el

peso exacto de cada uno (Figura 10).
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Tabla 2. Formulacion de las cinco dietas experimentales para cria de tilapia Oreochromis niloticus (g/kg
de dieta), empleada para el estudio de parametros de rendimiento, crecimiento, funcidén hepatoprotectora y

la asimilacion nutricional.

Dieta (g/kg) 100HP 75HP:25BB S0HP:50BB HP25:75BB 100BB
Harina de pescado® 515 386.3 257.6 128.7 0
Biomasa bacteriana® 0 125 250.2 375.25 500
Aceite de pescado® 41 44 47 50 53
Celulosad 168 177 185 193 201
Fécula de maiz® 261 252.7 2452 238.05 231
Alginato de sodio 10 10 10 10 10
Premezcla vitaminas® 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Premezcla 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
minerales”
Total 1000 1000 1000 1000 1000

@ ED&F Man, Liquid Products (Guadalajara, Jalisco, México); ®Feedkind, CALYSTA (Londres, Reino
Unido); “Super alimento para masctoas SPM, (Monterrey, N.L., México); Aviscel, ‘FMC Corporation
(Cork, Irlanda): *Maizena®, Unilever Manufacturera, S. de R.L (Tepalcapa, Tultitlan, Estado de México);
Desarrollo de Especialidades Quimicas DEQ (Garcia, N.L., México); "

Premezcla de vitaminas (composicion por kg), retinol, 4,000,000 IU; colecalciferol, 3,200 IU; tocoferol, 60
g; menadione, 16 g; tiamina, 24 g; riboflavina, 16 g; DL pantotenato de Ca, 30 g; piridoxina, 30 g;
cianocobalamina, 80 mg; 4cido ascorbico, 60 g; biotina, 400 mg; niacina, 20 mg; acido folico, 4 g.

4 Premezcla de minerales (composicion por kg): Co, 2 g; Mn, 16 g; Zn, 40 g; Cu, 20 g; Fe, 1 mg; Se, 100
mg; 1,2 g.

Los ingredientes fueron colocados individualmente en los recipientes correspondientes de
4.25 L de acero inoxidable, para después ser mezclados durante 8 minutos a una velocidad
de 2rpm, utilizando una batidora modelo Classic KitchenAid White®, K45SSWH,
Apodaca, N.L, México), tras lo cual, se incorpor6 cuidadosamente el aceite de pescado y

se mantuvo la agitacion durante 10 minutos adicionales.

Una vez obtenida una mezcla homogénea, se afiadieron entre 350 y 600 ml de agua a 32°C

y se continud el mezclado a 3 rpm durante 10 minutos, hasta alcanzar una consistencia
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similar a la de una masa de pan. La masa fue procesada en un molino de mesa para carne
(Torrey, M22RW, Monterrey, México), obteniendo pellets de 1.6 mm de didmetro. Las
porciones de alimento se distribuyeron en charolas individuales por dieta y se sometieron
a secado en un horno de conveccion (Quincy Lab Inc 10GC) a 105 °C durante 15 minutos.
Finalmente, los pellets se almacenaron en contenedores herméticos para su conservacion

y uso posterior.
6.3 ANALISI BROMATOLOGICOS

6.3.1 MATERIA SECA (METODO 967.03, AOAC)

Se empled el método de secado en una estufa de conveccion forzada (Yamato DKM-310C,
Scientific America®; Oven, Japan) para medir los solidos excluyendo el agua en la
muestra (Figura 11), considerando que los resultados son sensibles a las condiciones de

secado, como el tiempo y temperatura (Thiex & Richardson, 2003).
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Figura 11. Pesaje de muestras (a), muestras colocadas en la estufa de aire forzada (b).

Se seleccionaron las charolas y se precalentaron en la estufa a 100+£5 °C durante 15
minutos, tras lo cual se enfriaron en un desecador por el mismo periodo. A continuacion,
se registraron los numeros de identificacion y los pesos iniciales de las charolas,

ajustandolos a cero mediante la tara.

En cada charola se colocaron 100 g de muestra de la dieta experimental, las cuales fueron
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introducidas nuevamente en la estufa a 100+£5 °C durante 16 horas para eliminar la

humedad y garantizar una medicion precisa de la materia seca (Undersander ef al., 1993).

Posteriormente, las charolas se retiraron de la estufa y se dejaron enfriar en el desecador.

Finalmente, se realiz6 el pesaje final de los crisoles con las muestras secas.

MS =(C3-Cl1) * 100
C2
* MS 100° = Materia Seca
* C1 = Peso charola
» C2 = Peso muestra antes/estufa.

* C3 = Peso muestra después/estufa

6.3.2 GRASA (METODO AM 5-04, AOCS)

La determinacién de lipidos se realizé mediante métodos de extraccion con una solucion
de disolventes organicos (Figura 12), aprovechando la solubilidad de los lipidos. Se utilizé
éter de petrdleo como disolvente para la extraccion de lipidos de los alimentos, ya que
permite liberar y disolver los lipidos al romper enlaces con proteinas o carbohidratos

(Ellefson, 2017).

Las bolsas de filtro ANK/XT4 se etiquetaron para su identificacion, se colocaron en
soportes y se pesaron en una balanza analitica. Posteriormente, se ajust6 la tara de las
bolsas (igualando a cero), se introdujo 1 g de muestra en cada bolsa y estas se sellaron

herméticamente (Jonas et al., 2020).

Las bolsas selladas se colocaron en una estufa precalentada a 100°C durante 5 horas para
eliminar la humedad, mejorar la extraccion de lipidos y aumentar la superficie efectiva de

la muestra durante el proceso de extraccion (Pomeranz & Meloan, 1994; Ellefson, 2017).
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Figura 12. Proceso realizado para la obtencion de la grasa total de las dietas experimentales: pesaje de las
muestras (a), primer secado en la estufa (b), colocacion de las muestras en el extractor de grasa (c), adicién
de la solucién de éter de petroleo (d), retiro de las muestras y colado en la estufa por segunda vez (e), y,
finalmente, pesaje de las muestras secas por segunda vez (f).

Las muestras secas y pesadas se colocaron en el extractor XT15 y se afiadieron 350 ml de
éter de petroleo como solvente. El proceso se llevd a cabo automdticamente a 90°C
durante 40 minutos. Tras la extraccion las muestras, se secaron (eliminar residuo del éter)
en una estufa a 100-105°C durante 30 minutos, se enfriaron en un desecador durante 15
minutos y se pesaron para obtener los resultados finales del analisis de grasa (Jonas et al.,

2020).

GBS = P2-P3 *100
Pl
e MS 100° = Materia Seca
e P1=Peso delabolsa
e P2 =Peso de la muestra

e P3 =Peso de la muestra después del proceso

6.3.3 CENIZA (METODO 942.05, AOAC)

Para determinar la materia inorganica, se eliminé el agua y la materia orgénica mediante
el calentamiento en un horno de mufla (Figura 13) (Lindberg Thermo Scientific®;

Waltham, Massachusetts, EUA). Este andlisis proporcion6 una medida precisa del
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contenido mineral o materia inorgénica total en la muestra (Thiex et al., 2012).

Las muestras se incineraron a 530°C durante 3 horas en un horno de mufla, eliminando la
materia organica y dejando solo las cenizas minerales. Después de enfriar en el desecador,
se colocaron las muestras en una estufa a 100°C durante 15 minutos, se pesaron para

calcular la cantidad de ceniza en cada muestra.

a)

Figura 13. Pesaje de los crisoles y las muestras (a), muestras en el desecador (b), muestras en el horno
(c), muestras colocadas en el desecador (d), registré de peso de las cenizas (e).

C%= Cl-C3 *100
B
C%: Ceniza
C1=Peso del crisol

e (2= Peso de la muestra

e (3= Peso después del horno

CM% = C% *100
MS%
e (CM%-= Porcentaje de ceniza en base seca
e (C=Ceniza

e MS%-= Porcentaje de materia seca
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6.3.4 ENERGIA

Para este procedimiento las muestras se colocaron en cépsulas de gelatina como método

para contener las muestras durante la combustion. (Hopper et al., 2023).

Figura 14. Muestras pesadas y en capsuladas (a), muestra con alambre de combustion (b), muestras
colocadas en la bomba de induccion saturada con oxigeno (c), muestras en la bomba calorimétrica (d),
monitoreo de la temperatura para llevar a cabo la combustion de la muestra (e), se retira el residuo del
alambre de combustion y se mide en centimetros (f).

Se pesod la cépsula destinada a contener la muestra y se registro6 su peso inicial. A
continuacion, se registr6 el peso neto de la muestra (Figura 14). Las muestras
encapsuladas se colocaron en una bomba calorimétrica adiabatica, la cual fue previamente

presurizada con oxigeno.

Posteriormente, la bomba se sumergi6 en un calorimetro adiabatico lleno de agua para
igualar la temperatura del sistema, registrandose la temperatura inicial. La combustion se
inici6 al hacer contacto con el alambre de ignicion con la muestra, encendiéndola mediante
corriente eléctrica, lo que provocd la liberacion de calor (McGill et al., 2004). Este calor
incremento la temperatura del sistema, y se registro la temperatura final del agua una vez

que dejé de aumentar. Finalmente, esta temperatura final se utilizd para calcular la
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cantidad de calor liberada durante la reaccion de combustion, determinando asi la energia

contenida en la muestra.

Energia= (2000* Tf-To) - (10-Ra)*2.3
(C2)-(3816*C1) * 1.09688368590794

e E=Energia

e (Cl=Peso de la capsula
e (2= Peso de la muestra
e To= Temperatura inicial
e Tf=Temperatura final

e Ra= Restos de alambre

6.3.5 FIBRA (METODO AM 6-05, AOCS)

El proceso inici6 con la identificacion y el registro del peso inicial de las bolsas de filtro
F57 ANKOM, disenadas para la retencion de particulas finas segiin el método AOAC
962.09. Posteriormente, las bolsas se tararon en una balanza analitica y se introdujeron las

muestras de las dietas en su interior.

Las muestras, en bolsas selladas, se procesaron mediante un analizador de fibra (Ankom,
Nueva York, EUA), utilizando detergente neutro (NDF) y detergente acido (ADF) como
reactivos, siguiendo los procedimientos descritos por Kati¢ et al. (2009) y Fahey et al.

(2019) (Figura 15).
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Figura 15. Tlustraciones del proceso de anélisis de fibra para ambos métodos NDF y ADF, pesaje de las
muestras en bolsas F57 (a), colocacion de las muestras en la estufa (b), muestras en el separador (c),
colocacion en un analizador de fibra (d), monitoreo y adicion de las soluciones correspondientes al proceso
(e), segundo pesaje, posterior al secado en la estufa forzada (f).

El NDF separ6 los componentes de alimentos dificiles de digerir y se le agregé alfa
amilasa con el fin de eliminar almidones. Mientras que el ADF se utiliza para eliminar las

hemicelulosas y obtener un residuo con bajo contenido de N.

La hemicelulosa se calcul6 con la diferencia entre el NDF y el ADF. Finalmente, la lignina
se obtuvo al tratar el residuo de ADF con &cido sulftrico al 72%, lo que provoca la
disolucion de la celulosa. Al finalizar cada etapa (ADF, NDF y lignina) las bolsas con las
muestras permanecieron en el horno (100-105°C), posterior a esto se tomo el pesaje de

cada muestra (Fahey et al., 2019).

Formula:

e Celulosa (%) = Residuo de ADF (%) - Lignina (%)

e Hemicelulosa (%) = Residuo de NDF (%) - Residuo de ADF (%)
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6.3.6 PROTEINA

El contenido proteico de las dietas se determinod mediante el método de Kjeldahl, basado
en la medicion del contenido de N en las dietas experimentales (Thompson et al., 2002).
Este método convierte el N proteico en iones de amonio mediante la ebullicion de acido
sulfurico en presencia de un catalizador. Posteriormente, la mezcla reactiva se vuelve
alcalina, y el amoniaco liberado se separa mediante un proceso de destilacion y se

cuantifica mediante una titulacion acido-base (Figura 16).

Las muestras se pesaron en una balanza analitica y, una vez envueltas en papel, se
introdujeron en tubos Kjeldahl Tecator junto con 2.5 g de sulfato de cobre como
catalizador. Este procedimiento se realizd bajo una campana extractora (BIOBASE,
FH1200X: Fremont, California, EUA). En los tubos Kjeldahl se afiadio 4cido sulftrico
concentrado junto con mezclas de sales catalizadoras, y las muestras fueron agitadas
suavemente. Posteriormente, los tubos se colocaron en un bloque digestor y se calentaron

a 400 °C durante 3 horas (Amin et al., 2004).

Al finalizar la digestion, se permitid que las muestras se enfriaran. Luego, se transfirieron
a matraces de bola, donde se afiadieron 30 ml de agua destilada a temperatura ambiente
(no menor a 25°C). Para prevenir la formacion de espuma y evitar desbordamientos
durante el proceso de ebullicion, se afiadieron pequefias perlitas de vidrio a cada matraz

(Singh et al., 2021).

El contenido de los tubos Kjeldahl se transfirié a los matraces correspondientes siguiendo
las etiquetas previamente establecidas. Estos matraces se colocaron en una parrilla en el
aparato de destilacion Kjeldahl, donde se encendieron las parrillas. Antes de colocar cada
matraz en la parrilla, se afiadieron con precaucion 100 ml de hidréxido de sodio (NaOH
al 40%) Se colocaron matraces Erlenmeyer con una cantidad de 100 ml de acido bérico y

un indicador Thashiro en el destilador (10 gotas) (Singh ef al., 2021).
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Figura 16. Ilustracion general del método de Kjeldahl, pesaje de la muestra, envuelta en papel (a),
colocacion de la muestra en el tubo Kjeldahl junto con sulfato de cobre y acido sulftirico (b), tubos colocados
en el bloque digestor (c), cambio de coloracion en las muestras tras 3 horas a 375°C (d), cambio de la
muestra a matraces bola con reactivos para aforar y preparacion de reactivos en matraces Erlenmeyer con
solucion rosa (e), colocacion de ambos tipos de matraces en el equipo Kjeldahl (f), espera del proceso de
destilacion dentro del Erlenmeyer con solucién verde (g), proceso de titulacion utilizando probeta y acido
clorhidrico para determinar la concentracion final (h).

Los matraces Erlenmeyer captaron el N liberado del matraz bola, hasta que su contenido
cambid de color a verde y alcanzaron un volumen entre 150 y 200 ml, momento en el cual
se retird el matraz Erlenmeyer para iniciar la titulacion. Se retiraron los vasos y se afiadio
4cido clorhidrico al 0.IN, (4ml de H?0 y 8.33 ml de 4cido clorhidrico) gradualmente,
agitando hasta que se observo un cambio de color, que debia pasar de rosa a gris, marcando

un punto importante en el analisis.

% N = ml HCI muestra — ml HCI blanco x Normalidad del HCI x 0.014 x 100

W muestra

%PC = (%N) * (6.25) %PC (BH) = [{%PC (BS)} * MS]/100
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6.4 DISENOS EXPRIMENTALES
6.4.1 BIOENSAYO E INSTALACIONES

Este estudio cont6 con la revision y aprobacion del Comité de Bioética y Bienestar Animal
de la FMVZ (Folio 036/2023). El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de
Produccion Acuicola de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la
Universidad Autonoma de Nuevo Leon (UANL), ubicado en ExHacienda del Canadé, CP
66064, General Escobedo, Nuevo Ledn, México.

La sala de bioensayo cont6 con 20 acuarios de vidrio de 5 mm de grosor, cada uno con
dimensiones de 125x40x40 cm y un volumen de 120 litros (Figura 17). Los acuarios
contenian agua dulce y se equiparon con un termémetro de mercurio para la medicion de
la temperatura. Ademads, se implement6 un sistema de inyeccidon de aire mediante una
bomba para garantizar la oxigenacion del agua. Cada acuario fue acondicionado con un
sistema de filtracion individual ubicado en una de sus esquinas. Este sistema consistio en
una bomba sumergible H-430 (marca BIOPROTM) y un filtro mecanico compuesto por
una esponja filtrante dual (marca AZOO). Para la filtracion bioldgica, se incorporaron 45
bioesferas (BIOPROTM) junto con piedra volcanica (Figura 18). La filtracion quimica se
realizd mediante la adicion de 50 g de carbon activado (marca BOYU) y 50 g de zeolita
(marca IMAGITARIUM). Previo al ingreso de los peces, los acuarios fueron sometidos a
un proceso de desinfeccion. Inicialmente, se utilizé una solucion de cloro y agua a una
temperatura de 30 °C, dejandola actuar durante 4 horas. Posteriormente, se realizd una

segunda limpieza con agua y un eliminador de cloro (marca BIOMA).

Tras este procedimiento, los acuarios se dejaron secar sin agua durante 48 horas para
garantizar su correcta preparacion antes del experimento. Para optimizar la disponibilidad
de oxigeno en los acuarios (6 mg/L), se instalaron piedras difusoras conectadas a un
sistema de tuberias mediante mangueras de silicona de 4 mm de diametro. Este sistema
contaba con valvulas para la regulacion del flujo de aire y estaba vinculado a una bomba
tipo blower (modelo PRB20-510, de fase tnica), la cual proporcionaba aireacion y el
oxigeno necesario a cada acuario. Con el propodsito de mantener una calidad 6ptima del
agua y garantizar una adecuada oxigenacion, se implementaron recambios diarios de entre

20 y 40 litros de agua, ademds de un recambio semanal equivalente al 40 % del volumen
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total del acuario. Este procedimiento permitidé conservar los niveles recomendados de
calidad del agua, manteniendo valores de 0 mg/L de amonio y nitritos y menores a 25

mg/L de nitratos.

Figura 18. Material filtrante y equipo utilizado en los acuarios: canutillos, roca volcénica, bio-esferas y
piedras difusoras (a); medidores de amoniaco y productos quimicos como anticloro (b); y bomba para la
circulacion y oxigenacion del agua en el acuario (c).
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6.4.2 UNIDADES EXPERIMENTALES

Se utilizaron tilapias del Nilo en etapa de alevin, con un peso de 0.14 + 0.06 g. Estos peces
fueron adquiridos en una unidad de produccion acuicola ubicada en Soto la Marina,
Tamaulipas, México, la cual cuenta con certificacion de sanidad acuicola. Para su traslado,
fueron transportados en bolsas plasticas dobles, cada una con 1.5 litros de agua y una
saturacion de oxigeno superior a 4.5 ppm. El transporte tuvo una duraciéon de cinco horas
hasta su llegada a las instalaciones del laboratorio de Produccion Acuicola de la FMVZ

de la UANL.

Figura 19. Arribo de los peces (aclimatacion en los acuarios) (a), inicio del periodo de cuarentena (b),
monitoreo de la calidad del agua (c), comienzo de la alimentacion con alimento comercial (d).

Dentro de la sala de bioensayo, los alevines fueron distribuidos en tres peceras, donde se
estableci6 un periodo de aclimatacion de siete dias, con un fotoperiodo de 12 horas de luz
(Figura 19). Durante este tiempo, se monitored la produccion de amonio y se suministro
alimento comercial para adaptarlos a las condiciones locales y establecer un valor
isotopico basal. Ademas, se registré la frecuencia alimentaria y se observd su

comportamiento.

Al mediodia del séptimo dia, se inicid la distribucion de los peces en los acuarios
experimentales. Para ello, se realizo el pesaje de 100 unidades experimentales utilizando

una bascula digital de precision (FX-20001 Precision Balance, 2200g x 0.01g, A&D). A
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partir de estos datos, se determind el rango de pesos de los peces mediante un histograma
(Figura 20). Con los rangos de peso establecidos, se procedio a distribuir los peces en los
acuarios, manteniendo asi un rango de pesos similar en cada acuario, y asignando un peso
inicial (biomasa) para cada acuario y tratamiento, los cuales fueron organizados en

bloques aleatorios.

Figura 20. Retiro del exceso de agua en los peces con toallas himedas (a), primer pesaje (histograma) (b),
distribucion de los peces en los acuarios (c), inicio del experimento con 18 peces por acuario (d), ajuste
diario de la cantidad de alimento por acuario y recoleccion de los residuos de alimento (f).

6.4.3 ALIMENTACION

La distribucién de las dietas fue con un disefio completamente al azar y se efectuaron los
tratamientos con 4 repeticiones (peceras) por tratamiento (18 peces por pecera). Los
juveniles de tilapia fueron alimentados en una frecuencia de tres veces al dia, a las 9:00,

13:00 y 19:00 horas, con sus respectivas dietas experimentales.

Se comenz6 con una racioén inicial de alimento equivalente al 15% de la biomasa total de
alevines en el acuario. Para el segundo dia del bioensayo, la cantidad de alimento se ajusto
de acuerdo con los residuos de alimento del dia anterior, aumentando o disminuyendo

entre un 3% o 5% de dieta para la siguiente alimentacion.
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6.5 PARAMETROS DE RENDIMIENTO

Los parametros de rendimiento de las unidades experimentales fueron registrados los dias
0,15 y 30 del bioensayo (Figura 21), seguido por la estimacion del peso total (biomasa)
de cada acuario, el cual se determin6 como la sumatoria de los pesos individuales de cada
pez presentes en cada acuario. Para calcular los parametros de rendimiento

correspondientes, se aplicaron las férmulas siguientes.

Figura 2 1. Monitoreo constante del peso de los peces durante el bioensayo

Tabla 3. Calculos de los parametros zootécnicos en animales de produccion.

Parametros de

.. Formula Referencia
rendimiento ormu

Ramirez et al.,

Ganancia de peso del GP = Peso final — Peso inicial 2016

periodo (GP) (g)

Huarilloclla-

T imient S . .
asa de crecimiento (Peso final — Peso inicial) / tiempo del bioensayo Ramos, 2022

promedio (g)

(Peso final — Peso inicial / Peso inicial) * 100 Martin

T imient
asa de crecimiento Penadi]]o, 2018

Tasa de crecimiento Pérez & Goémez

especifico (%) (Peso final- Peso inicial) * 100 / tiempo del etal, 2018
bioensayo
Tasa d i6 Total, del ali t id ia d

:lsierln ; fiz?zzrrjlc;n otal, del alimento cpoer;s;)u(gl o (g)/ganancia de Hernéndez-
g Lozano &

Fajardo, 2019)
Tasa de Sobrevivencia i i . i o Mosquera-

(%) (Numero final de sobrevivientes/ Nimero inicial Medina, 2018

de animales) * 100
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6.6 ANALISIS DE ISOTOPOS ESTABLES

Los dias experimentales 0, 2, 4, 8,15, 22 y 28 del estudio, se muestrearon (antes de la
primera dosis de comida) aleatoriamente un pez por unidad experimental y en el dia 30,
un duplicado de peces. Esto con el propdsito de obtener las muestras de tejido muscular
para el estudio de asimilacion de nutrientes mediante la informacion isotdpica del
nitrogeno (8'°N) y del C (8'3C) aportado por las dietas experimentales. Para la obtencion
del tejido muscular (Figura 22), los peces pasaron por un proceso de eutanasia mediante
un shock de hipotermia (aprobado por el Comité de Bienestar Animal de la FMVZ; Folio
036/2023) y fueron almacenados para su posterior andlisis en un refrigerador a una
temperatura de -80°C. Posteriormente el dia 30 (final del bioensayo), se obtuvieron las

muestras necesarios para el analisis isotopico (Garcia-Ponce, 2012).

Figura 2 2. Seleccion de los peces (a), eutanasia mediante shock térmico (b), registro individual del pez,
encapsulado y almacenado en el congelador (c), recoleccion y clasificacion de las muestras (d), secado de
los peces en la estufa durante 24 horas a 60°C (e), homogenizacion de las muestras utilizando un mortero
(f), pesaje de las muestras en capsulas de estafio (g), registro de cada muestra en una caja de Petri para su
posterior envio para el analisis elemental e isotopico (h).

Estas muestras pasaron 24 horas en una estufa de secado de conveccion forzada a 60°C

(Heratherm OMS; Thermo Scientific), esto para poder obtener las muestras de forma
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deshidratada, para posteriormente molerlas con la ayuda de un mortero y pistilo hasta

obtener una consistencia fina y homogénea.

Las muestras se almacenaron en tubos de 1.5 ml tipo Eppendorf. Posteriormente, se
pesaron con una balanza digital de alta precision (modelo FX-20001 Precision Balance,
con capacidad de 2200 g y precision de 0.01 g, marca A&D) para obtener una muestra de

1+0.1 mg.

Estas muestras se colocaron en microtubos de tipo estafio (capacidad 0.5 ml), previamente
marcados, los cuales se ubicaron en una placa ELISA de 96 pozos. Finalmente, las
muestras preparadas se enviaron al Stable Isotope Facility de la Universidad de California,

Davis, para su SIA de C y N (Gamboa et al., 2016).

En la Universidad de Davis, se aplicé un analisis isotdpico y elemental a las muestras de
peces e ingredientes. Se utilizd un equipo PDZ Europa AMCA-GSL, acoplado a un
espectrometro de masas con flujo continuo de isétopos estables PDZ EUROPA 2020
(Gamboa et al., 2020).

Cada que se analizaron 10 muestras, se analiz6 un estandar interno (nylon,albimina), con
el fin de mantener consistencia. Los valores isotopicos se expresaron en notacion delta
(0), definida como parte de las unidades (partes por mil, %o) de desviaciones comenzando
con los valores isotopicos del N y C estandarizados por los materiales estandar de
referencia (nitrégeno atmosférico) y para C Viena Pee Dee Belemnite (VPDB). Se empled
el término “factor de discriminacién” con el propdsito de representar las variaciones en
las proporciones isotdpicas entre un consumidor (ya sea el organismo completo o un tejido
particular) y su alimentacion, una vez logrado el equilibrio isotopico (A°N o A’C)

(Cherel et al., 2005).

6.6.1 DETERMINACION DE LAS APORTACIONES NUTRICIONALES
AL CRECIMIENTO

Para evaluar las aportaciones nutricionales al crecimiento de los organismos estudiados,
se implementé un modelo de mezclas isotopicas que toma en cuenta las variaciones

isotopicas presentes entre los distintos insumos alimenticios (HP y BB) y el consumidor

43



(tilapia). Este modelo permitio estimar la proporcion del crecimiento atribuible a las
diferentes fuentes de nutrientes presentes en la dieta, considerando el tamafio de la muestra

y la variabilidad isotopica.

A lo largo del periodo de estudio en la etapa del bioensayo, los peces incorporaron y
almacenaron en su organismo los aportes dietéticos de N y C contenidos en los
ingredientes de las dietas experimentales. Estos elementos (N y C) fueron analizados en
funcion de sus valores isotdpicos, tanto en las dietas como en sus ingredientes y en las

muestras de tejido de los peces.

Las estimaciones de asimilacion proporcional se derivaron de un modelo de mezcla
isotopica de un iso6topo y dos fuentes nutricionales (Phillips y Gregg, 2001, 2003). La
firma isotopica del consumidor (0c) se puede expresar como una combinacion lineal de

las firmas isotopicas de las fuentes dietarias (0A y dB), segtn la siguiente ecuacion:
dc=fA 6A+fB 0B

Donde:

e Jdc:firma isotopica de la mezcla obtenida del organismo en estudio.
e OJA y 0B: firmas isotdpicas de las fuentes A (HP) y B (BB), respectivamente.
e fAy fB: fracciones proporcionales que indican la contribucion de cada fuente a la

dieta del consumidor.

Es fundamental que las fracciones de las contribuciones de las fuentes cumplan la

restriccion:

fA + fB=1

Para resolver este sistema de ecuaciones y asi estimar fA y {B, se reorganizo la ecuacion

original, lo que permitid expresar la fraccion de la fuente A como:
fA=dc— fB 0B / 6A

Sustituyendo fB por 1—fA, se facilito la estimacion de las proporciones de cada fuente en

relacion con las firmas isotopicas obtenidas en el estudio.
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6.6.2 DURACION PROMEDIO DE RESIDENCIA ELEMENTAL EN LOS
TEJIDOS E INDICE DE RECAMBIO DE NUTRIENTES

Con el fin de obtener una interpretacion metabolica a partir de los datos de las firmas
isotdpicas de carbono (C) y nitrogeno (N) obtenidos en los andlisis, dichos valores se
integraron en un modelo exponencial propuesto por Hesslein et al. (1993), el cual asocia
los cambios isotdpicos con el tiempo y el crecimiento. Este modelo permitié determinar,
en tilapia, la contribucion del metabolismo y del crecimiento somatico al recambio

isotopico observado.
C muestra=Cn+ (CO0— Cn)e — (k + m)t

e Cmuestra: Valor isotopico de la muestra de tejido muscular en el tiempo (¢, dias).

e (n: valor isotopico que las tilapias alcanzan cuando estan en equilibrio con una dieta
recién administrada.

e (O: El valor isotopico de N y C en el tejido muscular en equilibrio con la dieta inicial.

o e: Constante matematica de Euler, aproximadamente igual a 2.71828.

e m: Parametro que representa la tasa de renovacion del tejido metabdlico. Este
parametro es desconocido y se estimo6 por medio de regresion no lineal iterativa.

e t: Tiempo en el que se toma la muestra de tejido muscular (dias).

k = In (WF/WO)/t

e k: Constante de crecimiento requerida para en modelo de Hesslein.
o Wf{: El peso al final.
e WO: Es el peso inicial medido durante el ensayo biologico.

t: tiempo en dias del bio ensayo.

6.7 EVALUACION DE BIOMARCADORES ENZIMATICOS
6.7.1 EXTRACCION DE MUESTRA HEPATICA

El dia 30, se seleccionaron aleatoriamente 20 peces de cada dieta experimental en cada
tratamiento. De estos, aleatoriamente 10 fueron inyectados con 0.2 mL de aceite de

pescado (Omegas Esenciales, SPM, Monterrey N.L.), como grupo control (A), mientras
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que los otros 10 recibieron 0.2 mL de aceite de pescado comestible mezclado con 20 pL/kg
de diésel (D) (obtenido de una gasolinera en General Escobedo, N.L.). La dosis se
determinod segiin Cruz-Valdez (2005) como no letal para los peces, y se fue administrada
via intraperitoneal, mediante una aguja de calibre 27G x 13 mm en una jeringa de 1 mL
(Figura 23). Tras la inyeccion, los peces fueron retornados a sus respectivos acuarios y
mantenidos bajo su tratamiento durante 24 o 48 horas. Posteriormente, la mitad de los
organismos fueron sacrificados a las 24 horas mediante shock hipotérmico,
sumergiéndolos en agua con hielo. El mismo procedimiento se realiz6 a las 48 horas,
conforme a las Directrices para la eutanasia de animales de 2020 (AVMA). Este
procedimiento es el segundo método mas utilizado para la eutanasia en la acuacultura

(Mocho & von Krogh, 2022).

Figura 2 3. Jeringas preparadas con ambos tratamientos, diésel y aceite (a), aplicacion de los tratamientos
via peritoneal (b), recoleccion de higado a las 24 y 48 horas (c), homogenizacion de las muestras utilizando
un mortero (d), centrifugacion de las muestras para obtener el paquete enzimatico (e), almacenamiento de
las muestras en un ultra congelador (f).

Después de la eutanasia, se realiz6 un corte longitudinal en el abdomen con una navaja de

bisturi nimero 22 (HERGOM®) para obtener el higado. Las muestras fueron colocadas
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en tubos tipo Eppendorf de 1.5 mL y almacenadas en un ultracongelador a -150 °C (Sanyo
VIP+ MDFC2156VANC, Japén) (Nunes & Costa, 2019). Una vez obtenidas todas las

muestras, se llevo a cabo el estudio de la evaluacion enzimatica de ALP, CE y GST.

6.7.2 EVALUACION DE BIOMARCADORES ENZIMATICOS EN
MUESTRAS HEPATICAS

El andlisis de los marcadores enzimaticos se realiz6 en el Laboratorio de Produccion
Acuicola de la FMVZ de la UANL. Los extractos enzimaticos se obtuvieron a partir de
muestras hepaticas recolectadas de las unidades experimentales (Oreochromis niloticus).
Estas muestras se homogeneizaron en un mortero de porcelana con una dilucion de 1:10
de agua destilada (peso de la muestra: agua destilada, m/v) durante 4 minutos, proceso
realizado en frio. Posteriormente, las muestras homogeneizadas se colocaron en tubos de
2 ml y se centrifugaron a 2000 g (Heathrow Scientific®, Estados Unidos) durante 15
minutos a una temperatura controlada (4°C) para obtener el sobrenadante. Luego, los
sobrenadantes se guardaron en un ultracongelador a -80°C para posteriormente analizar la

actividad de GST, CE y ALP.

6.7.3 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
CARBOXILESTERASA, FOSFATASA ALCALINA Y GLUTATION
S-TRANSFERASA

Para la realizacién de los métodos analiticos en el estudio de las enzimas hepaticas, se
tomo como referencia el trabajo de Rincon-Gonzalez (2022). Este estudio empled la
metodologia de Bradford (1976), utilizando albimina sérica bovina (BSA) como solucion
estandar para la calibracion y determinacion de las concentraciones de los extractos,

conforme a lo descrito por Barriga et al. (2017).

El analisis de la GST se llevo a cabo mediante la técnica de Wilce & Parker (1994),
adaptada al uso de microplacas. Para dar inicio a la reaccion, en este paso se utilizaron
300 pL, con una mezcla la cual contiene 2,4-dinitrobenzeno-1-cloro, 100 mM de CDNB
y 200 mM de L-glutation con NaCl y colocando un tampén de fosfato de Dulbecco (KCl
2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, NaCl 136.9 mM y Na2HPO4+7H20 8.9 mM, pH 7.2) y 10
uL de extracto enzimatico, después de colocar el extracto enzimatico, se registraron los

valores de absorbancia a 340 nm cada minuto, durante un tiempo estimado de 12 minutos,
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utilizando el lector de microplacas Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek
Instruments, Inc., de Estados Unidos). La actividad de la GST se midi6 en términos de
micromoles de sustrato transformado por minuto por miligramo de proteina, utilizando un
coeficiente de extincion molar de 5.3 mM™ cm™ para el CDNB (Brodeur ef al. 2011;

Barriga et al. 2017).

En el grupo de enzimas de las CAE, se empled la metodologia descrita por Ellman et al.
(1961), adaptada para su uso de aplicacion en microplacas segin la técnica de Huang et
al. (1997). Para iniciar la reaccion de la CAE, se combinaron 200 pL de solucion tampon
Tris-HCI 50 mM (pH 7.1), 10 pL de extracto enzimatico y 100 pL de un sustrato al acetato
de p-nitrofenilo (2 mM). Se procedio a registrar la absorbancia de manera inmediata a 405
nm, con intervalos de 120 s durante un periodo de 10 min, utilizando un lector de
microplacas. Para la actividad de la CAE, se midi6 a micromoles/min/mg proteina,
tomando un coeficiente de extincion molar de 18.6 mM™ cm™ (Aguilera et al., 2012;

Garcia-Ponce, 2019).

El andlisis de la ALP se realiz6 utilizando un sustrato de p-nitrofenilfosfato. Para la
reaccion en los pozos de las microplacas, se aplicd una porcion de 10 pL del extracto
enzimatico, 200 pL de tampon dietanolamina a 1,0 mM, con 50 mM de cloruro de
magnesio y un pH de 9.8 (Ortiz-Tello, 2017). En la fase inicial de la reaccion, se agregod
el sustrato con una concentracion de 0.4 mM. De forma inmediata, se registrd la
absorbancia a 405 nm, cada 120 segundos, durante un lapso de 10 minutos. La actividad

enzimatica fue expresada en micromoles/min/mg proteina (Barriga et al., 2017).

Figura 24. Lector de microplacas espectrofotométrico (a), microplaca con extracto enzimatico y el sustrato
correspondiente, y microplaca con BSA para la medicion de concentracion proteica (c).
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6.7.4 MEDICION DE LA CONCENTRACION PROTEICA

Usando el método Bradford (1976), que emplea albumina de suero bovino aplicado en
microplacas, se determind la concentracion de proteina en los extractos enzimaticos. Se
procedié con la construccion de una curva estandar utilizando cantidades variables de
albumina de suero bovino (BSA) disuelta en agua destilada, abarcando un rango de 0.05
a 0.5 mg por ml. Cada muestra fue replicada tres veces en diferentes pocillos de la
microplaca para asegurar la precision de los resultados. Tras la reaccion de las muestras
con la solucion de trabajo, se permitié un tiempo de reposo de dos minutos antes de
proceder a la lectura espectrofotométrica (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek
Instruments, Inc.), la cual se realiz6 a una longitud de onda de 620 nm. Los valores

obtenidos fueron expresados en miligramos de proteinas por mililitro (mg mL-1).
6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron analisis estadisticos con el propdsito de verificar la normalidad de los datos
y la homogeneidad de las varianzas. Para evaluar las diferencias significativas entre los
pardmetros de rendimiento, se aplico un ANOVA de una via. En el caso de haberse
detectado diferencia significativas, se realizO comparaciones multiples de medias
mediante la prueba de Tukey, con el fin de identificar diferencias entre las variables
derivadas de los tratamientos. Para el andlisis de biomarcadores enzimaticos y la

comparacion de las actividades enzimaticas, también se emple6 la prueba de Tukey.

Para el estudio de isotopos estables y la comparacion de las proporciones de N y C
aportadas por los ingredientes en las dietas, se establecieron las proporciones teodricas
durante la fase de formulacion (por ejemplo, 50 % de proteina proveniente de HP y 50 %
de proteina de BB). Posteriormente, se analizaron las fracciones de N y C asimiladas en
el tejido muscular de los peces (proporciones observadas). Para evaluar la correspondencia
entre las proporciones tedricas y las observadas, se aplicd una prueba de bondad de ajuste
Chi-cuadrada (y*), con un nivel de significancia de 0.05. Todos los anélisis estadisticos se
llevaron a cabo utilizando el software SPSS 17.0 (SPSS Inc.), con un nivel de significancia

de P <0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 DIETAS EXPERIMENTALES

De acuerdo con los parametros establecidos por la AOAC (1995), los resultados de los
analisis proximales de las cinco dietas elaboradas se observan en la Tabla 4, donde se
muestra que las dietas experimentales resultaron ser isonitrogenadas e isoenergéticas con
un promedio de 44.79% de proteina y 5.93 kcal/g de energia, respectivamente. Sin
embargo, se presentaron diferencias significativas en los lipidos (p < 0.05), siendo las
dietas (50Bb:50FM) y (25Hf:75Bb) las que presentaron mayores contenidos, esto en

relacion con la cantidad de lipidos agregados.

Tabla 4. Evaluacion de la composicion nutricional de las cinco dietas experimentales disefiadas para
determinar su contribucion del nitrogeno dietario de la harina de pescado (HP) y de la biomasa bacteriana
(BB).

Valores

proximales 100 HP 75HP:25BB 50HP:50BB 25HP:75BB 100BB
Proteina

cruda (%) 42.72 43.96 44.92 46.56 46.88
Lipidos (%) 8.35 7.87 8.33 8.44 8.52
Cenizas (%) ].84 7.59 5.81 5.10 3.86
Energia Bruta 4593 - - - 4714
(Kcal/g)

*El analisis proximal (%; g/1000 g; Kcal/g) de las dietas experimentales se llevo a cabo para estimar la
contribucion del nitrégeno dietario proveniente de la harina de pescado (HP) y de la biomasa bacteriana
(BB).

7.2 ANALISIS DE RENDIMIENTO Y DESARROLLO DE LA TILAPIA

El peso inicial del experimento (dia 0) no mostré diferencias significativas ni en el peso
individual ni en la biomasa total por acuario (p=0.075), por lo que los grupos
experimentales tenian pesos homogéneos al comienzo del estudio. Para el dia 15 (Tabla
5), a pesar de las variaciones en el peso individual (de 3.36+0.474 g a 4.24+0.575 g) y en
la biomasa total (de 59.71£9.41 g a 75.1749.93 g), no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (con un valor p=0.230 para el peso individual y p=0.243

para la biomasa total). Lo anterior indica que, en el periodo evaluado, la sustitucion parcial
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o total de HP por BB no gener¢ diferencias significativas. En el caso de la S al dia 15
presentaron valores entre 98.61+2.78% y 100%, sin detectarse diferencias significativas
(p=0.57). La cantidad de peces por acuario se mantuvo estable en la mayoria de los grupos,
con ligeras variaciones, pero sin diferencias estadisticamente relevantes (p=0.57). Esto

indica que la inclusion de BB en la dieta no impactd negativamente la S.

Tabla 5. Parametros de rendimiento en la O.niloticus, del dia 0 a los 15 dias de bioensayo.

100 HP 75HP:25BB 50HP:50BB 25HP:75BB 100BB SIG
Peso 0 0.82+0.008 0.80+0.004 0.81+0.008 0.80+0.007 0.80+0.008 0.972
(2
Peso Biomasa 0 (g) 14.72+0.144 14.45+0.079 14.50+0.158  14.49+0.139 14.47+0.159 0.075
Pesol5 Inv (g) 3.36+0.474 4.01+0.744 4.24+0.575 3.91+0.452 3.68+0.3427 0.23
Ganancia de peso 15 2.54+0.48 3.20+0.74 3.43+0.58 3.10£0.44 3.36+0.036 0.218
(8)
Cantidad de peces 17.75+0.5 18 17.75+0.5 18 18 0.57
Sobrevivencia 98.61+2.78 100 98.61+£2.78 100 100 0.57
(%)
Ganancia Biomasa  44.99+9.45 57.71+13.41 60.67£10 55.87+£8.01 51.7325+5.80  0.23
Por Acuario 0al5
Consumo de 3.42+0.033 3.354+0.019 3.374,037 3.369+,027 3.36+0.035 0.069
alimento Inv 15
(8)
Consum Alim por  60.67+0.41 60.38+.328 59.77+£1.17 60.64+0.49 60.48+0.623 0.633
Acual5 (g)
Tasa de Conversion ~ 1.39+0.27 1.1+£0,31 1.01a+0.20 1.10+0.15 1.18a+0.12 0.212
alimenticia
Tasa de crecimiento  306.81+£65 399.59+93.30  418.61+71 385.38+52 357.34+37.74 0.193

(%)

La ganancia de biomasa entre el dia 0 y el dia 15 vari6 segun la dieta, con valores minimos
en la dieta 100HP (44.99+9.45 g) y maximos en la dieta SOHP:50BB (60.67+10 g), sin

diferencias significativas entre ellas (p=0.23). De manera similar, la CA present6 valores
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de 1.01£0.20 g en la dieta SOHP:50BB y 1.39+0.27 g en la dieta 100HP, sin variaciones
significativas (p=0.212), lo que indica una eficiencia comparable entre las dietas. El
consumo de alimento individual fue consistente entre los grupos (de 3.35+0.02 g a
3.42+0.03 g), sin diferencias significativas (p=0.069). La tasa de crecimiento presentod
valores entre 306.81+65 y 418.61+71, sin diferencias significativas (p=0.193). Estos
resultados indican que la ingesta de alimento y el crecimiento en biomasa fueron similares
entre las dietas. La ganancia de peso por pez, con valores entre 2.54+0.48 g y 3.43+0.58
g, no mostré diferencias significativas entre los grupos (p=0.218). Todos los grupos
experimentaron incrementos en el peso de los peces, pero estas diferencias no fueron

suficientes para alcanzar significancia estadistica.

Al final del experimento (Tabla 6), los peces que consumieron las dietas experimentales
presentaron diferencias significativas en el peso individual y en la biomasa total. La dieta
25HP:75BB promovié el mayor peso individual y biomasa total, con valores de 8.47+0.56
g y 143.85£10.59 g, respectivamente. Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (p=0.027 y p=0.003) en comparacion con la dieta 100HP, que present6 los
valores mas bajos en estas métricas. Las dietas con proporciones de 7SHP, SOHP, y BB100
no mostraron diferencias significativas entre ellas en el peso individual, a diferencia de la
biomasa total, en la cual se muestra un grado de diferencia con respecto a las dietas 100BB
y 75HP:25BB que muestran una diferencia con la dieta 25HP:75BB y la dieta SOHP:50BB
con la 100HP.

En cuanto a la ganancia de peso y el consumo de alimento, los organismos que
consumieron de 25HP:75BB y S0HP:50BB, resultando en una mayor ganancia de peso
(129.36+10.71 g y 115.64+15 g, respectivamente) y un mayor consumo de alimento
(12.42+£1.01 g y 12.01£1.02 g, respectivamente). Ambos parametros mostraron
diferencias significativas (p=0.001 y p=0.0001), al ser comparados con la dieta 100HP.
Las dietas con menor proporcion de BB o basadas tnicamente en un solo ingrediente
proteico (100HP, 75SHP:25BB y 100BB) mostraron menores valores en estos parametros.
Al final del experimento no se encontraron diferencias significativas en la tasa de CA

(p=0.62),nien la S (p=0.076).

En contraste, la tasa de crecimiento mostro diferencias significativas (p=0.003), siendo la
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dieta 25HP:75BB la que result6 en la mayor tasa de crecimiento (893.60+81.82 g), seguida
por la dieta HP50 (798.27+111.73 g). Las dietas basadas principalmente en un solo

ingrediente proteico mostraron las tasas de crecimiento mas bajas.

Tabla 6. Parametros de rendimiento en la O.niloticus, a los 30 dias de bioensayo.

100 HP 75HP:25BB  50HP:50BB  25HP:75BB 100BB SIG
Peso 0 (2) 0.82+0.008  0.80+0.004  0.81+0.008  0.80+,007 0.80+0.008 0.972
Peso30 Inv(g) 6.76+1.10°  7.27+022%  7.88+0.69%  8.47+0.56*  7.03+0.71% 0.027

Peso Biomasa 30 (g) 99.60+£17.04°  112.67+5.74% 130.14+14.85% 143.85£10.59* 109.33+17.38" 0.033

Janancia de peso Inv

30 () 5.94+1.100  6.465:0.21% 707540700  7-6620.57° 77407 0.027
Cantidad de peces 15+1 15.5£0.58 16.5+1 17+0.81 15.5+1.29 0.076
Sobrevivencia 83.33+£5.32 86.11+£3.21 91.67+£5.56 94.44+4.54 86.11+£7.17 0.076
(%)
Ganancia Biomasa 84.88+16.98° 98.22+05.67°  115.64+15% 129.36+10.71* 97.87+17.35% 0.003
Por Acuario 0a30
“onsumo de alimento  9.28+0.70° 9.98+0.53" 12.01+1.022  12.42+1.01*  10.82+0.69%* 0.00
Inv 30
(8)
Consum Alim por 136.74£10.50° 154.78+11.84° 198.62+25.27% 211.38+21.93* 167.66+15.88% 0.00
Acuario (g)
Tasa de Conversion  1.640+0.20 1.58+0.12 1.73+0.23 1.65+0.25 1.79+0.19 0.62
alimenticia
Tasa de crecimiento 576.3+112.4° 679.87+35.85> 798.3+111.7%> 893.60+81.82% 655.5+119.7% 003
(%)

7.3 CAMBIOS ISOT’OPICOS EN EL BIOENSAYO Y FACTORES DE
DISCRIMINACION

Previo al comienzo del experimento, el régimen alimenticio de adaptacion registrd valores

isotdpicos basales cercanos a 8'*C=-23.90 %o y 8'’N=6.27 %o en el tejido muscular de los

ejemplares de la O. niloticus. A lo largo del bioensayo, y tras la diferenciacion de los

tratamientos, se identificé un cambio exponencial en los valores isotopicos en el tejido

muscular. Los valores de isotopicos de los ingredientes experimentales fueron muy
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contrastantes: 8'°’N=16.47 y 8*C =-18.01% para HP, mientras que para la BB se
registraron 8N =-0.92 y 8'3C=-46.05, respectivamente- Tales valores facilitaron la
estimacion posterior de las contribuciones nutricionales aportadas por ambos ingredientes
al crecimiento, la cual se realizé mediante un modelo de mezclado isotopico (Figura 25).
Todas las dietas experimentales mostraron una rapida influencia en los valores isotopicos
del tejido muscular de la tilapia desde el dia 2 para valores 8'°N y desde el dia 4 para los
valores 8'3C. La mayoria de las dietas experimentales promovieron un equilibrio isotopico

tanto para 8N como para 8'3C al final del experimento.

Figura 25. Valores de iso6topos estables de carbono y nitrogeno (%o) en el musculo de tilapias que
recibieron dietas experimentales basadas en harina de pescado (HP) con una sustitucion de biomasa
bacteriana (BB). Las curvas con comportamiento exponencial representan los promedios obtenidos del
analisis de is6topos estables en musculo durante los diversos dias de muestreo, y las lineas horizontales

sefialan los valores isotopicos asociados a los insumos utilizados.
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Los valores AN entre las tilapias y los ingredientes con mayor porcion de HP fueron
semejantes, a excepcion de la dieta con 25HP:75BB donde se observa similitud con la

firma isotdpica con respecto a la dieta 100BB hasta el dia 30.

7.4 DIETAS EXPERIMENTALES Y SUS APORTES DE CARBONO Y
NITROGENO EN TEJIDO MUSCULAR

En la Tabla 7 se presentan los resultados de las contribuciones de N aportadas por ambos
ingredientes experimentales al tejido muscular, como resultado del consumo de dietas con
diferentes proporciones de harina de pescado HP y BB. Se observa una diferencia
significativa entre las contribuciones esperadas y las observadas. La mayor asimilacion de
N proveniente de la HP se registré en las dietas con proporciones 75HP:25BB y
50HP:50BB, mientras que la mayor contribuciéon de BB se observd en la dieta con
25HP:75BB. Para el C (Tabla 8), la mayor asimilacion en el tejido muscular no se
observaron diferencias significativas en contribuidas y esperada, se observa en la dieta
75HP:25BB, tuvo una mayor contribucioén la HP. En la dieta SOHP:50BB, la asimilacion
fue equilibrada entre ambos ingredientes, mientras que en la dieta 7SBB:25HP se registro
una menor asimilacion de HP en el musculo del organismo. Los resultados indican que, a
mayor inclusion de BB en la dieta, se puede tener una mayor asimilacién de Ny C en el

tejido muscular de la O. niloticus. Los resultados obtenidos con la dieta SOHP:50BB
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permitieron comprobar que, al utilizar cantidades iguales de HP y BB, los peces mostraron
una mayor asimilaciéon de nutrientes en comparacion con dietas dominadas por un solo
ingrediente, lo que refuerza el beneficio de combinar ambos en proporciones balanceadas.
Esto refuerza la idea de que una mayor cantidad de BB resulta en mas nutrientes
asimilados, y que la dieta balanceada 50:50 ofrece ventajas sobre el uso de un solo

ingrediente.

Tabla 7. Asimilacion proporcional de nitrdgeno en musculo de tilapia alimentada con las dietas con
diferentes proporciones de harina de pescado y biomasa bacteriana.

Nitrogeno
Nitrégeno en la Intervalo de asimilado en Intervalo de
Dieta Composicion dieta (%) confianza min. musculo confianza max.
(%) (%) (%)
75HP:25BB Harina de 75 84 90 96
pescado
Biomasa 25 3 10 15
bacteriana
50HP:50BB Harina de 20 62 o7 7
pescado
Biomasa 50 28 33 37
bacteriana
25HP:75BB 25 30 34 36
Harina de pescado
Biomasa 75 63 66 69

bacteriana

Tabla 8. Asimilacion proporcional de carbono en muisculo de tilapia alimentada con las dietas con diferentes
proporciones de harina de pescado y biomasa bacteriana.

Nitrogeno
Nitrogenoenla  Lntervalode asimilado en Intervalo de
Dieta Composicion d'g o confianza min. musculo confianza max.
ieta (%) o o,
(%) (%) (%)
75HP:25BB Harina de 750 84 90> 96
pescado
Biomasa 25% 3 10v 15
bacteriana
i ? 62 67° 71
S0HP:50BB Harina de 30
pescado
Biomasa 502 28 33b 17
bacteriana
25HP:75BB 252 30 340 36
Harina de pescado
Biomasa 758 63 66° 69

bacteriana

*Los superindices sefialan diferencias estadisticamente significativas (segun el test de Chi-cuadrado) entre
los valores esperados en funcion de la dieta y los observados en el tejido, en cuanto a la contribucion del
nitrégeno proveniente de la biomasa microbiana.
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7.5 TIEMPOS DE RESIDENCIA EN TEJIDO MUSCULAR (NITROGENO
Y CARBONO)

Las tasas de recambio isotopico de C y N provocaron una modificacién exponencial en el
tejido muscular de las tilapias debido al consumo de las dietas experimentales. La
ganancia porcentual de peso (k) presentd valores elevados, variando entre 0.073 y 0.0786,
con un cambio exponencial asociado a los valores isotopicos de los diferentes
tratamientos. Durante el recambio metabolico (m) de N en el musculo de la tilapia, se
observé que entre los tratamientos existié un rango de variabilidad que va desde 0.015 a
0.121 d' y en el caso de C presentd un rango de 0.06 a 0.03 d™'. En la Tabla 9 se observa
que al considerar un 100% del cambio isotopico del N, este se atribuye principalmente al
crecimiento (k), con un 91%, mientras que el 9% restante corresponde al m en la dieta

100HP.

Tabla 9. Tasas de crecimiento (k), tasa de recambio metabolico (m) y tiempos medios de residencia (t50)
de Ny C en el tejido muscular de la O. niloticus, alimentadas con diferentes dietas formuladas con harina de
pescado (HP) y biomasa bacteriana (BB).

Kk (d7) m (d1)* k vs m (%) t50 (d) r?
Nitrogeno Carbono
Tratamientos 315N 313C 815N 813C 815N 313C
k m k m
100HP 0.0703 0.015 0.061 91 9 54 47 10 10 0.88 0.58
75HP:25BB 0.0735 0.005 - 95 5 _ _ 9 - 087 -
50HP:50BB 0.0758 - 0.16 B _ 32 68 - 9 082 073
25HP:50BB 0.0786 - 0.073 B _ 51 49 - 9 - 080
100BB 0.0724 0121 0.036 98 2 66 34 10 10 090 095

En las dietas con inclusién de BB, se observd que en la mayoria de los casos el cambio
isotopico estuvo asociado principalmente al crecimiento (k), en comparacion con el m. En
algunas dietas, el modelo de Heslein no reflejo esta tendencia de manera evidente; sin

embargo, los valores obtenidos fueron comparables a los modelos de C. Para los is6topos
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de C, se observa que el crecimiento también se atribuye principalmente al valor de k, con

la excepcion de la dieta SOHP:50BB.

Los valores obtenidos de (ts0) es decir el tiempo medio de residencia del N en el tejido
musculares estos valores oscilaron entre los 9 y 10 dias de la misma forma en los valores

t50 estimados para C.

7.6 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HEPATICA DE LA ENZIMA ALP

A las 24 horas (Figura 26), la actividad ALP en el grupo con aceite de pescado (A) mostrd
diferencias significativas (p=0.026) en los tratamientos con inclusion de BB, con valores
entre 0.28 y 0.41 pumol-min™"'-mg proteina™', en comparacion con la dieta A100HP (0.5732
pumol-min~'-mg proteina™). Dentro de este grupo, la mayor actividad enzimatica se
observo en la dieta A100HP, seguida de la dieta A25HP:75BB (0.41 pmol-min'-mg
proteina™). En contraste, las dietas A75SHP:25BB, ASOHP:50BB y A100BB registraron
valores similares entre si (0.30, 0.30 y 0.27 pmol-min~'-mg proteina™', respectivamente),

que fueron menores (p=0.026) a los tratamientos A100HP y A25HP:75BB.
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Figura 26. Actividad promedio de ALP en muestras hepaticas tras 24 horas de exposicion a los distintos
tratamientos, expresada en micromoles de producto generado por minuto por miligramo de proteina. Las

letras minusculas diferentes indican tratamientos con diferencias estadisticas significativas (p < 0.001).
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En los organismos sometidos a tratamientos con aceite de pescado y diésel (D), se observo
un incremento en la actividad de la ALP a las 24 horas, siendo la dieta DIOOHP la que
presentd la mayor actividad enzimatica (0.7315 umol-min'-mg proteina™). Este valor
supero significativamente la respuesta de los organismos que consumieron dietas con
inclusion de BB (Figura 26), con diferencias estadisticamente significativas en todos los
casos (p < 0.001). En los grupos con el tratamiento D cuyas dietas contenian alguna
proporcion de BB, se identificaron dos patrones de respuesta en la actividad de la enzima
ALP. Las dietas D100BB y DSOHP:50BB presentaron la mayor actividad, con valores de
0.38 y 0.37 umol/min/mg, respectivamente, mientras que las dietas D75HP:25BB y
D25HP:75BB registraron valores de 0.30 y 0.29 pumol/min/mg.

A las 48 horas (Figura 27), se observ una tendencia similar al primer muestreo, con una
diferencia significativa (p=0.001) entre los tratamiento A y D. El tratamiento A100HP, no
present6 diferencias significativas en comparacion con los tratamientos con inclusion de

HP y BB.
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Figura 27. Actividad promedio de ALP en muestras hepaticas tras 48 horas de exposicion a los distintos
tratamientos, expresada en micromoles de producto generado por minuto por miligramo de proteina. Las

letras minusculas diferentes indican tratamientos con diferencias estadisticas significativas (p < 0.001).

Dentro del periodo de muestreo de 48 horas, se identificaron dos grupos estadisticamente
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distintos el grupo con mayor actividad enzimatica incluy6é las dietas A100HP,
AS0HP:50BB y A75HP:25BB, con valores de 0.51, 0.50 y 0.49 pmol/min/mg,
respectivamente, mientras que el grupo con menor actividad estuvo conformado por los

tratamientos A100BB y A25HP:75BB, con valores de 0.38 y 0.36 umol/min/mg.

En los tratamientos con D a las 48 horas, se identificaron tres grupos estadisticamente
distintos. La dieta DIOOHP presenté la mayor actividad enzimatica mas evidente
perteneciente a los tratamientos con D (2.54 umol/min/mg), seguida de la dieta
D75HP:25BB con un valor de 1.07 umol/min/mg. En contraste, las dietas D75HP:25BB,
D50HP:50BB y D100BB mostraron valores de 0.48, 0.47 y 0.44 pmol/min/mg,

respectivamente, sin diferencias estadisticamente significativas entre ellas.

7.7 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HEPATICA DE LA ENZIMA CAE

Los organismos del tratamiento A que recibieron la inclusiéon de BB en la dieta no
mostraron diferencias significativas en la actividad de la CAE (Figura 28), registrando
valores entre 15 y 16 pumol/min/mg. En cambio, los organismos del tratamiento A100HP,

presentaron una diferencia significativa, con una actividad de 20.5 umol/min/mg.
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Figura 28. Actividad promedio de CAE en muestras hepaticas tras 24 horas de exposicion a los distintos
tratamientos, expresada en micromoles de producto generado por minuto por miligramo de proteina. Las

letras minusculas diferentes indican tratamientos con diferencias estadisticas significativas (p < 0.001).
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Los tratamientos del grupo D mostraron diferencias significativas con respecto a los del
grupo A. La mayor actividad se registré en el tratamiento D100HP (26.05 pmol/min/mg),

destacando sobre todos los demas.

Las dietas con BB presentaron la menor actividad, con 12.8 y 10.3 pumol/min/mg en las
dietas S0HP:50BB y D100BB, respectivamente. Las concentraciones mas bajas se
observaron en la dieta D25HP:75BB (8.4 umol/min/mg) y en la D75HP:25BB (7.5

umol/min/mg), sin diferencias significativas entre ellas.

En las muestras de los peces con 48 horas de exposicion, la actividad de la enzima CAE
(Figura 29) en los grupos con el tratamiento A, presentaron diferencias significativas en
tres aspectos importantes, las dietas A75HP:25BB y ASOHP:50BB registraron la mayor
actividad, con valores de 53.2 y 51.0 pumol/min/mg, respectivamente. En un rango similar,
pero del tratamiento con D, se encontraron las dietas D1I00HP y D100BB, con un nivel de

actividad del 51.5 y 50.3 pumol/min/mg.
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Figura 29. Actividad promedio de CAE en muestras hepaticas tras 48 horas de exposicion a los distintos
tratamientos, expresada en micromoles de producto generado por minuto por miligramo de proteina. Las

letras minusculas diferentes indican tratamientos con diferencias estadisticas significativas (p < 0.001).
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Un caso destacable es la dieta 25SHP:75BB, que no mostré diferencias significativas entre
los tratamientos A y D, con valores de 40.1 y 37.4 umol/min/mg. Dentro de las
concentraciones con menor actividad en el grupo A, los tratamientos A1I00HP y A100BB
registraron valores de 31.7 y 31.6 umol/min/mg, respectivamente. Con respecto al
tratamiento D, las menores actividades se observaron en las dietas D75HP:25BB y

D50HP:50BB, con 32.2 y 30.4 umol/min/mg, respectivamente.

7.8 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HEPATICA DE LA ENZIMA GST

En la respuesta enzimatica de la GST a las 24 horas (Figura 30), los resultados muestran
un efecto escalonado entre los tratamientos. La mayor actividad enzimatica se registrd en
el tratamiento D100HP (900 pmol/min/mg), con una diferencia significativa respecto al

tratamiento A100HP (730.5 umol/min/mg).
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Figura 30. Actividad promedio de GST en muestras hepaticas tras 24 horas de exposicion a los distintos
tratamientos, expresada en micromoles de producto generado por minuto por miligramo de proteina. Las

letras minusculas diferentes indican tratamientos con diferencias estadisticas significativas (p < 0.001).

En el caso de la dieta 7SHP:25BB, no se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos A y D. De manera similar, las dietas SOHP:50BB y 100BB tampoco
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presentaron diferencias significativas entre sus respectivos tratamientos A y D. La menor
actividad enzimadtica se observo en la dieta 25HP:75BB, donde los tratamientos A y D no
mostraron diferencias significativas, con valores de 391.1 y 363.2 umol/min/mg,

respectivamente.

A las 48 horas (Figura 31), la mayor actividad GST se registré6 en DIOOHP (1185
umol/min/mg), seguido, con una diferencia significativa, el tratamiento A100HP (924
umol/min/mg) y D75HP:25BB (960 pmol/min/mg). Posteriormente, se ubicaron
A75HP:25BB y D100BB, con 860 y 834 umol/min/mg, respectivamente. A100BB (766
pmol/min/mg) presentd un nivel de actividad similar a la dieta 25HP:75BB, la cual
registrd valores similares entre A y D (760 y 730 umol/min/mg). También, la dieta

50HP:50BB mostro valores sin diferencias significativas entre ambos tratamientos (590 y

577 mol/min/mg).
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Figura 31. Actividad promedio de GST en muestras hepaticas tras 48 horas de exposicion a los distintos
tratamientos, expresada en micromoles de producto generado por minuto por miligramo de proteina. Las

letras minusculas diferentes indican tratamientos con diferencias estadisticas significativas (p < 0.001).
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8. DISCUSION

La acuacultura es una industria en constante crecimiento, este aumento responde a una
creciente demanda global de pescados y mariscos. Ademads, en 2022, la produccion total
de acuicultura alcanz6 los 94 Mt, superando por primera vez a la pesca de captura, que
registro 91 Mt. (FAO, 2016, 2018). Este crecimiento resalta la necesidad de adoptar
fuentes sostenibles y alternativas de nutrientes que permitan reducir o eliminar el uso de
HP. En este contexto, la BB ha demostrado mejorar la calidad nutricional de los peces de
cultivo, cuando se integra a la dieta (Sarker et al., 2020; Gamboa-Delgado et al., 2022;
Chen et al., 2022).

Los estudios bromatologicos realizados al inicio del experimento determinaron que las
dietas experimentales presentaron un aporte proteico que oscild entre el 43% y el 46%.
Segun el estudio de Choudhary et al. (2017), la tilapia juvenil requiere una dieta con un
contenido de proteina entre el 32% y el 50%, mientras que, en ejemplares de mayor
tamafio, esta necesidad disminuye a un rango del 25% al 30%, en concordancia con lo

sefialado por el NRC (2011).

En el presente ensayo, las unidades experimentales consistieron en peces con un peso
promedio inicial de 0.80+0.008 gr, lo que corresponde a la etapa juvenil de la tilapia. En
esta fase, el zooplancton, los detritos, los insectos, las macrofitas y el fitoplancton
constituyen fuentes alimenticias fundamentales, especialmente en cuerpos de agua
naturales, como lo sefalan Tesfahun & Temesgen (2018). Lo anterior concuerda con
Temesgen et al. (2022), quienes mencionan que la O. niloticus, al ser una especie
omnivora, puede alimentarse de una amplia variedad de organismos, segiin su entorno, y
su habito alimenticio estd determinado por la disponibilidad de recursos en su ambiente,
lo que define sus elecciones y preferencias segiin sus nichos tréficos o areas de forrajeo.
No obstante, la falta de una recopilacion exhaustiva sobre la dieta y los habitos
alimenticios de la tilapia en sus distintos entornos subraya la necesidad de mas

investigaciones para entender mejor su variabilidad bioldgica y alimentaria.

Los resultados generados en el presente estudio durante el periodo de los primeros 15 dias

de la prueba de alimentacion sugieren que la sustitucion parcial o total de HP por BB en
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la dieta de los peces no afecta significativamente los parametros de rendimiento (p > 0.05).
Al no observarse efectos negativos en los organismos que consumieron las dietas con BB,
esto se atribuye a la presencia de dos grupos bacterianos importantes en la BB, Bacillus y
M. capsulatus. Segun Latif et al. (2023), a pesar del proceso industrial aplicado, o del
estrés gastrointestinal, las bacterias del grupo Bacillus sobreviven en condiciones
adversas, conservando sus propiedades nutricionales y mejorando la barrera intestinal, la
adhesion de microorganismos favorables, la inmunomodulacion y la sintesis de

neurotransmisores para la absorcion de nutrientes.

En cuanto a las bacterias metanotroficas, el estudio de Skrede et al. (1998) destaco el
potencial de las bacterias como sustituto de la HP debido a sus excelentes caracteristicas
nutricionales, debido a su elevada concentracion de proteinas y su aporte de aminoacidos
esenciales, particularmente metionina y lisina, ademds de su alta digestibilidad. Este
hallazgo se complementa con el estudio de °Chen et al. (2022), quienes reportaron que la
BB contiene 1.90% de metionina y 4.20% de lisina, desempefiando un papel fundamental
la salud intestinal y en la sintesis proteica en especies omnivoras como el camaron blanco,
la Litopenaeus vannamei, influyd directamente en el crecimiento y desarrollo de la
estructura muscular (Konnert et al., 2022), lo que indica que la BB puede ser una
alternativa viable para la sustitucion de la HP en dietas acuicolas. Un caso contrario se
reportd en el estudio de Velasquez et al. (2016), donde se evalu6 el reemplazo de HP por
Arthrospira platensis en la dieta de O. niloticus. A pesar de que esta biomasa contenia un
70% de proteina, se observo que a medida que aumentaba la sustitucion de HP (>30%) el

crecimiento de las tilapias se veia afectado negativamente.

Biswas et al. (2020) destacan la ausencia de una pared celular en M. capsulatus, lo que
impide que actie como barrera durante la digestion, facilitando asi una mayor
disponibilidad y absorcion del ingrediente. Este aspecto es relevante, ya que la NRC
(2011) senala que la composicion de los alimentos influye significativamente en la
disponibilidad y digestibilidad de los nutrientes, favoreciendo un mejor metabolismo y
rendimiento en los peces. Este concepto también se refleja en el estudio de Agboola et al.
(2019), en el que se menciona que ciertos alimentos de origen microbiano, como las

microalgas Scenedesmus sp. y Nannochloropsis gaditana, poseen paredes celulares
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rigidas, por lo que estas especies requieren tratamientos especificos, tales como
pasteurizacion en frio, liofilizacion o congelacion, para alterar su estructura celular y

mejorar su digestibilidad, facilitando la absorcion del contenido nutricional.

En el presente experimento, los organismos que consumieron la dieta SOHP:50BB
registraron un desempefio superior en la mayoria de los parametros a los 15 dias,
destacandose por un buen equilibrio en crecimiento final, CA y tasa de crecimiento,
posicionandose como la opcidn mas favorable entre las evaluadas. Esto puede deberse a
las caracteristicas previamente mencionadas de la tilapia, al ser una especie omnivora que
se alimenta por filtracion, tiene la capacidad de alimentarse de manera selectiva, tanto de
origen animal, aunque principalmente de algas grandes, cianobacterias, diatomeas y

fitoplancton (Figueredo ef al., 2005; Rivera et al., 2018).

Entre las dietas analizadas en esta investigacion, la dieta 7SHP:25BB se posiciondé como
el segundo mejor rendimiento en cuanto al peso durante el periodo de los 15 dias. La
inclusion del 75% de HP mostr6 resultados similares a los reportados por Yousif et al.
(2019), quienes encontraron que una dieta con 75% de HP y 25% de Ipomoea aquatica en
la alimentacion de alevines de tilapia resultd en un peso promedio a los 14 dias de
11.67+0.55 g, en comparacion con los 9.53+0.40 g del grupo alimentado con 100% HP.
Los resultados obtenidos en las primeras etapas de crecimiento del presente experimento
sugieren que las dietas que combinan HP y BB son mas efectivas para mejorar el
crecimiento y la eficiencia alimentaria en tilapia del Nilo en comparacion con las dietas

que usan Unicamente una sola fuente proteica.

Aunque los organismos alimentados con la dieta 100HP mostraron en el presente trabajo
un desempefio aceptable, su rendimiento fue inferior en la mayoria de los pardmetros
analizados en los peces que consumieron BB. La dieta 100HP resultd ser la menos
eficiente en términos de crecimiento, con una menor ganancia de biomasa (44.99 + 9.45

g) y tasa de crecimiento (306.81 £ 65 g), con una CA menos eficiente (1.39 + 0.27).

Para el dia final, los resultados mostraron cambios significativos en comparacion con los
primeros 15 dias del experimento. Durante este tiempo, los peces que consumieron la dieta

75HP:25BB quedaron por debajo de las dietas SOHP:50BB y 25HP:75BB. Esto puede
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deberse a que los peces tienden a preferir una dieta basada en fitoplancton o macrofitas
que la de origen animal (Tesfahun & Temesgen, 2018). Los organismos alimentados con
la dieta 100HP mostraron un desempeno inferior en varios parametros, como la ganancia
de peso y la tasa de crecimiento, en comparacion con las dietas que incluian BB. Sin
embargo, esto no deberia indicar que la dieta 100HP tuviera un efecto negativo en los
organismos, ya que en un estudio realizado por Sharda et al. (2017) con tilapia del Nilo,
una dieta con el 100% de HP permiti6 alcanzar un peso promedio de 3.18 £ 0.93 g en 42

dias, un valor similar al obtenido con la dieta 100HP en este estudio (3.36 g).

Los peces que consumieron la dieta 100BB, mostraron un rendimiento aceptable en el
presente experimento, aunque su rendimiento resultd menor al de las dietas con
combinacion de HP y BB en términos de crecimiento y eficiencia alimentaria. El peso
final (7.03 £ 0.71 g) y la ganancia de peso (6.22 = 0.71 g) fueron menores en comparacion
con los observadas bajo el efecto de la dieta 25HP:75BB, lo que sugiere que una dieta
basada al 100% de BB podria no ser tan efectiva como una combinacién de ingredientes.
Esto concuerda con los hallazgos de Simon et al. (2019), quienes evaluaron la inclusion
de la harina Novacq™ (un ingrediente microbiano) en dietas con HP y harina de soya, con
niveles del 5% y 10%. Sus resultados mostraron que la adicién de una BB (Novacq™)
promueve un mejor uso de los nutrientes y por lo tanto una mayor ganancia de peso final,
en comparacion con dietas formuladas tnicamente con 100 % de HP o 100% harina de
soya. Los organismos que consumieron las dietas con ambos ingredientes proteicos
(75HP:25BB y S0HP:50BB) muestran un rendimiento intermedio, con resultados de peso
individual (<8 g) y tasa de crecimiento (<800%), mejores que la dieta 100HP, pero
inferiores a los que consumieron 75BB:25B. Esto demuestra que la inclusiéon de un
ingrediente de origen alternativo en la dieta puede brindar mejores resultados. Asi lo
evidenciaron Suryaningrum y Samsudin (2020) en su estudio con la O. niloticus, donde
observaron que la adicion de un 10% de Ulva lactuca mejoro el factor de crecimiento. En
su experimento, los peces alimentados con esta adicion alcanzaron un peso
significativamente mayor (24.04 £ 0.22 g) en comparacioén con aquellos que recibieron

una dieta basada en un 100% de HP (21.52 £ 0.54 g).

La dieta 25HP:75BB se posiciondé como la opcion mas favorable, logrando los mejores
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resultados en ganancia de peso y consumo de alimento, junto con la mas alta (p=0.003)
tasa de crecimiento de biomasa. Esto sugiere que, al avanzar la edad de los alevines, la
dieta podria combinar una mayor proporcion de BB, similar a lo mencionado por Badillo
et al. (2014), al demostrar que la combinacion de HP con harina de subproductos avicolas
genera mejores tasas de crecimiento en la tilapia del Nilo, en comparacion con dietas

exclusivamente de HP.

Los resultados obtenidos en ambos dias (dia 15 y 30) muestran una tendencia similar a la
reportada por Xu et al. (2021), donde la HP fue reemplazada por la misma BB del presente
estudio (FeedKind®), sin mostrar efecto negativo en el crecimiento de una especie
carnivora como Acanthopagrus schlegelii. Otro estudio similar, pero en el cual se
investigo otra biomasa bacteriana, se presenta en la investigacion de Yossa et al. (2021),
en la cual se utiliz6 una levadura de Saccharomyces cerevisiae (DY-Pro) en la dieta de la
tilapia del Nilo. Los resultados indicaron que, no hubo un impacto negativo en el
crecimiento de los peces, ni las medidas de longitud y peso del intestino, siendo una

levadura eficiente para la formulacion de dietas.

Otro aspecto clave a destacar en el experimento, previamente mencionado, es la especie
utilizada en este estudio. La tilapia, al ser omnivora, esta fisiolégicamente equipada con
una amplia bateria de enzimas digestivas, y por lo tanto se mostro una respuesta favorable
al consumir las dietas conteniendo biomasa microbiana. No obstante, ofrecer una dieta
basada en bacterias a una especie carnivora podria generar resultados diferentes, como se
vio en el estudio de Zhang et al. (2022), quienes, al trabajar con lobina negra (Micropterus
salmoides), registraron que una sustitucion de ingredientes superior al 60% en la dieta

afect6 negativamente los parametros de rendimiento en esta especie.

Un caso similar se observo en el estudio de Zheng et al. (2023), utilizando la BB en la
especie carnivora rodaballo (Scophthalmus maximus L.). Los resultados demostraron que
es posible sustituir solo un 30% de HP por una BB sin afectar el crecimiento de esta
especie. Resultados similares se reportaron en las especies jurel (Seriola quinqueradiata)
y en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), donde la sustitucion de HP por BB es viable

en un rango entre el 30% y el 80% (Kaushik & Luquet, 1980; Biswas et al., 2020).
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El estudio isotdpico bajo condiciones controladas de alimentacién permite rastrear las
fuentes dietéticas de un organismo consumidor, reflejando en sus tejidos la ingesta a lo
largo del tiempo y facilitando la identificacion del equilibrio isotopico y las contribuciones
de diferentes alimentos en el tejido muscular (Berezina et al., 2024). El establecimiento
de un equilibrio isotdpico y la estimacion de los factores de discriminacion isotopica son
aspectos requeridos por los modelos de mezclado para las posteriores estimaciones

isotopicas de asimilacidon de nutrientes.

El equilibrio isotdpico en el presente estudio se alcanzo, para la mayoria de las dietas en
el dia 15 para el C y en el dia 22 para el N, siendo una concordancia con los hallazgos de
Xochipa-Hernandez (2023), aunque este tiempo puede variar segun las condiciones
experimentales, la edad, la especie estudiada, las condiciones ambientales y el tipo de
alimentacion (Herzka, 2005; Mohan et al., 2016). En el estudio de Zhou & Gu (2020),
realizado durante 56 dias con la especie O. niloticus, los peces alcanzaron el equilibrio

isotopico a los 35 dias de alimentacion con dietas basadas en HP y harina de soya.

En el presente estudio, se logro alcanzar el equilibrio isotopico en los organismos al
mantener constantes las condiciones experimentales. Este resultado es consistente con lo
observado por Binstock & Mohan (2023), quienes, al utilizar dietas con un contenido
proteico del 44%, encontraron que el cambio isotopico se debia principalmente al
crecimiento (k) y al metabolismo (m) de los organismos, lo que llevo a la sustitucion de

tejidos antiguos por materiales recién asimilados de la nueva dieta.

Al relacionar los resultados de los parametros de rendimiento y la asimilacion isotopica,
es importante considerar la influencia de la microbiota intestinal, la cual estd directamente
vinculada con la digestion y aporte de nutrientes a la estructura de los tejidos musculares
(Xiong et al., 2019). No obstante, al no presentarse diferencias significativas entre los
valores de C y N entre los valores de discriminacion isotopica, esto se debe a la
variabilidad de las vias metabdlicas que toman los nutrientes que componen la dieta

experimental y sus isotopos respectivos (Therrien ef al., 2011).

En el presente estudio se muestra (Figura 25) que el factor de discriminacion isotopica

(AN) en la dieta 100HP fue de 2.82%o y en el caso del A*C fue de 3.13%o, mientras que
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para la BB fue de 2.50%o en AN y un valor relativamente alto de 10.3%o en el A*C entre
peces y la dieta 100BB, lo cual representa un resultado mayoritariamente favorable,
respaldado por lo sefialado en el estudio de Gaye-Siessengger et al. (2004), quienes
afirmaron que valores de discriminacion de AN superiores al 3%o indican que los
organismos podrian estar consumiendo una dieta con deficiencia proteica. En el estudio
de Gamboa-Delgado et al. (2016) utilizando biofloc en Litopenaeus vannamei, se reportd
un factor de discriminacion de 3.75%o en A’N. Segun Therrien et al., (2011) este valor
podria cambiar entre un 2.5 — 3.5 %o para el A "N y para el A 3C 0.4-1.0 %o, dependiendo
del nivel trofico. En el presente estudio, el factor de discriminacion isotopica es
fundamental para caracterizar la calidad de los ingredientes experimentales alternativos y
analizar su aporte nutricional al organismo consumidor (Gamboa-Delgado & Le Vay,

2009; Barreto-Curiel et al., 2018).

El resultado de 100HP puede estar relacionado con lo mencionado por Zhou & Gu (2020),
debido a que la HP es una fuente proteica de impacto significativo en la vida media del
recambio metabodlico, debido a su alta digestibilidad, lo que permite una utilizacion
eficiente de los nutrientes, mostrando una asimilacion indicada por sus respectivos valores
de isotopos. No obstante, el estudio de Zapata et al. (2016) evidencid que otras fuentes
proteicas, como las harinas de subproductos avicolas, pueden ofrecer una asimilacion y
retencion isotdpica favorable gracias a su alta digestibilidad y su perfil balanceado de
aminodcidos, superando en este aspecto a la HP. De manera similar, Fabrikov et al. (2021)
destacaron que la asimilacion de proteinas en dietas microbianas estd directamente
relacionada con la facilidad de digestion, por lo que las dietas combinadas en este estudio
promovieron un mayor crecimiento gracias a un efecto sinérgico, donde se hipotetiza la
biomasa favorecio a la microbiota intestinal y fortaleci6 las células epiteliales del intestino
mejorando el proceso de digestion de la HP (Yukgehnaish ef al., 2020). Skrede et al.
(1998), destacan que las proteinas microbianas con metionina y lisina, utilizadas en dietas
para cerdos, aves y salmon, son una fuente eficiente de aminoécidos y N, con una
digestibilidad del N del 79% al 84%. Sin embargo, seria necesario profundizar mas en los
procesos metabolicos, considerando la variabilidad de las vias metabolicas presentes en
los tejidos musculares y hepaticos, que involucran tanto procesos anabdlicos como

catabolicos (Xia et al., 2013; Dvergedal et al., 2019). Un ejemplo de esto es la via
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metabolica utilizada para el aprovechamiento de los aminoacidos, la cual depende tanto
de la ingesta de aminoacidos como de una sintesis endogena (O’Connell, 2017; Stephens
et al., 2023). El estrés, es otro factor que puede provocar una variacion del equilibrio en
el N y afectar la firma isotdpica debido a procesos catabdlicos (D'Ortenzio et al., 2015;

Drtikolova et al., 2021).

En este estudio se observd que a mayor inclusion dietaria del ingrediente BB, mayor fue
la asimilacion del N dietario en el tejido muscular. En contraste, las dietas basadas en
ingredientes de origen vegetal presentan una menor eficiencia de asimilacion (relativa a
la HP). En un estudio previo realizado en Litopenaeus vannamei (Martinez et al., 2012),
se indico que las fuentes proteicas vegetales tienden a alterar los valores de 4 '° N en los

organismos acuaticos, indicando asi posibles restricciones nutricionales.

Una consideracion que también influyd en el resultado observando en las proporciones
relativas de asimilacion promovidas por ambos ingredientes, es la forma en que se uso el
producto de la BB, cuyas particulas son de menor tamafio en comparacion con las de la
HP. Este aspecto es relevante en cuanto a la facilidad con la cual las enzimas digestivas
pueden ejercer su efecto, y concuerda con lo analizado en los estudios de Caldini et al.
(2015) y Gamboa-Delgado et al. (2016), en el cual los autores mencionan que la
aportacion de N dietario proveniente de una harina microbiana, como el 'biofloc', sugiere
que este ingrediente, aunque seco, proporciona un aporte nutricional de fécil digestion y

asimilacion.

El cambio isotopico de N y C observado en O. niloticus fue analizado utilizando el modelo
de Hesslein ef al. (1993) descrito por Fry (2006). Este enfoque permitié calcular los
valores de t50 y determinar la vida media del C y N en el tejido muscular de las tilapias
(Barreto-Curiel et al., 2018), obteniéndose tiempos medios de residencia de entre 9 y 10
dias tanto para el N como para el C. En otras palabras, se requieren entre 9 y 10 dias para

el m de la mitad del C y N en el musculo de los peces al recibir estas dietas.

En el presente estudio se consideraron dos fuentes de proteina, atendiendo lo propuesto
por Zapata et al. (2014). En dicho estudio se utiliz6 una mezcla isotopica con multiples

fuentes proteicas, que sirvid para estimar las fracciones de N retenidas y su equilibrio en
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el tejido muscular, resaltando la utilidad de los isétopos estables para la evaluacion
. . , 15 . . . .
nutricional, ya que valores mas altos de 6 °N suelen asociarse con ingredientes de origen
animal, mientras que los ingredientes de origen vegetal y microbiano, al ocupar posiciones
troficas menores, tienden a mostrar menores valores 8'°N, lo que permite evaluar con
mayor precision las contribuciones de diferentes fuentes de N al musculo de los peces

(Gamboa-Delgado et al., 2016).

Los valores de k y m estimados a partir del modelo de Hesslein et al. (1993) demostraron
que el cambio isotopico observado en el tejido muscular de la O. niloticus se debid
principalmente al incremento del desarrollo muscular (k) y, con menor influencia, a las
tasas de m. Un valor elevado de k sugiere una mayor eficiencia en la acumulacion
somatica, una rotacion proteica mas eficiente y un menor gasto energético dedicado a
funciones metabolicas (Barreto-Curiel et al., 2018; Garcia-Pérez et al., 2022). Pacheco-
Vega et al. (2018) indicando que, en especies como el camar6n, las altas tasas de
crecimiento favorecen el equilibrio isotdpico a través de la acumulacion de tejido nuevo,

a diferencia del cambio metabolico.

En el presente experimento, se implemento el uso de tilapias en etapa de crecimiento, lo
que facilitd un desarrollo acelerado y promovi6 tasas de recambio isotopico en periodos
mas cortos, influenciadas por su rapido crecimiento (Malek et al., 2016). Este factor
probablemente contribuyd de manera positiva a lograr un equilibrio isotdpico en el tejido
muscular, dado que ambos aspectos estan estrechamente vinculados (Badillo ez al., 2014).
Esta misma relacion es respaldada por Skinner ef al. (2016), quienes destacan que el
recambio isotopico es impulsado principalmente por el crecimiento en la trucha
Oncorhynchus mykiss, en lugar del m, especialmente en peces juveniles, donde hasta el

90% del recambio isotdpico se asocia con esta etapa de crecimiento.

En el presente experimento, las dietas con HP tuvieron una eficiente incorporacion en los
tejidos musculares, lo cual es consistente con lo reportado por Badillo et al. (2014),
quienes mediante SIA confirmaron que el uso de HP y harinas de subproductos avicolas
en la dieta favorece una integracion efectiva de nutrientes en el tejido muscular de la trucha

arcoiris.
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La investigacion de Cai et al. (2018) demostré que, en el besugo (Megalobrama
amblycephala), el uso de concentrado de proteina de arroz sin suplementacion de lisina y
metionina resulta en un menor crecimiento. Por otro lado, el estudio de Martinez-Cordova
et al. (2003) realizado en Litopenaeus vannamei indicd que, incluso con dietas bajas en
proteina, los valores de 6'°N se incorporan eficazmente en la estructura muscular,
favoreciendo su crecimiento. Ambos hallazgos sugieren que un crecimiento dptimo y un
factor de discriminacidn isotopico bajo, estan relacionados con la calidad de la proteina y
la presencia de aminoacidos esenciales, como la metionina y la lisina, que con el contenido

total de proteina en la dieta.

En la Tabla 8 se observa que no hubo diferencias significativas en las contribuciones de
O3C entre los valores esperados y los obtenidos, lo cual coincide con los resultados
reportados por Xochipa-Herndndez (2023) en relacion con Arthrospira platensis. Sin
embargo, las fuentes de carbono asimiladas a través de la dieta pueden experimentar un
fenomeno conocido como enrutamiento isotdpico, es decir, mostrar variaciones en
comparacion con otros tejidos que poseen distintos tipos de metabolismo, como las aletas,
lo que refleja diferencias en la actividad metabdlica y en el contenido de lipidos (Zhou et

al.,2014; Hayden et al., 2017).

De manera complementaria al estudio de Xochipa-Herndndez (2023), se observa que a
medida que aumenta la sustitucion de biomasa bacteriana (ProFloc™) por harina de
pescado (HP), se presentan diferencias significativas en el aporte de 3'°N al tejido
muscular, como se muestra en la Tabla 9. Estos resultados coinciden con los del presente
estudio, en el que se evidencia que al incrementar la proporcion del ingrediente BB en la
dieta, también se incrementa la asimilacion de nutrientes en el tejido muscular. Resultados
similares fueron reportados por Gamboa-Delgado et al. (2016), quienes observaron que la
inclusion de biofloc en la dieta de Litopenaeus vannamei aumentaba su incorporacion al

tejido muscular conforme se incrementaba su sustitucion por HP, hasta alcanzar un 50%.

En cuanto a las dietas con mayor concentraciéon de HP (75HP:25BB y S0HP:50BB) se
refleja que la HP tuvo una mayor presencia en el tejido muscular de los peces. Esto, en
base al estudio de Zhou et al. (2014) senalan que la HP no solo se integra de manera

eficiente en el tejido muscular contra una harina de soya, sino que el N suministrado
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desempefia un papel significativo en el crecimiento, como se observd en juveniles de cobia
(Rachycentron canadum). Martinez-Rocha et al. (2012), observaron un efecto distinto al
comparar una dieta de origen vegetal a base de chicharo (Pisum sativum) en Litopenaeus
vannamei. En una dieta de proporciones equivalentes (50:50), P. sativum tenia una

incorporacion del 60% de N en el tejido muscular.

Es importante destacar que las adiciones de ingredientes basados en microorganismos son
importantes en la contribucion al musculo, como las observadas en el estudio de Pacheco-
Vega et al. (2018). En dicho estudio, la inclusion del 5% de biomasa de microalgas
Schizochytrium y Grammatophora en una dieta para Litopenaeus vannamei, que contenia

HP, resulté en un mayor crecimiento a diferencia de una inclusion del 100% de HP.

El estudio de biomarcadores enzimaticos tuvo como objetivo profundizar en los efectos
de las dietas experimentales de la O. niloticus, evaluando la respuesta enzimatica del
higado ante el consumo del ingrediente experimental (tratamiento con aceite “A”) y su
reaccion frente a un desafio con un xenobidtico (tratamiento con diésel “D”). La eleccion
del higado como o6rgano para el presente estudio, se basa en su funcidén esencial como
principal 6érgano de desintoxicacion en peces y otros vertebrados. Este érgano refleja los
efectos de la exposicion prolongada a contaminantes, manifestandose en alteraciones en

sus estructuras celulares y tejidos hepaticos (Minarik et al., 2014; Topic¢ et al., 2023).

En el estudio de Garcia et al. (2019), reportaron que la inclusion del acido linoleico
conjugado combinado con curcumina en la dieta de O. niloticus puede interferir en la
biodisponibilidad de aflatoxina en el organismo (efecto hepatoprotector), dando evidencia
que ciertos ingredientes pueden actuar como agentes absorbentes ante la presencia de
contaminantes especificos. Con este hecho, en el presente estudio se realizo el analisis de
las actividades de las enzimas ALP y GST (Dos Santos et al., 2011). Las enzimas
mencionadas, junto con la CAE, son consideradas biomarcadores hepaticos, debido a que
su actividad refleja la respuesta del organismo ante condiciones adversas, sirviendo como
indicadores de exposicion a situaciones toxicas tanto en entornos naturales como en la

dieta (Bonifacio et al., 2016).
Las respuestas enzimaticas de ALP, CAE y GST obtenidas en el presente estudio,
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mostraron diferencias significativas entre los tratamientos A100HP (control) y D100HP.
Estas diferencias pueden atribuirse a la exposicion del xenobidtico administrado, como
ocurri6 en el grupo D, resultados similares a los estudios de Atli et al., (2015) y Wu et al.,
(2025). Las variaciones obtenidas de la actividad enzimatica entre los grupos A y D son
consistentes con los hallazgos de Cruz Valdez (2005) y Xochipa Hernandez (2023),
quienes emplearon esta técnica para obtener parametros medibles y evaluar las respuestas
enzimaticas tanto en el grupo control como la respuesta ante la presencia de un
xenobiotico. De manera similar, Freitas et al. (2020) expusieron a un grupo de tilapias a
aceites lubricantes (xenobidticos), observando alteraciones bioquimicas en la respuesta
enzimatica hepética, similares a las respuestas obtenidas en el grupo D y A y en las
enzimas ALP y CAE (24 y 48 horas). Los resultados obtenidos respaldan que la aplicacion
de xenobidticos fue apropiada para validar el empleo de enzimas hepaticas como
biomarcadores efectivos en la evaluacion de las respuestas biologicas de organismos

expuestos a contaminantes.

En las dietas con la sustitucion de BB no se registraron efectos negativos sobre el
organismo, lo cual sugiere que el consumo de la BB en la dieta no genera impactos
negativos al organismo. Mahfouz & Sherif (2015), quienes observaron que, en la O.
niloticus al brindar una dieta de mala calidad se induce una respuesta enzimatica elevada

de ALP, AST y GST.

En el grupo D la actividad de las enzimas ALP, CAE y GST de los organismos que
consumieron dietas con BB, registraron una actividad menor o similar al grupo A, que
podria estar relacionada con la diversidad bacteriana presente en las dietas con BB
utilizada en este estudio. Uno de los grupos presentes en el ingrediente de la BB es la
familia bacillus, los cuales destacan por su capacidad para degradar, transformar y
desintoxicar una amplia gama de compuestos toxicos (He ef al., 2020; Yan et al., 2022),
incluidos xenobiodticos, herbicidas y pesticidas, mediante un potencial de biorremediacion
(Arora et al., 2020). El uso en la dieta de estos microorganismos calificados como
probioticos ha demostrado un mejor rendimiento de la tilapia incluso en estos entornos de
alto estrés (Van-Doan et al., 2021; Souza et al., 2020). En un estudio realizado por

Dehkohneh et al. (2019), utilizando en ratas una dieta con la bacteria Lacticaseibacillus
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paracasei TD3 (10 '© UFC/ml) para el control del colesterol hepatico, se demostrd que el
uso de dietas microbianas posee la capacidad de intervenir en la modulacidon sobre el
citocromo P450 741 A y HMGCR, que intervienen en la disminucion de algunas enzimas,
entre ellas la alanina aminotransferasa y la aspartato aminotransferasa, presentando una

disminucion en la presencia de algun dafio hepatico.

En el presente estudio, las dietas del grupo D que contenian BB, presentaron a las 24 y 48
horas una actividad de la ALP menor en comparacion con el tratamiento D100HP. Este
hallazgo concuerda con lo reportado por Wu et al. (2022), quienes indujeron estrés
oxidativo mediante la inyeccion intraperitoneal de un herbicida a ratas (Sprague-Dawley)
alimentadas con Bacillus SC06 y SC08 (cultivo diluido a 10! YF€ /ml en solucién salina
al 0,9 %). En su estudio, observaron que el uso de estos microorganismos en la dieta es
una alternativa para la prevencion de lesiones hepaticas inducidas por estrés oxidativo,
esto mediante la modulaciéon de la microbiota intestinal, mejorado la capacidad
antioxidante del higado, obteniendo una disminucién de los marcadores de dafio oxidativo
y el aumento de antioxidantes clave como SOD y T-AOC. En este mismo estudio, se
evidencid una disminuciéon en la actividad de enzimas como la ALP, alanina
aminotransferasa, aspartato aminotransferasa y lactato deshidrogenasa, lo que sugiere que
la modulacion de la microbiota intestinal podria ser una alternativa eficaz para prevenir

enfermedades hepéticas.

Otro factor que influy6 en la disminucion de la actividad ALP, CAE y GST del grupo D,
es la presencia de otro grupo de bacterias en la BB, especificamente M. capsulatus. Esto
fue respaldado por el estudio de Chama et al. (2021), en el que se evaluaron parametros
hepaticos como la ALP en tilapias del Nilo alimentadas con la misma BB utilizada en el
presente trabajo. Dicho estudio demostrd que las dietas suplementadas con harina de
proteina unicelular y BB (M. capsulatus) no provocaron alteraciones negativas en los
niveles plasmaticos de ALP. Este estudio demostrd que la BB puede contribuir a mejorar
la respuesta inmune y la capacidad antioxidante, sin comprometer el crecimiento en
tilapias juveniles. Los resultados obtenidos en el presente estudio en la ALP, indican que
la BB compuesta por bacterias del grupo Bacillus, protege el higado del estrés oxidativo

mediante la regulacion de la microbiota intestinal (Mingmongkolchai & Panbangred,
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2018), sugiriendo que se debe considerar la funcion de la microbiota intestinal como parte

del potencial de disminuir el estrés celular a nivel hepatico (Nardone et al., 2010).

La respuesta enzimatica de CAE mostr6 un patron similar tanto a las 24 horas (Figura 28)
como a las 48 horas (Figura 29), indicando que la inclusion conjunta de los ingredientes
HP y BB provoca una disminucion en la actividad enzimdtica en la mayoria de las dietas
del grupo D, en comparacion con el grupo A. Esto sugiere una posible interaccion entre
ambos ingredientes que podria modular la respuesta enzimatica del organismo. Sin
embargo, es importante considerar lo sefialado por Ribalta er al. (2015), quienes
mencionan que las dietas experimentales, pueden inducir variaciones interespecificas en
la actividad plasmatica de la CAE. Este planteamiento es respaldado por el estudio de
Attademo et al. (2017), el cual indica que las variaciones en la actividad de la CAE pueden
atribuirse a factores tanto intraespecificos como interespecificos, incluyendo la especie, el
peso corporal, el sexo, la dieta e incluso la fuente lipidica (por ejemplo, aceite de pescado
rico en omega-3). En relacion con el uso de omega-3, es posible que este haya influido en
la respuesta de la CAE. Glencross et al. (2024) sefalan que los 4cidos grasos omega-3 y
omega-6 empleados en acuacultura tienen un efecto significativo sobre las funciones
hepéaticas asociadas a la desintoxicacion. No obstante, en las Figuras 28 y 29, los
tratamientos A100HP y D100HP no mostraron una disminucién en la actividad de CAE,
a diferencia de las dietas que contenian BB, lo cual podria descartar un efecto protector
por parte de los omegas en las dietas experimentales. En cuanto a las variabilidades
relacionadas con la especie, Nos et al. (2021) demostraron que, al exponer a cuatro
especies de atunes a un pesticida organofosforado (dichlorvos) sin dieta experimental ni
inhibidores especificos de CAE, se observaron diferencias notables. La especie Auxis
rochei (melvera) presentd las actividades de CAE mas altas, mientras que Thunnus
alalunga (atin blanco) mostr6 las mas bajas, sugiriendo esto que, incluso dentro de un
mismo grupo taxonomico (familia Scombridae), 1a respuesta enzimatica frente a un mismo
contaminante puede ser altamente variable, evidenciando la influencia de factores

genéticos y fisiologicos propios de cada especie.

Respecto a la actividad de la GST, en la Figura 30 se observa que no hay diferencias

significativas en la actividad entre los grupos A y D con dietas que incluian BB, como en
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los tratamientos A75HP:25BB y D75HP:25BB. A las 48 horas se mantuvo esta misma
tendencia, mostrando un aumento, pero con una respuesta lineal y homogénea entre ambos
grupos A y D, sin variaciones significativas entre las mismas dietas correspondientes. Esta
tendencia se repite en todas las dietas con BB. Un resultado similar se reflejé en el estudio
de Garcia-Pérez et al. (2019), en el cual se observo una reduccion en la actividad de GST
en los grupos que recibieron suplementacion con curcumina y acido linoleico conjugado,
lo que indica que estos tratamientos son efectivos para reducir dicha actividad. Una baja
actividad de GST en los grupos D podria estar relacionada con la actividad presente de la
CAE observada a las 24 horas, como sefialan Ribalta et al. (2015), ya que la GST, al
formar parte de la fase II de biotransformacion hepatica, depende de los metabolitos

generados por las enzimas de fase I, como la CAE (Costa et al., 2011; Allocati et al. 2018).

Con respecto a la BB utilizada en este estudio, la evidente disminucion en las tres enzimas
puede deberse a lo reportado por Avdeeva & Gvozdev (2017), en el sentido que la bacteria
Methylococcus capsulatus posee una notable capacidad para participar en bioconversion,
biosorcion, bioacumulacion y bioremediacion, destacdndose por activar el enlace C-H del
metano, utilizando C como fuente de energia. Dentro del mismo estudio se destaca que
Methylosinus trichosporium (bacteria metanotrdfica) es capaz de oxidar compuestos
toxicos, incluidos los hidrocarburos, por lo que es importante continuar con el estudio de
estas bacterias. Chandra et al. (2020) estudiaron el efecto de varios microorganismos con
la capacidad de actuar como compuestos bioactivos, destacando su habilidad para producir
metabolitos secundarios con propiedades antioxidantes. Un estudio complementario es el
de Dindar ef al. (2019), en el cual hace mencion que existen las bases sobre bacterias,
como Pseudomonas fragi, Pseudomonas aeruginosa y Arthrobacter denitrificans, las
cuales en un desafio contra el diésel ayudan a la degradacion de compuestos
contaminantes, debido a que favorecen la bioremediacion, un proceso en el cual estas
bacterias descomponen los hidrocarburos presentes en el diésel, convirtiéndolos en
compuestos menos toxicos y mas facilmente asimilables por las plantas, ademas de ayudar
a mejorar el crecimiento de las plantas, como se observo en las variedades de Zea mays
(704 y 640), donde se registraron aumentos significativos en el contenido de carbohidratos
y en la actividad de enzimas antioxidantes, como la catalasa, en presencia de estas

bacterias. Sin embargo, es necesario profundizar en la investigacion sobre la diversidad
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microbiana y los efectos bioactivos de estos metabolitos, con el fin de evaluar su potencial

aplicacion como antioxidantes naturales (Singh et al., 2019).

Cabe destacar que el uso de una especie omnivora, como la tilapia del Nilo, influye
significativamente en la respuesta enzimatica. Esto contrasta con lo reportado por Zheng
et al. (2023) en rodaballo, una especie carnivora, donde una sustitucion del 80% de 1a BB
tuvo efectos negativos sobre la digestibilidad de los nutrientes, redujo la capacidad
antioxidante, increment6 la actividad de la superoxido dismutasa y malondialdehido, y
comprometié la salud hepatica al elevar los niveles de transaminasa glutdmico-
oxalacética. Por lo tanto, la interaccion entre la dieta y las caracteristicas fisiologicas del

organismo consumidor es determinante para la expresion enzimatica a nivel hepatico.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran que el uso de la BB no afect6 de manera negativa
la especie O. niloticus durante las primeras etapas de crecimiento. Los parametros de
rendimiento fueron favorables y consistentemente se observo una respuesta similar por

ambos ingredientes al considerarlos como unica fuente proteica.

Los tratamientos evaluados, indican que las dietas experimentales que proporcionaron
ambos ingredientes brindan un equilibrio nutricional adecuado para el desarrollo de los

peces.

La incorporacion de la BB a una dieta con HP para tilapia genera una mayor sinergia en
ambos ingredientes lo que promueve la disponibilidad y digestibilidad de la asimilacion

de nutrientes, sin afectar de manera negativa el crecimiento.

La BB se podria considerar en un futuro como una alternativa palatable, y como un
ingrediente que no afecta significativamente la CA, ni la S, lo cual podria reducir la

demanda y el consumo excesivo de la HP.

Aunque la dieta HP se destaca por su aporte proteico y su variabilidad en aminoacidos,
los niveles altos de BB lograron contribuir al suministro de C y N estructural necesario

para la formacion de tejido muscular en la tilapia.

Se comprobod que los valores isotopicos 8'*C y 8'°N en los peces al inicio del bioensayo
se mantuvieron en un valor basal. Con el transcurso del bioensayo de alimentacion, se
observé un cambio isotopico rapido, el cual se estabilizo una vez alcanzado el equilibrio
(dias 15 y 22 del experimento). Esto permitio estimar el factor de discriminacion,
facilitando a su vez la aplicacion de correcciones durante la determinacion de las
contribuciones de N y C al tejido muscular por parte de las dietas experimentales. Ademas,
se evidencié que, a mayor inclusion del ingrediente BB, mayor fue su aporte al

crecimiento y a la composicion del tejido muscular.

En linea con estos resultados, las dietas experimentales mostraron tasas de crecimiento (k)

favorables y un menor m aportando al cambio isotopico, lo que derivd en tiempos medios
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de residencia (t50) en tejido muscular de 9 a 10 d. Este comportamiento puede atribuirse
a la calidad de los ingredientes los cuales facilitaron una mejor incorporacion de nutrientes

en los tejidos musculares.

La inclusion parcial o total de la BB, derivo en una disminucién de actividad de ALP en
los organismos expuestos a diésel. La enzima CAE mostr6 la mayor variabilidad, lo que
refleja la respuesta inicial de esta enzima de fase I frente a la exposicion al diésel. Los
peces alimentados con BB mostraron menor actividad de la enzima GST, posiblemente

debido a un efecto osmoprotector del ingrediente.

Los hallazgos del presente trabajo resaltan la importancia de seguir investigando para
optimizar el uso de estos ingredientes alternativos de origen microbiano en la dieta de la

tilapia.
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10 PERSPECTIVA

Las dietas adecuadas que incluyen la sustitucion o adiciéon de biomasa microbiana podrian

beneficiar el crecimiento y la supervivencia de los peces en etapa juvenil.

Esta adicion tiene un efecto sinérgico, favoreciendo una mayor digestibilidad y

asimilacion de la HP en peces juveniles cuando se utiliza en mayores proporciones.

La presencia de la BB en la dieta contribuy¢ al aporte de N y C estructural al tejido

muscular de la tilapia.

Una mayor disponibilidad del ingrediente BB en la formulacion de las dietas se asocia
con una mayor asimilacion, una mayor contribucion al tejido muscular, asi como con

un incremento en el crecimiento muscular y un efecto protector a nivel hepatico.

La BB podria convertirse en una alternativa prometedora para sustituir la HP en
especies omnivoras, como la tilapia del Nilo, ofreciendo beneficios tanto en calidad

nutricional como en reduccion de costos.

Es fundamental profundizar en los efectos hepatoprotectores de la BB, considerando
la diversidad de microorganismos presentes en su formulacion, especialmente en
estudios enfocados en los mecanismos fisioldgicos asociados a la flora intestinal de

los peces.
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