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Resumen de la tesis que presenta Vladimir Nicoldas Mufioz Kuehne como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Contribucion del biofloc inoculado con diferentes probidticos sobre el crecimiento y niveles de
actividad enzimatica digestiva en juveniles de tilapia (Oreochromis niloticus Var SPRING)

Resumen aprobado por:

Dr. Juan Pablo Lazo Corvera Dr. Mario Alberto Galaviz Espinoza
Codirector de tesis Codirector de tesis

El presente estudio evalud la actividad enzimatica intestinal de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus var
SPRING) cultivada en tanques con tecnologia biofloc (BFT) inoculados con probidticos comerciales. Cuatro
tratamientos con biofloc, un control negativo y un control positivo se manejaron en tanques al aire libre
de 310L: los tratamientos con BFT inoculado con el probidtico comercial Eco-aquablend® por cuatro (T1)
y ocho semanas (T2). Asi mismo, el probidtico comercial Eco-aquaprotect® se inoculo por cuatro (T3) y
ocho semanas (T4), el control negativo uso agua limpia (C-) sin biofloc, con recambios de agua del 20%
diario; el control positivo (C +) uso biofloc pero no se agregd probidtico. Todos los tanques fueron
alimentados con 32% de proteina y 06% de lipidos. Cada tanque contenia 30 peces con un peso inicial de
11,66 g + 2,43 g. La relacién de alimentacion se ajustd de 6 a 2% de la biomasa total, los peces fueron
alimentados 2 veces al dia. Se agregd harina de maiz y melaza en los tanques BFT para mantener una
relacion C: N la cual se fue modificando de 20: 1 a 10: 1 a lo largo del experimento. El sélido suspendido
total (TSS) se mantuvo en alrededor de 50 mg It en tanques de BFT. Las enzimas leucina aminopeptidasa,
quimotripsina, tripsina, proteasas alcalinas totales, fosfatasa y a-amilasa fueron evaluadas en intestinos
de tilapia del Nilo utilizando sustratos especificos para cada enzima. Las tilapias criadas en BFT mostraron
un mejor rendimiento de crecimiento. La supervivencia de los peces fue del 96%. La produccién neta de
biomasa fue un 43% mas alta que en los tanques de control negativo, lo que confirma la utilizacion de
biofloc por los peces como alimento. No hubo diferencia en el crecimiento / produccion de peces entre
T1, T2, T3 y C+. El crecimiento fue significativamente mayor para T4 (P <0.05). No se encontraron
diferencias significativas en las concentraciones de amonio, nitrito y nitrato entre los tratamientos. T4
mostré una mayor actividad en tripsina, quimotripsina, fosfatasa y a-amilasa; para las proteasas alcalinas
totales, la mayor actividad fue para T1, T2 y T4, sin encontrar diferencias significativas entre estos
tratamientos. El control negativo mostrd la mejor actividad enzimatica para Leucina. El uso del probidtico
comercial (Eco-aquablend®) durante ocho semanas en un sistema BFT parece aumentar la produccién de
varias enzimas intestinales. Por lo tanto, la energia metabdlica se usé de manera mas eficiente para
aumentar el crecimiento en la tilapia criada en BFT inoculada con este producto. Del mismo modo, se
mejoré el costo-beneficio utilizando estos productos en el cultivo de biofloc de tilapia.

Palabras clave: Enzimas digestivas, biofloc, probioticos, Oreochromis niloticus



Abstract of the thesis presented by Vladimir Nicoldas Mufioz Kuehne as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture.

Contribution of biofloc inoculated with different probiotics on the growth and levels of digestive
enzymatic activity in juvenile tilapia (Oreochromis niloticus Var SPRING)

Abstract approved by:

Dr. Juan Pablo Lazo Corvera Dr. Mario Alberto Galaviz Espinoza

Thesis Codirector Thesis Codirector

The present study evaluated the intestinal enzymatic activity of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) cultured
in tanks with biofloc technology (BFT) innoculated with commercial probiotics. Four biofloc treatments, a
negative and a positive control were managed in 310L outdoor tanks: BFT with a commercial probiotic (Eco-
aquablend®) for four (T1) and eight weeks (T2); BFT with a commercial probiotic (Eco-aquaprotect®) for
four (T3) and eight weeks (T4), and clean water negative control (C-) with no biofloc and water exchange
of 20% daily; positive control (C+) with biofloc but no probiotic was added (Table 1). All tanks where fed with
32% crude protein and 06% lipids. Each tank contained 30 fish with an initial weight of 11.66 g + 2.43g.
Feeding ratio was adjusted from 6 to 2% of the total fish biomass daily in each tank. Cornmeal and molasses
where added in BFT tanks to maintain a C:N ratio from 20:1 to 10:1. The total suspended solid (TSS) was
maintained at around 50 mg I in BFT tanks. Leucine aminopeptidase, chymotrypsin, trypsin, total alkaline
proteases, phosphatase and a-amylase enzymes where evaluated from intestines of Tilapia using specific
substrates for each enzyme. Tilapias reared in BFT showed better growth performance. Fish survival was
96%. Net fish production was 43% higher in BFT tanks than in the negative control tanks confirming the
utilization of biofloc by fish as food. There was no difference in fish growth/production among T1, T2, T3
and C+. Growth was significantly higher for T4 (P<0.05). No significant differences in ammonia, nitrite and
nitrate where found among treatments. T4 showed higher activity in Trypsin, Chymotrypsin, Phosphatase
and a-amylase; for total alkaline proteases, the higher activity were for T1, T2 and T4, with no differences
among this treatments. Negative control showed the best enzymatic activity for Leucine. The use of the
commercial probiotic (Eco-aquablend®) for eight weeks in BFT system seems to increase the production of
several intestinal enzymes. Therefore, metabolic energy is used more efficiently to increase growth in tilapia
reared in BFT inoculated with this product. Likewise, the cost-benefit was enhanced using this products on
tilapia biofloc culture.

Keywords: Digestive enzymes, biofloc, probiotics, Oreochromis niloticus
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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Introduccion general

La industria acuicola ha crecido rapidamente desde la década de los 70’s, a un ritmo aproximado del 9%
por afo. La produccién acuicola mundial de pescado representd el 44.1% de la produccion total de
productos acuaticos en el 2016 (FAO, 2016). Este crecimiento ha generado polémica a la industria acuicola,
ya que esta actividad ha contribuido a la degradacién y contaminacién ambiental. Por lo tanto, es de crucial
importancia mejorar las practicas y manejo de los cultivos, ddndoles una direccién mds ecolégica. Entre
los principales problemas de la actividad acuicola, se encuentran la alta dependencia en proteinas y lipidos
provenientes de la harina y aceite de pescado (i.e., recursos no sustentables), los altos costos de terreno
para produccién y la falta de agua (Emerenciano et al. 2013). Actualmente los peces de origen
dulceacuicola (i.e., carpas y tilapias) son el principal grupo de especies de la produccion piscicola mundial

(FAO, 2016).

En este contexto, la tilapia es el pez de agua dulce con mayor importancia comercial en México. En los
ultimos anos esta especie se ha cultivado a lo largo de todo el pais en diferentes cuerpos de agua,
generando una amplia variedad de nichos econdmicos, llegando a representar mas del 60% de la
produccién dulceacuicola nacional (Apun et al. 2009). La tilapia es una especie de zonas tropicales y
subtropicales, es un pez omnivoro, lo que quiere decir que se alimenta tanto de fuentes vegetales como
animales. Es resistente a enfermedades, variaciones de temperatura, oxigeno y concentraciones altas de
compuestos nitrogenados (Tengjaroenkul et al. 2000; Apun et al. 2009; Pérez-fuentes et al. 2016). Debido
a su alta resistencia, la tilapia se ha podido cultivar en agua de mar. Sin embargo, la forma cada vez mas
popular para la produccidn de esta especie es a través de la intensificacién de su cultivo en sistemas de

agua dulce.

Los sistemas intensivos acuicolas han demostrado ser eficientes en produccién de altas densidades de
biomasa de peces y crustaceos en espacios reducidos, sin embargo, las altas densidades pueden provocar
problemas como la acumulacién de desechos nitrogenados derivados del alimento y excreciones de los
organismos cultivados, los cuales pueden llegar a ser toxicos dependiendo de su tipo y concentracion
(Avnimelech, 2007). Los organismos que estan siendo cultivados a altas densidades, necesitan la adicion

de altas cantidades de alimento, por lo que la calidad del agua se puede ver afectada directamente debido



a las altas concentraciones de materia organica en el sistema (Ekasari, et al. 2010). Avnimelech y Ritvo
(2003) mencionan que solamente del 20% al 30% del alimento suministrado es asimilado por los peces, el
resto se acumula en el sistema como materia organica (alimento no consumido y heces). Se sabe que el
alimento representa el 50% o mds del gasto de produccidon de un cultivo. Si se quiere alcanzar una
acuicultura sustentable es necesario mejorar no solo la calidad del alimento, sino también las practicas
alimenticias. El alimento vivo o natural encontrado en las bio-peliculas y biofloculos ha demostrado
proveer una gran parte de los requisitos nutricionales en un cultivo semi-intensivo de camarén (Mart et
al. 2012). Asi mismo, el uso de tecnologias biofloculantes o bioflocs (BFT), han demostrado reducir los
impactos ambientales negativos generados por los organismos acuicolas al reutilizar el nitrégeno libre del

agua (Crab, et al. 2007).

Los sistemas biofloculantes combinan la remocidn de desechos nitrogenados y nutrientes con produccion
de biomasa microbiana, la cual puede servir como alimento para la tilapia (De Schryver, et al. 2008). Los
nutrientes se convierten en biomasa microbiana que al llegar a un densidad adecuada puede ser
consumida por los organismos cultivados reduciendo de esta manera el uso de alimentos formulados
(Avnimelech, 2007; Ekasari, et al. 2010). Estos fléculos pueden llegar a alcanzar una corpulencia de hasta
1000 um, siendo de un tamafio adecuado para que las tilapias en el cultivo puedan consumirlos. De
acuerdo con De Schryver, et al. (2008), solo del 2 al 20% de la fraccion organica de los fléculos estdn
constituidos por células microbianas vivas, mientras que el total de materia organica puede ser entre 60 a
70% y la materia inorganica del 30 al 40%. Debido a que la masa microbiana presenta una densidad de
alrededor de 1.0 g de peso hiumedo por mililitro de floc, estos tienden a sedimentarse lentamente, lo cual

permite su facil captura por los organismos en el cultivo.

Si el biofloc es utilizado como alimento en la acuicultura puede conllevar varios beneficios en los sistemas
de produccién ya que es un alimento que se encuentra disponible las 24 horas del dia, lo que podria reducir
sustancialmente los gastos por alimentacion, que como ya se menciond pueden llegar a ser hasta del 50%
del costo total de produccién. La calidad de agua mejora debido a la constante produccion de biomasa
bacteriana, la cual transforma el nitrégeno del sistema, manteniendo bajos los niveles de nitrégeno

potencialmente dafiino en el agua (Martinez-Cérdova, et al. 2009).

Avnimelech (2007) menciona que para el desarrollo adecuado del biofloc se necesita la adicién constante
de una fuente de carbono como glucosa, sacarosa, melaza, glicerol o dextrosa para que las bacterias en el
sistema puedan usarlo como sustrato energético para sus procesos metabolicos. Azim y Little (2008)

proponen que incrementar la relacion carbono: nitrogeno (C:N) promueve la conversion del nitrégeno



libre en biomasa bacteriana la cual esta disponible para el consumo de los organismos del cultivo en el
sistema. Una relacion C:N > 10:1 se considera éptima para el crecimiento bacteriano, donde el nitrégeno
es inmovilizado dentro de la célula bacteriana, mientras que los sustratos organicos (azucar, celulosa o
almiddn) son metabolizados para producir energiay crecimiento (Avnimelech, 1999). Sin embargo, la carga
microbiana dentro del sistema biofloc es muy dindmica. Los fléculos microbianos estdn compuestos de
una mezcla heterogénea de microorganismo (formadores de floc y bacterias filamentosas), particulas,

coloides, polimeros orgdanicos, cationes y células muertas entre otras (Jorand, et al. 1995).

Dentro de los fléculos se pueden encontrar bacterias benéficas tales como Bacillus y Lactobacillus (Anand
et al. 2014). Asi mismo, se han encontrado veintidds tipos de clorofila y carotenoides dentro de un sistema
de biofloc con camardn blanco Litopenaeus vannamei (Ju, et al. 2008). Estos organismos se conocen como
probidticos los cuales ayudan a controlar y balancear los niveles de bacterias tanto benéficas como
potencialmente patdgenas dentro de la microbiota intestinal de los organismos. Se ha reportado que los
probidticos “influyen positivamente en procesos como la digestién, inmunidad y resistencia a

enfermedades” (Monroy Dosta, et al.2012 en Hernandez, 2014).

Ademas de ser alto en concentracion de proteinas, acidos grasos poliinsaturados y altamente insaturados
(PUFAy HUFA) (Mart, et al. 2012), el biofloc es una fuente rica en promotores de crecimiento y compuestos
bioactivos, asi como vitaminas y aminoacidos esenciales (Ju et al. 2008), los cuales promueven la actividad
de enzimas digestivas como proteasas y lipasas. Por su parte, Epp, et al. (2002) demostraron que los
camarones podian utilizar los aminoacidos encontrados en el biofloc para la sintesis de proteinas,
indicando que es posible sustituir en parte la harina de pescado en dietas para camardn. Asi mismo las
enzimas pueden ser utilizadas para promover los valores nutritivos del alimento para peces ya que
aumentan su digestibilidad. De forma natural las enzimas pueden transformar compuestos complejos del
alimento en nutrientes mas simples y mas asimilables. Los organismos poseen enzimas enddgenas
localizadas en el sistema digestivo y estas enzimas ayudan a romper moléculas orgdnicas complejas como
la celulosa, almidén o la proteina, en sustancias mucho mdas simples. Es por esto que la adicién de enzimas
en el alimento pueden mejorar su utilizacién (Soltan, 2009). Si las enzimas son agregadas al medio de
cultivo estas pueden ayudar a mejorar la calidad de agua a través de la biodegradacion de materia organica

proveniente de las heces, alimento no consumido, células muertas, entre otros (Sesay, et al. 2006).

Es por esto, que en el presente trabajo se cultivé tilapia, Oreochromis niloticus (Var SPRING) en sistema
tipo biofloc, el cual fue adicionado con dos probiéticos comerciales (Eco-aquablend® y Eco-aquaprotect®)

directamente al agua de los tanques. Posteriormente se evalué el efecto combinado de estos probidticos



con el sistema tipo biofloc, en la actividad enzimatica intestinal de las tilapias y se relacioné esta actividad

con el crecimiento y factores de condicion de las tilapias.

1.2. Antecedentes

Daniel y Nageswari (2017) hicieron una revision de los trabajos relacionados al uso de probidticos
exogenos en sistemas tipo biofloc y el impacto que estos tienen en el cultivo de animales acuaticos.
Mencionan que recientemente se estdn usando probidticos aislados recientemente o la combinacidn de
varios probidticos bien conocidos que puedan aportar beneficios a los organismos cultivados, tales como
mejorar la sobrevivencia, aumentar el crecimiento, reducir la presencia de microorganismos patdgenos,
mantener la calidad de agua y en consecuencia, la reduccién de costos de produccién. Sin embargo,
comentan que, debido a la poca informacién disponible, se ha vuelto de gran importancia desarrollar
investigacion sobre los efectos que tienen en conjunto los probidticos y biofloc sobre mejoramiento del

crecimiento y la respuesta inmune de los animales cultivados.

La empresa Eco Technology Solutions maneja varios productos para el mejoramiento de sistemas
acuicolas. Por lo que en el presente trabajo se seleccionaron dos probidticos comerciales (Eco-
Aquaprotect® y Eco-Aquablend®) los cuales estan disefiados para mejorar la calidad de agua y evitar la

proliferacién de organismos patdgenos en los sistemas por:

a) La competencia por recursos.

b) La antibiosis inducida por produccién de altas concentraciones de bacteriocinas.

c) La inhibicidon de sefializadores de poblacion (quorum-quenching).

Se ha observado que su administracion oral tiene un efecto probidtico el cual ayuda a estimular el sistema
inmune de la especie acuicola cultivada haciéndola mas resistente al ataque de patdgenos al colonizar el
tracto digestivo. Incrementa el aprovechamiento del alimento balanceado por su alto contenido de
enzimas y nutrientes. Apoya también en la disminucién de compuestos nitrogenados de la columna de
agua. Ayuda a eliminar el uso de los costosos antibidticos y quimicos desinfectantes que son la causa de

rechazo en algunos mercados logrando asi un manejo mas sustentable del cultivo.

Long et al. (2015) realizaron un experimento en tilapia del Nilo genéticamente mejorada (GIFT), en el cual

evaluaron los efectos del biofloc sobre el crecimiento, actividad de las enzimas digestivas, pardmetros



hematoldgicos y respuesta inmune por un periodo de 8 semanas. Los autores mantuvieron un valor de 15
para la relacién C:N, la luz de las unidades experimentales fue controlada para impedir el crecimiento de
microalgas, las cuales pudieran modificar los parametros de calidad de agua y no llevaron a cabo recambios
de agua mas que en el grupo control. Como resultado encontraron que los niveles de nitritos y nitratos
fueron menores en los sistemas con biofloc. La sobrevivencia fue del 100%, el uso de biofloc incremento
la tasa de crecimiento especifico y el rendimiento neto. Asi mismo, el peso individual final, ganancia en
peso y la tasa de eficiencia proteica fue mayor comparada al grupo control, mientras que la tasa de
conversion alimenticia fue menor en los tratamientos con biofloc. En lo que a actividad enzimatica
corresponde, la actividad de amilasa intestinal y la de lipasas en el higado, fueron mayores en los
tratamientos con biofloc. Los valores de los parametros hematoldgicos (conteo de glébulos blancos, rojos
y niveles de hematocrito y hemoglobina) no mostraron diferencias significativas entre tratamientos. Sin
embargo, la actividad del suero glutationina peroxidasa y lisozimas fue considerablemente mayor en los
tratamientos con biofloc. Todos estos resultados demostraron que el cultivo de tilapia del Nilo en sistemas
con biofloc, mejora el crecimiento, la actividad enzimatica digestiva, la respuesta inmune de los peces y
mantiene los pardmetros de calidad de agua dentro de los rangos aceptables para el cultivo de esta

especie.

Por su parte, Luo et al. (2014) evaluaron el crecimiento, actividad de las enzimas digestivas, bienestar
(actividad enzimatica T-SOD, LYZ y ALP) y viabilidad econédmica entre un sistema de recirculacion de agua
(RAS) contra un sistema tipo biofloc (BFT) cultivando tilapia genéticamente modificada (Oreochromis
niloticus var SPRING). Los organismos fueron alimentados con una dieta comercial (Shanghai Nong Hao
Special Feed Co., Ltd., Shanghai, China) la cual contenia 44% proteina cruda y 8.0% lipidos. En su trabajo
concluyeron que los peces en cultivo BFT crecieron mas rapido, obtuvieron sobrevivencias de 100% en
ambos sistemas, aunque hubo presencia de NO,-N y TAN, las cuales pueden ser toxicas dependiendo de
su concentracion asi como por el pH y temperatura en el agua. Sin embargo, en este caso en ambos tipos
de sistema se mantuvieron dentro de los niveles recomendados para el cultivo de esta especie. La
concentracién de proteina aportada por el biofloc cubrié los requisitos nutricionales de las tilapias, sin
embargo, la concentracién de lipidos crudos fue significativamente mas baja en el biofloc que en el
alimento formulado, lo cual indica que es necesaria la adicidn de alimento formulado con un porcentaje
adecuado de lipidos para esta especie. La actividad enzimatica de lipasas fue menor en el sistema BFT, y
no se encontrd diferencias significativas en la actividad de proteasas. Los niveles de T-SOD (Dismutasa
superoxida total) fueron mas altos en el sistema BFT, estas enzimas tienen un papel importante en la

defensa contra los efectos toxicos del oxigeno reactivo, lo cual indica que la inmunidad de las tilapias



cultivadas con biofloc aumenta. Asi mismo, el costo-beneficio de producir tilapias en BFT fue mayor que

en el cultivo usando RAS.

Mart et al. (2012) evaluaron la actividad de enzimas digestivas y pardmetros de produccién en camarén
blanco (L. vannamei) cultivado en sistemas previamente inoculados con bacterias heterotréficas y
autotréficas. La proliferacion de microorganismos en estos sistemas fue controlada por medio de la adicion
de nitrégeno (fertilizante agricola: N: P = 40 : 4), fuente de carbono (harina de trigo y melaza) y sustratos
artificiales (malla pldstica). No encontraron diferencias en la actividad enzimatica de las lipasas, amilasas
y tripsina entre el sistema control y el inoculado con bacterias autotréficas. Sin embargo, el sistema con
bacterias heterotréficas presento una actividad de tripsina y amilasa mayor, lo cual sugiere mayor
actividad digestiva en los camarones derivada de la presencia de biofloc microbiano. La presencia de bio-
pelicula y biofloc producido por bacterias autétrofas y heterétrofas en conjunto de alimento formulado
aumentaron el crecimiento y sobrevivencia de los camarones. Esto podria sefialar que la combinacién de
alimento formulado con biomasa en forma de fléculos mejora la calidad del alimento suministrado a los

camarones.

Monroy y colaboradores (2012) hacen una revision de los trabajos realizados sobre los beneficios de usar
probioticos bacterianos en organismos acuaticos. Como conclusion mencionan que el uso de probioticos
“mejora el equilibrio ecologico de la flora intestinal, potenciando sus funciones beneficas y controlando
sus posibles influencias perjudiciales”. Tambien comentan que existe poca informacion acerca del uso de
probioticos en sistemas intensivos acuicolas, siendo este un campo de gran potencial para futuras

investigaciones.

Xu y Pan (2012) analizaron el efecto del biofloc con 0% recambios de agua en el rendimiento de
crecimiento, aprovechamiento del alimento, actividad de las enzimas digestivas y composicion corporal
en juveniles de camaron blanco (Litopenaeus vannamei) durante 30 dias utilizando dos niveles de C:N (15,
20) usando sacarosa coomo fuente de carbono, como grupo control usaron tanques con agua limpia,
recambios de aguay sin adicion de carbohidratos. Observaron sobrevivencias mayores al 90% en todos los
tratamientos, el crecimiento en terminos de peso ganado, peso final y tasa de crecimiento especifico fue
mayor en los dos tratamientos con biofloc, mientras que la tasa de conversion alimenticia fue
significativamente mayor en los controles. Los parametros de calidad de agua se mantuvieron dentro de
los niveles recomendados para el desarrollo de esta especie. Asi mismo, el incremento general en la
actividad enzimatica de proteasas y amilasas fue mayor en los tratamientos con biofloc aunque los niveles

de actividad enzimatica no se comportaron igual entre los diferentes tejidos (intestino, estomago y



glandula digestiva). Estos resultados demostraron que el biofloc puede incrementar el crecimiento y

aprovechamiento del alimento debido a que promueve la digestibilidad de los nutrientes.

Azim y Little (2008) evaluaron el efecto de la técnica de biofloc (BFT) en cultivos de tilapia
(Oreochromisniloticus var SPRING) con luz controlada (para evitar la proliferacion descontrolada de
microalgas, las cuales pudieran modificar los pardmetros de calidad de agua). Llevaron a cabo dos
tratamientos con biofloc en los cuales manejaron diferentes niveles de proteina en la dieta (24% y 35% de
proteina en cada tratamiento) y un control negativo con 35% de proteina y sin biofloc. A todos los
tratamientos se les alimento diariamente a racidn del 1.5% de su biomasa total. Afiadieron harina de trigo
en los tratamientos con biofloc para mantener un nivel éptimo de produccidn heterotréfica. Observaron
gue la calidad nutricional del biofloc fue adecuada para tilapia, la tasa de sobrevivencia fue del 100% en
ambos tratamientos. La produccion neta de tilapia fue 45% mayor en los tanques con biofloc que en el
tratamiento control, lo cual confirmo que los organismos utilizaron el biofloc como alimento. El
crecimiento o produccidn de los peces en cultivo de biofloc alimentados con dietas a diferentes niveles de
proteinas (24% y 35% de proteina) no presentaron diferencias significativas entre tratamientos. Se
compararon indicadores de bienestar como condicién de las aletas, histologia de branquias, composicion
proximal, hematocrito y niveles de cortisol en la sangre entre el sistema biofloc y control, no se
encontraron diferencias significativas, por lo que se concluyé que las tilapias del Nilo no se estresan con la

presencia del biofloc.

1.3. Justificacion

El uso de biofloc en sistemas intensivos acuicolas esta creciendo rdpidamente debido a que el biofloc
aumenta la produccién en biomasa y reduce gastos, lo cual ayudaria a producir mas biomasa a menor
costo. En la camaronicultura se emplea extensamente este tipo de técnica y se estd expandiendo su uso a
otras especies de importancia comercial como tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus var SPRING). Sin
embargo, no se ha explorado el uso de probidticos para el cultivo de esta especie en sistemas biofloc, los
cuales podrian ayudar a aumentar la actividad enzimatica y la utilizacién del alimento, mejorar la calidad
del agua, reducir la incidencia de enfermedades y el uso de alimentos. Por su porta, si el biofloc es utilizado
como alimento se podria minimizar la cantidad de proteina cruda en los alimentos formulados para ciertas
especies y por lo tanto aumentar la rentabilidad de las unidades de produccidn. Por lo tanto en el actual

trabajo de investigacion se evaluaron diferentes cepas de probidticos sobre la composicidn del biofloc,



actividad de enzimas digestivas intestinales y parametros de crecimiento en alevines de tilapia

(Oreochromis niloticus var SPRING) en sistemas intensivos tipo biofloc.

1.4. Hipétesis

La adicidn de los probiodticos Eco-Aquaprotec® o Eco-Aquablend®, promovera el crecimiento y mayor
actividad de las enzimas digestivas en alevines de tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING) bajo

condiciones de cultivo en sistema biofloc.

1.4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de adicionar probidticos Eco-Aquaprotec® o Eco-Aquablend® sobre los pardmetros de
crecimiento, calidad del agua y los niveles de actividad de las enzimas digestivas en alevines de

tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING) cultivadas en sistema biofloc durante un periodo de 8 semanas.

1.4.2. Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de los probidticos en los parametros de calidad de agua.

2. Evaluar el efecto del biofloc inoculado con diferentes productos de probidticos y enzimas sobre los
parametros de crecimiento en alevines de tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING).

3. Evaluar el efecto del biofloc inoculado con diferentes productos de probidticos y enzimas sobre los
niveles de actividad de proteasas alcalinas totales, a-amilasa, tripsina, quimotripsina, leucina
aminopeptidasa y fosfatasa alcalina en alevines de tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING).

4. Evaluar el efecto del biofloc inoculado con diferentes productos de probidticos y enzimas sobre la
composicion y estabilidad de la relacién C:N del cultivo con alevines de tilapia (Oreochromis

niloticus var SPRING).



Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1. Obtencion de organismos

Un total de 2000 juveniles de tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING), con un peso promedio de 11.66
g = 2.43, fueron donados por la empresa GeneTilapia S.A. de C.V. Los organismos se trasladaron en
contenedores enriquecidos con oxigeno (Figura 1y 2) a las instalaciones del laboratorio de reproduccién
y cultivo de peces de la Facultad de Ciencias del Mar (FACIMAR), de la Universidad Auténoma de Sinaloa
(UAS) en Mazatlan, Sinaloa. Estos organismos permanecieron por un dia en un sistema de pre-engorda de
9 m3, el cual contaba con aireacién constante. Los organismos no fueron alimentados a la llegada para

poder extraer el intestino y estomago para su posterior analisis enzimatico.

Figura 1. Sistema de aireacidn para transporte de tilapias.

Figura 2. Transporte de tilapias en tanques aireados.
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2.2. Infraestructura del area experimental

El drea de trabajo contd con 18 tanques marca Rotoplas® de 450 L (Figura 3). Para evitar derrames y escape
de los organismos, estos tanques se llenaron a un volumen de 350 L. La aireacién fue introducida a los
tanques por medio de aireadores circulares de manguera tipo Aerotube® (Figura 4) de % in (1.25 cm de
didmetro), los cuales fueron conectados a un blower de 2.5 HP. Todas las unidades experimentales se

acomodaron aleatoriamente. Se utilizaron 3 réplicas por tratamiento por lo tanto se dispusieron 18

tanques llenados a 350 L.

Figura 4. Sistema de aireacién con manguera Aerotube® de % in conectado a un blower de 2.5 HP.
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2.3. Disefo experimental

El experimento fue disefiado por bloques al azar y consto de seis tratamientos con tres replicas cada uno:
el primer tratamiento fue el control negativo (C-), a este no se le agrego biofloc y es el Unico tratamiento
al cual se le realizaron recambios de agua diarios del 20%. El segundo tratamiento fue el control positivo
(C+) este estaba integrado de biofloc sin adicién de probidticos. El tercer tratamiento (T1) fue adicionado
con biofloc y el probiético Eco-Aquaprotec®, afiadido diariamente durante 4 semanas posteriores a la
introduccién de los organismos. Para el cuarto tratamiento experimental (T2) se adiciono el probiético
Eco- Aquaprotec® a los sistemas con biofloc, pero por un periodo de 8 semanas. El quinto tratamiento (T3)
fue de la misma manera que el tratamiento T1, pero con la adicidn del probiético Eco- Aquablend® por un
periodo de 4 semanas. El sexto tratamiento (T4) consistio en la adicion del probidtico Eco- Aquablend® por

un periodo 8 semanas (Tabla 1).

Tabla 1. Esquema del disefio experimental con sus diferentes tratamientos.

Disefio experimental

Tratamiento 1 (C-) Control — (recambios diarios 20%)

Tratamiento 2 (C+) Control + (biofloc sin probiotico)

Tratamiento 3 (T1) Biofloc probidtico Eco-Aquaprotect® 4semanas
Tratamiento 4 (T2) Biofloc probiotico Eco-Aquaprotect® 8 semanas
Tratamiento 5 (T3) Biofloc probidtico Eco-Aquablend® 4 semanas
Tratamiento 6 (T4) Biofloc probiotico Eco-Aquablend® 8 semanas

2.4. Inoculacién de los tanques

El trabajo consistid en agregar dos probidticos comerciales (Eco-Aquablend® y Eco-Aquaprotec®) durante
cuatro y ocho semanas para evaluar su efecto en el cultivo de tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING).
Los dos probidticos son producidos por la empresa eco Technology Solutions
(http://ecotechnology.com.mx/eco-aquablend/eco-aquaprotect) El probidtico Eco-Aquablend®, es una

potente mezcla de bacterias del género Bacillus sp., enzimas, y cofactores, los cuales han sido
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cuidadosamente seleccionados por su alta capacidad para digerir la materia organica soluble contenida
en los sistemas acuicolas, la rapidez de su efecto se da principalmente por su alto contenido de enzimas
como proteasas, amilasas y celulasas, las cuales rompen de manera inmediata los enlaces complejos de
ciertas sustancias disueltas en el agua y sedimentos para que asi las bacterias heterotréficas trabajen de
manera mas eficiente en la biorremediacion. Mientras que el probidtico Eco-Aquaprotec® es un producto
basado en esporas de Bacillus sp., Brevibacillus laterosporus y cofactores que ayudan en la inhibicién de

la proliferacidn de otras bacterias perjudiciales como el Vibrio sp.

Para la fertilizacion de todos los tanques se afiadié 0.465 g de urea (5 mg/L) y 0.31 g de acido fosférico (0.6
mg/L). Con la diferencia que al resto de los tratamientos y al control positivo se les agrego 6.2 g de salvado
de trigo (20 mg/L) y 7.75 g de alimento para peces con un 35% de proteina. Al tratamiento T1y T2 se les
afiadio 1.55 g del probidtico comercial Eco-Aquaprotect® y 1.55 g (5 g/m?) de mezcla de nutrientes para
su activacion. Por ultimo, a los tratamientos T3 y T4 se les afiadid el probidtico comercial Eco-Aquablend®,
igualmente a una concentracion de 1.55 g (5 g/m?) mas 1.55 g (5 g/m?®) de su nutriente (tabla 2). Este
proceso de fertilizacion se llevd a cabo los primeros 7 dias del bioensayo. Al séptimo dia, se redujo a la
mitad la concentracién de cada probidtico (i.e., de 1.55 ga 0.77 g (2.5 g/m?) siguiendo las indicaciones del
productor. Asi mismo a los 14 dias del bioensayo se redujo nuevamente a la mitad (i.e., de 0.77ga0.31g
(1 g/m3)) siguiendo las indicaciones del fabricante. En los tratamientos T1y T3 se cesé el uso de probidticos

a partir de la cuarta semana de experimento.

Para el mantenimiento de los fléculos se utilizé melaza y harina de maiz como fuente de carbono en una
proporcion de 1:1 (Figura 5) considerando un 80% de materia seca en la melaza. La racién alimenticia se
fue ajustando semanalmente (de 8% en la semana uno, al 2% para la semana 8) a lo largo del experimento,
en base a la biomasa aproximada obtenida por medio de biometrias semanales (n=10 peces por unidad
experimental), registrando el peso individual (0.1 g) y la longitud estandar (0.1 cm) de cada pez. De igual
manera la adicidn de las fuentes de carbono se ajusté semanalmente en base a la raciéon de alimento a

suministrar.
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Figura 5. Preparacion de los nutrientes para mantenimiento de biofloc en los diferentes tratamientos.

Tabla 2. Descripcion del contenido de enzimas, bacterias y levaduras de los dos probidticos usados para inocular los

sistemas de biofloc con tilapia, Oreochromis niloticus.

Eco-Aquablend® Eco-Aquaprotec®
proteasa proteasa
Enzimas amilasa amilasa
celulasa celulasa
Bacillus subtilis Bacillus subtilis
Bacillus megaterium Bacillus polymixa
Bacillus lichenoformis Brevibacillus laterosporus
Bacterias Bacillus polymixa -

Brevibacillus laterosporus -
Thiobacillus novelus -

Levaduras - Saccharomyces cerevisiae

*Nota: el nutriente utilizado (Nutrimax®) contiene azucares simples (71%), aminodcidos libres (15%), péptidos y

polipéptidos (7%), fésforo (2%), potasio (2%) vitaminas del complejo B (2%) y minerales (1%)
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2.5. Inicio del experimento

Se utilizaron 90 tilapias por tratamiento con un peso promedio inicial de 11.66 g + 2.43 y se registro el
peso inicial de todos los peces de cada tanque (i.e., 30 peces por tanque). Se estimd la biomasa total por
tanque y se utilizd dicho valor para realizar los célculos de la racién alimenticia y para el manejo de la
relacién C:N se utilizaron como fuentes de carbono harina de maiz y melaza con un 80% de materia seca
en una proporcion 1:1 (ajustado al 20% de humedad de la melaza) para una relacién C.N inicial de 20:1
durante las dos primeras semanas de cultivo; posteriormente se redujo la relacion C:N de 15:1 de la

semana 3 a la semana 6 y finalmente se redujo a un valor de 10:1 para las semanas 7 y 8 del experimento.

Asi mismo, para el procedimiento de incubacidn, se utilizaron botellas de 2 L en las cuales se agregaron
las mezclas de los diferentes probidticos (T1, T2, T3 y T4) junto con melaza y harina de maiz. Para el caso
del control positivo (C+) solo se adiciono harina de maiz y melaza. Estas botellas se dejaron madurar con
agua de cada tanque por 24 horas con aireacion constante dentro de un cuarto cerrado (figura 6).
Posteriormente, las botellas fueron adicionadas a cada tanque. Este procedimiento se repitié cada dia

durante el periodo de experimentacion (58 dias).

Figura 6. Activacion de los probidticos en unidades de 1 L con aireacidn constante.
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2.6. Calidad de agua

Para el seguimiento de la calidad de agua de los tanques, se registrd dos veces por semana el pH,
temperatura (°C), sdélidos disueltos totales (mg/L), conductividad (us), utilizando un medidor
multiparametro HANNA® HI 991300. El oxigeno disuelto (mg/L) se midié con un Oximetro YSI® 550A,
mientras que para el amonio (mg/L) y los nitratos (mg/L) se utilizé un multiparametro YSI® professional
plus. Los nitritos (mg/L) y la alcalinidad (CaCOs; mg/L) se cuantificaron utilizando un fotémetro YSI® 9300,
una vez por semanal Los niveles de alcalinidad se ajustaron una vez por semana a 150 mg/I con carbonato
de sodio grado industrial. Los flocs/ml se midieron dos veces por semana, utilizando conos de
sedimentacion Imhoff, en los cuales se colocé una muestra de un litro de biofloc y se dejé sedimentar por

30-45 minutos.

El control negativo (C-) recibié recambios de agua diarios del 5% de su volumen total, los tratamientos con
bioflocy probidticos (C+. T1, T2, T3 y T4) recibieron recambios de agua del 5% el domingo de cada semana,
esto con el fin de evitar la sobre acumulacion de biofloc en el fondo y para recuperar volumen de agua
perdido por la evaporacién. Eventualmente, en algunos tanques se presentd una espuma naranja densa,
en estos casos se procedid a hacer un recambio del 20% del volumen de agua total de los tanques (solo se

presentaron dos casos).

2.7. Alimentacion

Para llevar a cabo el experimento se utilizé una dieta comercial Nutripec-Purina® de 4.8 mm de diametro,
32% de proteinay 6 % lipidos. Se calculé la biomasa de cada unidad experimental mediante la realizacion
de biometrias semanales y se ajusté la racidn de alimento en base al crecimiento de los organismos y de
la cantidad de flocs por ml/L y la biomasa total por unidad. La racién de alimento por dia se suministré en
dos partes, la primera a las 8 am y la otra a las 2 pm. Los primeros dos dias del bioensayo se dio una racion
del 8% de la biomasa total (BT). Posteriormente se redujo la racién al 5% BT. A partir de la tercera semana
se redujo la racion al 3% BT vy al final de la sexta semana se volvié a reducir al 2% BT, hasta el final del

experimento. Los domingos no se alimentd para que los organismos se acostumbraran a consumir biofloc.
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2.8. Muestreo para enzimas

Al inicio del experimento, se tomaron 5 organismos del stock inicial. Estos peces fueron mantenidos en
ayuno por 12 horas para eliminar el contenido estomacal del intestino y estdmago. Se sacrificd a los
organismos por medio de una puncién en el cerebro. Posteriormente se abrieron los organismos con un
corte desde el ano a la boca. Se colocaron los peces sobre charolas con gel-ice para evitar la degradacion
de las enzimas mientras se extraian los intestinos y estémagos (Figura 7). Una vez extraidos, los intestinos
fueron colocados en forma de “S™ en hojas de papel aluminio (Figura 8) y almacenados en hieleras con
hielo seco y posteriormente en un ultra congelador a -80 °C. De la misma forma, se almacenaron los
estdmagos en tubos Eppendorf y se colocaron dentro del ultra congelador a -80 °C. La operacidn se repitid
al finalizar la cuarta semana, tomando dos organismos por tanque (seis por tratamiento) y a las 8 semanas
del experimento, con la diferencia que se tomaron cinco organismos por tanque (15 organismos por
tratamiento) y los organismos fueron colocados en estanques de 50 L por 12 horas de ayuno para

posteriormente extraer los intestinos y estdmagos.

Figura 7. Extraccion de intestino y estomago de juvenil de tilapia del Nilo.



17

83

.
-
&
-XJ

-
7
=
'!

0.
T
V4

i

F

&

-

4

.3

\\‘

\
Wia'w

Figura 8. Intestino de tilapia colocado desde la parte anterior (A) a la parte media (M).

2.9. Parametros biologicos

Se tomé el peso promedio individual de los organismos de todas las unidades experimentales, mediante

la realizacion de biometrias semanales. El resto de los indicadores se calcularon al concluir las 8 semanas

del experimento.

2.9.1. Peso promedio inicial

El peso promedio inicial fue obtenido mediante la siguiente férmula:

(1)

Donde
Pl= Peso promedio inicial

BTl= Biomasa total inicial



n= NUmero total de organismos

2.9.2. Peso promedio final

El peso promedio final fue obtenido mediante la siguiente férmula:

py = BIF
n
Donde:
Pf= Peso promedio final
BTF= Biomasa total final
n= NUmero total de organismos
2.9.3. Factor de conversion alimenticia
Se obtuvo el FCA, por medio de la siguiente férmula:
FCA = ﬂ
GPC

Donde:
FCA= Factor de conversion alimenticia
AC= Alimento consumido (g)

GPC= Ganancia en peso corporal (g)

18
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2.9.4. Tasa de crecimiento especifico (TCE %)

La tasa de crecimiento especifico se calculd utilizando la férmula:

TCE (d)=[(In (peso final) —In (peso inicial) / dias]*100

2.9.5.-Tasa de sobrevivencia (TS%)
Se determind la tasa de supervivencia mediante la siguiente férmula:

(5)

NPV
NP

TS(%) = (5) X100
Donde:
TS (%)= Tasa de supervivencia (%)

NPV= Numero de peces vivos al final del ciclo

NP= Numero de peces al inicio del ciclo

2.9.6. Tasa de eficiencia proteica (TEP)

La tasa de eficiencia proteica que se define como los gramos de peso ganado por gramo de proteina

consumida, se obtuvo mediante la siguiente formula:

(6)

Bf — Bi

TEP =
Cantidad de proteina suministrada

Donde:

Bi= Biomasa inicial
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Bf= Biomasa final

2.9.7. indice hepatosomatico (IHS)

Se determind el indice hepatosomatico mediante la siguiente formula:

(7)
Peso del higado

IHS = ( total) x100

Peso

2.9.8. Ganancia en biomasa total
Se calculé la ganancia en biomasa total mediante la siguiente formula:

(8)

Ganancia en biomasa = Biomasa final — Biomasa inicial

2.9.9. Ganancia en peso diario (GPD)

Se calculé la ganancia en peso diario mediante la siguiente formula:

(9)

peso promedio final — peso promedio inicial
# dias

GPD =

2.9.10. Proteina suministrada total (PST)

Se determind el total de proteina suministrada a lo largo del experimento mediante la siguiente formula:
(10)

PST = (alimento consumido)(% proteina en alimento)
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2.9.11. Hematocrito

Al concluir el experimento, se recolectaron 5 peces por unidad experimental, los cuales se midieron y
pesaron para posteriormente sacrificarlos por medio de sobredosis de anestesia. Se tomd una muestra de
sangre de 0.5- 2.0 ml por puncidn en la vena o arteria caudal. Se utilizaron jeringas estériles desechables
de 3 ml previamente heparinizadas (anticoagulante), una vez extraida la muestra de sangre, fue colocada
en viales marca Eppendorf® de 1.5 ml. De los viales con la sangre se llenaron dos tubos capilares de cristal
heparinizados de cada ejemplar y fueron colocados en una microcentrifuga a 10,000 rpm durante 10
minutos para la cuantificacion de hematocrito, posteriormente se calculé el porcentaje utilizando una

escala para hematocrito (Figura 9).

Figura 9. Andlisis de hematocrito en una tabla de escalas para hematocrito.

2.10. Analisis enzimatico

La determinacién de la actividad enzimdtica fue llevada a cabo en el laboratorio de Nutricién Acuicola de
la Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Auténoma de Baja California. Para la extraccidon de las
enzimas digestivas, se utilizaron 3 peces por tanque (9 peces por tratamiento), se cortaron trozos de 150
mg de intestino de la region anterior. Posteriormente se afadieron 300 ml de buffer Trisma® al 30 mM y

12 mM de CaCly, a un pH de 7.5. Se maceraron los tejidos con un pistilo, y una vez homogenizados se
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agregaron otros 450 ml de buffer. Las muestras se centrifugaron a 15,000 RPM por 20 minutos a 4°C y
posteriormente se extrajo el sobrenadante. Los tubos Eppendorf con el sobrenadante, fueron introducidos

a un ultracongelador a —80°C.

2.10.1. Cuantificacion de las proteinas solubles

Para cuantificar las proteinas solubles se utilizé el método Bradford (1976). Todas las muestras fueron
diluidas a 1:25. Se usaron 10 pL de muestra y se afiadieron 240 ml de agua destilada. Se homogenizo la
muestra y se extrajeron 10 pL, a esta se le afadid 200 pL de albumina de suero bovino (BSA), el volumen
final fue de 210 pL. La curva patrén se realizé con diluciones de 0 a 0.5 de la solucidn stock (tabla 3).
Posteriormente se leyeron las muestras en un espectrofotémetro Thermo Scientific Multiskan Go a 595
nm de longitud. Todas las muestras se realizaron por triplicado y la curva patrdn se calculd en el programa

Excel para Windows 2010 (figura 10).

0.6000 -
y = 1.3765x +0.0133

0.5000 - R2 =0.9965
0.4000 -

0.3000 -
0.2000 -
0.1000 -

0.0000 \ \ \ \ \

Figura 10. Curva patrén de Bradford.
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Tabla 3. Preparacién de la curva estandar de calibracién para Bradford.

Dilucion pL de BSA H.O Vol. Final (uL)
0 0 210 210
0.1 10 200 210
0.2 20 190 210
0.3 30 180 210
0.4 40 170 210
0.5 50 160 210

2.10.2. Proteasas alcalinas totales

Para la evaluacidon de la actividad de las proteasas alcalinas totales, se utilizd el buffer de extraccidn (BEX)
con pH de 7.5 (Tris-HCL 0.03 M, CaCl2 0.012 M). Buffer de sustrato (Tris-HCL 0.1 M, CaCl2 0.010 M) a pH
9. El sustrato enzimdtico utilizado fue caseina al 1%. Por ultimo, la solucién de frenado (SF) estaba
compuesta de TCA al 20%. El tejido utilizado fue intestino de tilapia, O. niloticus. El volumen final de este

ensayo fue de 1010 pL y todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

Se pipetearon en tubos Eppendorf 500 plL de Buffer de sustrato, a los tubos con la solucién blanco, se les
afiadid 10 pL de BEX mientras que a los tubos para muestreo se afiadié 10 pL de extracto enzimatico.
Posteriormente se agitaron con la mano todos los tubos, esto para homogenizarlos y se ajusté el pHa 7.5
con HCL (acido clorhidrico). Los tubos se introdujeron en una estufa a 25°C por 15 minutos. Se procedio a
afiadir 500 pL de solucidn de frenado a todos los tubos, posteriormente se introdujeron a un refrigerador
a 4°C por 10 minutos y pasado este tiempo se centrifugaron todas las muestras a 15,000 x g por 10 minutos
a 4°C para precipitar la caseina no hidrolizada. Posteriormente se mide la absorbancia del sobrenadante

(péptidos solubles en TCA) a 280 nm de longitud con un coeficiente de extincion molar de 0.008.
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2.10.3. Leucina aminopeptidasa, quimotripsina y tripsina

Para la cuantificacion de la leucina aminopeptidasa se utilizé la metodologia de Maroux et al. (1973), se
us6 el sustrato L-leu (L-leucina-P-nitroanilida) a un pH 8 a una concentracién de 1.2 mM. Para cuantificar
la actividad de la enzima quimotripsina se usd la metodologia de Del Mar (1979), se utilizd el sustrato
SAPNA (N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide) con pH 8 al 1 mM. Por ultimo, para evaluar la actividad
de la enzima tripsina se realizé una modificacién a la metodologia de Erlanger et al. (1961), se usé BAPNA
(Na-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride al 1ImM) a un pH 8. Todas las muestras se analizaron
por duplicado. El extracto enzimatico para leucina aminopeptidasa, fue diluido en una proporcién de 1:4.
El extracto enzimatico para quimotripsina y tripsina se usoé sin dilucién alguna. El volumen final fue de 220
uL. Para el blanco se afiadieron 20 plL de agua destilada y 200 pL de sustrato enzimatico (L-Leu, SAPNA y
BAPNA respectivamente). Para las pruebas se afadieron 20 pL de muestra y 200 ulL de sustrato enzimatico
(L-Leu, SAPNA y BAPNA respectivamente). Todas las muestras se corrieron en microplacas, estas fueron
encubadas a 37°C por 20 minutos y se leyeron en un espectrofotémetro Thermo Scientific Multiskan Go a

410 nm de longitud con un coeficiente de extincion molar de 8.8.

2.10.4. Fosfatasa

Para la cuantificacion de la actividad enzimatica de fosfatasas alcalinas, se utilizaron tubos marca
Eppendorf® de 1.5 ml en los cuales se anadieron 20 pl de extracto enzimatico de la parte anterior del
intestino de tilapia. Se procedié a agregar 20 ul de sustrato cromogenico (4-nitrophenyl-phosphate) a una
concentracién de 5 mM a un pH de 10.1 el cual se ajusté con NaOH, posteriormente se afiadieron a cada
tubo 100 pl de glicina al 50 mM. Las muestras se trabajaron por duplicado y se agregd un blanco sin
extracto enzimatico. Se introdujeron en una microplaca dentro de un espectrofotémetro marca Thermo
Scientific Multiskan Go, el cual agito por 10 segundos, procedié a incubar a 37 °Cy se midié la absorbancia

a 405 nm con un coeficiente de extincion molar de 8.18.

2.10.5. a-amilasa

Para la cuantificacidn de la actividad de la a-amilasa se tuvo que realizar nuevamente una curva patrén
siguiendo el método descrito por Bradford (1976). Esto debido a que la actividad de estas enzimas se leyd

con celdas de plastico individuales y no con microplaca. El método utilizado para evaluar la actividad de a-
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amilasa en tejido intestinal de tilapia fue el descrito por Robyt y Whelan (1968) en el cual se modifico el
tiempo de incubacidn ya que este puede variar dependiendo de la especie, en este caso se modificod de 30
minutos a 10 minutos de incubacion y posteriormente se leyeron las muestras en un espectrofotémetro
marca Multiskan Go a 600 nm con un coeficiente de extincion molar de 8.8 (Revisar anexos para

metodologia de preparacion de los reactivos).

2.11. Analisis estadistico

Para los resultados biométricos, asi como para los indices bioldgicos, se realizé un andlisis de varianza de
una via (ANOVA), con la prueba de comparaciones de varianzas de Welch y con un nivel de significancia
de a=0.05, con previa revision de los supuestos estadisticos de normalidad y homogeneidad de varianzas.

Todos los analisis fueron realizados con el software Minitab 17 para Windows.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Calidad de agua

3.1.1. Amonio

En la primera semana del experimento se observé un aumento de amonio en los todos los tratamientos,
sin embargo, en el control negativo (C-) el nivel de amonio fue menor debido a los recambios diarios del
20% del volumen total (Figura 11). A lo largo del experimento, los niveles de amonio en los tratamientos
con biofloc e inoculados con probidticos fueron similares sin diferencias significativas. Sin embargo, la
concentracién final de C- fue significativamente menor (P<0.001) comparada con el resto de los
tratamientos como se observa en la figura 11. A lo largo de la segunda semana del bioensayo se observé
una disminucion en la concentracién de amonio probablemente debido a la maduracién adecuada del
sistema con la actividad de bacterias nitrificantes de los géneros Nitrosomonas y Nitrosococcus, las cuales

oxidan el amonio en nitritos.
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Figura 11. Concentracién promedio y desviacion estandar de la concentracion de amonio durante el periodo de

cultivo. Diferentes siglas indican diferencias significativas (P<0.001).

3.1.2. Nitritos

Al final del experimento no se encontraron diferencias significativas (P=0.620) entre tratamientos (Figura
12). Sin embargo, entre los dias 10 y 30 se observé un aumento muy marcado en la concentracion de
nitritos, alcanzando los 12 mg/I. Este aumento concuerda con el periodo de disminucién del amonio (figura
11) que seguramente fue transformado en nitritos por las bacterias nitrificantes. Del dia 30 en adelante la
concentracién de nitrito disminuyo de forma similar en todos los tratamientos, alcanzando una

concentracion final cerca de 0 mg/Il en todos los tratamientos.



140 -

120 -

100

80

60

NO, (mg/l)

40 -

20 A

—— C-
—O— C+
—v— T1
—A— T2
—— T3
—B— T4

28

Figura 12. Concentracién promedio y desviacidn estandar de la concentracién de nitrito durante el periodo de cultivo.

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P=0.620).

3.1.3. Nitratos

La concentracidn de nitratos aumenté conforme los nitritos comenzaron a disminuir (figura 13). Esto se

debe a un proceso llamado nitratacién en el cual bacterias del género Nitrobacter oxidan el nitrito a

nitrato. Al final del experimento, el tratamiento C- presento valores significativamente mas bajos (P<0.001)

en la concentracion de nitritos comparado con el resto de los tratamientos. La concentracion final fue

cercana a 0 mg/l de nitratos, esto atribuido a los recambios diarios del 20% del volumen total del agua en

el tanque.
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Figura 13. Concentracion promedio y desviacidon estandar de la concentracidon de nitratos durante el periodo de

cultivo. Diferentes siglas indican diferencias significativas (P<0.001).

3.1.4. Alcalinidad

La concentracién de bicarbonatos a lo largo de las ocho semanas del bioensayo fluctué de manera
independiente en cada tratamiento sin relacién alguna. Sin embargo, el C- presento los niveles mas bajos
de alcalinidad y a partir de la tercera semana se mantuvo bajo. Al finalizar el experimento, el C- presento
concentraciones de bicarbonato, significativamente menores (P=0.019) al T4, sin embargo, no hubo
diferencias con los demds tratamientos. Asi mismo el T4 presento la concentracién mas alta de
bicarbonato, sin encontrarse diferencias significativas con el resto de los tratamientos (figura 14). La

concentracién de carbonatos totales promedio de los tratamientos se mantuvo entre 50 y 150 mg/I.
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Figura 14. Concentracién promedio y desviacion estandar de la concentracién de bicarbonato durante el periodo de

cultivo. Diferentes siglas indican diferencias significativas (P=0.019).

3.1.5. pH

Los valores promedio de pH a lo largo del experimento fueron similares entre los tratamientos con biofloc.
En el tratamiento C- los niveles de pH se mantuvieron por encima de los demas tratamientos, excepto que
durante la tercera semana los valores bajaron a niveles similares a los otros tratamientos, para
posteriormente restablecerse por encima de 8. Al final del experimento, el tratamiento C- presento el nivel
de pH mas alto, siendo significativamente mayor (P=0.005) al T4, pero sin diferencias con el resto de los

tratamientos (figura 15).
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Figura 15. Valores promedio y desviacién estandar de pH durante el periodo de cultivo. Diferentes siglas indican

diferencias significativas (P=0.019).

3.1.6. Floculos

De manera general el volumen promedio de los fléculos aumento a lo largo de las ocho semanas de
experimento con excepcion del control negativo (C-). Al inicio todos los tratamientos presentaron valores
cercanos a 0 ml/L. El C- siempre mantuvo su volumen de fléculos cercano a 0 ml/L debido a los recambios
diarios del 20% del volumen total de sus tanques. El T4 y C+ presentaron valores significativamente
(P=0.001) mayores al C-y T3. En los tratamientos T1, T2 no se observaron diferencias significativas con los
demas tratamientos con biofloc pero si se encontraron diferencias significativas (P=0.001) con el C- (figura

16).
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Figura 16. Volumen promedio y desviacion estandar de fléculos durante el periodo de cultivo. Diferentes siglas

indican diferencias significativas (P=0.001).

3.1.7. Temperatura

La temperatura del agua se comportd de la misma forma en todos los tratamientos, con valores a lo largo
de las ocho semanas de experimentacién entre los 26 y 36°C. Las variaciones semanales de temperatura
se produjeron debido a presencia de nubes y lluvias. Asi mismo la temperatura fue decreciendo conforme
se acercaba el invierno. No se encontraron diferencias significativas (P=0.419) entre tratamientos durante

el experimento (figura 17).
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Figura 17. Temperatura promedio y desviacidn estandar de fléculos durante el periodo de cultivo. No se encontraron

diferencias significativas entre los tratamientos (P=0.419).

3.1.8. Oxigeno disuelto

La concentracién de oxigeno disuelto en el agua fue baja durante los primeros dias del experimento debido
a que se utilizaron mangueras de aerotube® defectuosas y fueron cambiadas por mangueras nuevas a los
pocos dias. Posteriormente la concentracidon de oxigeno disuelto en los tratamientos se mantuvo en

niveles 6ptimos para esta especie, sin presentar diferencias significativas (P=0.061) entre ellos (figura 18).
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Figura 18. Concentracidén promedio y desviacion estandar del oxigeno disuelto durante el periodo de cultivo. No se

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P=0.061).

3.1.9. Solidos disueltos y conductividad

La concentracién de solidos disueltos totales (SDT) fue similar en todos los tratamientos con biofloc (C+,
T1, T2, T3 y T4), aumentando de manera constante a lo largo del tiempo y sin presentar diferencias
significativas entre ellos. Sin embargo, el control negativo (C-) presentd valores significativamente
(P<0.001) menores que el resto de los tratamientos y la concentracién total se mantuvo por debajo de los
200 mg/| (Figura 19). De forma similar, no se encontraron diferencias significativas en los valores de la
conductividad entre los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3y T4) y con tendencia a aumentar a lo largo
del tiempo. El C- presento niveles de conductividad menores y fue significativamente menor (P<0.001)

comparado con el resto de los tratamientos (Figura 20).
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Figura 19. Concentracion promedio y desviacion estandar de los sélidos disueltos totales durante el periodo de

cultivo. Diferentes siglas indican diferencias significativas (P<0.001).
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Figura 20. Conductividad promedio y desviacion estandar del agua durante el periodo de cultivo. Diferentes siglas

indican diferencias significativas (P<0.001).

3.2. Parametros biolagicos

3.2.1. Crecimiento

Se ha observado y comprobado que el uso de sistemas tipo biofloc en cultivo de tilapia y otros organismos
como bagre y camarén, promueve el crecimiento debido a la disponibilidad continua de alimento rico en
proteinas. Asi mismo, la adicidn constante de probidticos y enzimas al sistema resulto positivo al haber
potencializado el crecimiento (Figura 21). Se puede observar que el tratamiento T4, al cual se le afiadié el
probiético Aquablend por ocho semanas, resulto en el mayor crecimiento, alcanzando un peso final

promedio de 101.83 + 24.23 g. Significativamente mayor a los demas tratamientos. Sin embargo, los peces
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del tratamiento homologo, pero con adicién del mismo probidtico por cuatro semanas (T3) presentaron
un peso promedio individual de 79.08 + 19.53 g. Asi mismo, se observd que las tilapias adicionadas con el
probidtico Aquaprotect, por ocho semanas (T2) presentaron un crecimiento promedio de 89.32 + 24.78 g.
En este caso no hubo diferencia significativa (P<0.001) entre aplicar el probidtico Aquaprotect por ocho,
cuatro semanas o no usarlo, ya que el T1 presento un peso promedio de 85.29 + 22.26 g y el control
positivo (C+) mostro un peso promedio de 88.65 + 21.48 g. Sin embargo, se pudo observar una diferencia
significativa (P<0.001) entre el control negativo (C-) y todos los demds tratamientos ya que esté presentd
el menor peso promedio con un valor de 54.63 + 16.71 gramos. En la figura 21, se puede observar que
reducir la relacion Carbono: Nitrogeno (C:N) no resulto en un efecto negativo en el crecimiento de las

tilapias asi como otros indicadores de desarrollo.

En cuanto a la tasa de crecimiento especifico (TCE) se realizé el calculo al finalizar el cultivo y los resultados
se muestran en la tabla 4. Se encontrd que los tratamientos T4, T2, C+ y T3 tuvieron el mayor crecimiento
especifico con valores de 3.58 + 0.15%, 3.41 + 0.17%, 3.41 £ 0.05% y 3.31 £+ 0.15% respectivamente, sin
presentar diferencias significativas (P<0.001) entre ellos. Los peces en el tratamiento C- resultaron en TCE
significativamente menores con un valor de 2.56 + 0.02%, mientras que el T1 no presento diferencias

significativas (P<0.001) con respecto al resto de los tratamientos.



38

140 -
—— C- C:N=10:1
—O— C+
120 ~ —v— T1
—A— T2
—=— T3 a
1009 | & T4
— :N=15;: b
S 80 C:N=15:1
(@]
D Ne 90
L 60 C:N=20:1
C
40
20 -
[,
0""|'"'|'"'|""|""|""|""|
0 10 20 30 40 50 60
Dias

Figura 21. Crecimiento promedio y desviacion estandar de las tilapias en el ciclo experimental. Las lineas azules
indican la fecha en la que la relacién Carbono: Nitrégeno (C:N) fue modificada. Diferentes siglas indican diferencias

significativas (P<0.001).

3.2.2. indices de eficiencia alimenticia

Los resultados del factor de conversidn alimenticia (FCA) se muestran en la tabla 4. Siendo el C+, T1 y T3
los tratamientos con un mejor FCA, con valores de 1.10 + 0.06, 1.14 + 0.07 y 1.12 + 0.06 respectivamente
sin presentar diferencias significativas (P=0.037) entre ellos. El C- presento él valor de FCA mas alto con
1.51 + 0.1, mientras que el T2 y T4 no presentaron diferencias significativas (P=0.037) con los otros

tratamientos.

En lo que respecta a la tasa de eficiencia proteica (TEP) los resultados se presentan en la tabla 4. Los
tratamientos que presentaron una mayor eficiencia fueron el C+, T1y T3 con 2.83 £ 0.16, 2.74 £ 0.16 y

2.79 + 0.16 respectivamente sin presentar diferencias significativas (P=0.018) entre ellos. Mientras que el
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tratamiento con menor eficiencia proteica fue el C- con 2.07 + 0.13. Los tratamientos T2 y T4 no

presentaron diferencias significativas (P=0.018) con el resto de los tratamientos.

3.2.3. Supervivencia

La supervivencia no presentd diferencias significativas (P=0.748) entre los tratamientos con valores que
oscilaron entre el 91% y 99% (Tabla 4). Sin embargo, una unidad experimental del tratamiento T4 sufrid
grandes mortalidades y no se sabe con exactitud que factor promovié este fenémeno, pero se considera

gue no fue asociado al tratamiento.

3.2.4. Hematocrito

La estimacién de glébulos rojos en la sangre fue evaluada al concluir el experimento, utilizando a 5
organismos de cada tanque. El mayor porcentaje de hematocrito se encontré en los tratamientos T3, C+y
T4 con valores de 38.40 + 4.9%, 36.00 + 4.64% y 36.07 * 3.28% respectivamente. El control negativo (C-)
presento el menor porcentaje de hematocrito con un valor de 30.43 + 8.98% siendo significativamente
(P<0.001) menor que los tratamientos C+, T3 y T4. Los tratamientos T1 y T2 no presentaron diferencias

significativas (P<0.001) con el resto de los tratamientos (Tabla 4).

3.2.5. indice hepatosomatico (IHS)

En lo que respecta al indice hepatosomatico (IHS) el mayor valor se encontré en el T2 (2.24 + 0.67) y C+
(2.23 + 0.46), mientras que el menor valor fue observado en el C- (1.56 + 0.39) siendo significativamente
(P<0.001) diferente al resto de los tratamientos. Los tratamientos T1, T3 y T4 no mostraron diferencias

estadisticas con el resto de los tratamientos (tabla 4).
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Tabla 4. Promedio y desviacién estdndar de los parametros bioldgicos de los diferentes tratamientos con probidticos.

Probidtico Probidtico Probidtico Probidtico
Control Control
Variables Aquaprotect 4 Aquaprotect 8 Aquablend 4 Aquablend 8
Negativo (C-) Positivo (C+)
Semanas (T1) Semanas (T2) Semanas (T3) Semanas(T4)
Peso Promedio
11.43+2.4 11.38+2.45 11.66 +2.45 11.70+2.54 11.92+2.42 11.92 +2.35

Inicial (g)

Peso Promedio

Final (g)

Biomasa Inicial

(kg)

Biomasa Final (kg)

Ganancia en

biomasa (kg)

Alimento

suministrado (kg)

Proteina

Suministrada (kg)

Biomasa ganada

(%)

Supervivencia (%)

Ganancia
promedioen g

por dia

TEP

FCA

TCE %

Hematocrito (%)

IHS

54.63 £16.71°¢ 88.65+21.48°

1.03+0.01

4.2 +0.05

3.07 £0.4°

4.63 £0.16°

1.5+0.5°

b
398.46+5.3 630.50+16.19°

98.89+1.92

b
0.77 £0.10

b

2.07+0.13

a

1.51+0.1
b

2.56 +£0.02
b

30.43 +£8.98

b
1.56+0.39

1.01+0.01

6.4 +£0.05

54+0.43°

6 +0.16%

1.9 £ 0.052°

95.56 +5.09

1.38+0.16

2.83+0.16°
b
1.10+0.06

3414005

36.00+ 4.64°

2.23+0.46°

85.29 £22.26°

1.05+0.01

6.5+0.3

5.43 £0.3%°

6.18 £0.2°

1.98 + 0.062°

ab
617.59 +£71.85

98.89 +1.92

ab
1.31+0.23

2.74+0.16°
b
1.14 +0.07
ab
3.37+0.22
ab
33.40+4.52

ab
2.17+0.76

89.32+£24.78°

1.02+£0.02

6.43+0.33

5.4+0.31%°

6.45 +£0.352

2.06£0.1°

ab
632.15+55.6

95.56 +5.09

ab
1.39+0.33

ab
2.62 +£0.05

ab
1.19+0.03

a
3.41+0.17

ab
32.33+6.85

2244067

79.08 + 19.53P

1.07+£0.01

6.4+0.2

5.33+0.22b

6+1.7%

1.9 £ 0.05%

ab
597.18 + 48.56

98.89+1.92

ab
1.20+0.19

2.79+0.16
b
1.12+0.06
a
3.31+0.15
a
38.40 + 4.9

ab
1.95+0.37

101.83 +£24.232

1.01+0.03

7.02£0.16

6+0.16°

7.1+0.13°

2.27 £0.422

692.73 +53.31°

91.11+10.18

1.61+0.28"

ab
2.65+0.3

ab
1.18+0.14

a
3.58+0.15
36.07 +3.28

ab
2.22+0.82

Nota: Diferentes siglas indican diferencias significativas (P<0.05).
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3.3.- Actividad enzimatica

3.3.1. Proteasas Alcalinas Totales

Por lo general los peces mantenidos en sistemas biofloc y adicionados con probiéticos presentaron niveles
de proteasas alcalinas totales significativamente mayores con excepcién de los peces en el tratamiento T3
(Figura 22). Asi mismo, la actividad de proteasas alcalinas totales en los peces de los tratamientos control

(C+y C-) fueron significativamente menores y no difirieron significativamente del tratamiento T3.
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Figura 22. Actividad especifica de proteasas alcalinas totales en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING
cultivada durante 8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviacidn estandar; n=15; diferentes siglas indican

diferencias significativas (P<0.001).
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3.3.2. Tripsina

Los niveles de actividad de tripsina de los diferentes tratamientos (C-, C+, T1, T2, T3 y T4) en los peces
cultivados por ocho semanas en tanques sin biofloc y con biofloc se presentan en la figura 23. La actividad
de la tripsina en los peces del T4 (adicionado con probidtico Eco-Aquablend® por 8 semanas) fue
significativamente mayor (P<0.001) al resto de los tratamientos. Asi mismo, el nivel de tripsina de los
organismos cultivados en el T1 (adicionado con probidtico Eco-Aquaprotect® por 4 semanas) fue
significativamente mayor que los peces de los tratamientos C-, T2 y T3, sin embargo, no se encontraron

diferencias significativas con respecto al C+ (Figura 23).
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Figura 23. Actividad especifica de tripsina en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING cultivada durante
8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviacién estandar; n=15; diferentes siglas indican diferencias

significativas (P<0.001).
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3.3.3. Quimotripsina

La actividad de la quimotripsina en cultivo con y sin biofloc por ocho semanas se muestra en la Figura 24.
Los peces del tratamiento T4 (adicionado con probiético Eco-Aquablend® por 8 semanas) resultaron con
una actividad significativamente mayor (P<0.001) de quimotripsina con respecto al resto de los

tratamientos (C-, C+, T1, T2 y T3) (Figura 24).
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Figura 24. Actividad especifica de quimotripsina en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING cultivada
durante 8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviacién estdndar; n=15; diferentes siglas indican

diferencias significativas (P<0.001).
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3.3.4. Leucina aminopeptidasa

La actividad intestinal de la leucina aminopeptidasa en los peces cultivados por ocho semanas en tanques
con biofloc (C+, T1, T2, T3 y T4) fue significativamente menor (P<0.001) que aquellos cultivados en un
sistema con recambios (C-). Sin embargo, los intestinos de los peces en el tratamiento T1 (adicionado con
probidtico Eco-Aquaprotect® por 4 semanas) presentaron mayor actividad especifica que el resto de los
tratamientos con biofloc, siendo significativamente mayor (P<0.001) que el C+, T2 y T4, pero no hubo

diferencias significativas con respecto al T3 (Figura 25).
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Figura 25. Actividad especifica de leucina aminopeptidasa en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING
cultivada durante 8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviacidn estandar; n=15; diferentes siglas indican

diferencias significativas (P<0.001).
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3.3.5.- Fosfatasas alcalinas

Los niveles de actividad de la fosfatasa detectada en peces cultivados en tanques sin biofloc y con biofloc
por un periodo de 8 semanas se muestran en la figura 26. El tratamiento T4 (adicionado con probiético
Eco-Aquablend® por 8 semanas) presento actividad de la fosfatasa de mas del doble que el resto de los
tratamientos, siendo significativamente mayor (P=0.006) que los otros tratamientos y no se encontraron

diferencia significativas entre el resto de los tratamientos (Figura 26).
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Figura 26. Actividad especifica de fosfatasas en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING cultivada
durante 8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviacidon estandar; n=15; diferentes siglas indican

diferencias significativas (P=0.006).
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3.3.6.- a-amilasa

Los niveles de actividad de la a-amilasa presentes en los intestinos de los peces se reportan en la figura
27. Las tilapias bajo el tratamiento T4 (adicionado con probidtico Eco-Aquablend® por 8 semanas),
presentaron niveles de actividad significativamente mayores (P<0.05) que el resto de los tratamientos, sin

encontrar diferencias significativas entre ellos.
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Figura 27. Actividad especifica de a-Amilasa en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING cultivada
durante 8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviacién estdndar; n=15; diferentes siglas indican

diferencias significativas (P=0.001).
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Capitulo 4. Discusidn, conclusiones y recomendaciones

4.1. Calidad de agua

4.1.1. Amonio, nitritos y nitratos

Los sistemas tipo biofloc (BFT) estan basados en la asimilacion y transformacién del nitrégeno inorganico
en biomasa bacteriana heterotréfica (Nootong y Pavasant, 2011). Los niveles de nitrégeno inorganico
(aportado por el alimento y por desechos de los organismos vivos) en biofloc puede llevarse a cabo
mediante la reduccién de proteina en el alimento o por la adicién de una fuente externa de carbono
manteniendo una relacién C:N (Carbono: nitrogeno) adecuada (10:1, lo que indicaria que por cada gramo
de nitrégeno, se requeririan 10 gramos de carbono) que pueda estimular el crecimiento de bacterias
heterotroficas (Avnimelech, 1999; Azim vy Little, 2008; Crab et al. 2007 y Manoel, et al. 2016). Para
promover la remocidon de amonio disuelto en el agua por medio de bacterias heterotréficas es necesario
agregar una fuente de carbono (i.e., carbohidratos) con relacidn a la cantidad de alimento que se esté
suministrado al sistema. Segun Hargreaves (2013), por cada kilogramo de alimento con un contenido
proteico entre 30 a 39% de proteina afiadido al sistema se debe agregar entre 0.5 a 1 kg de alguna fuente
de carbono como la azlcar. Fontenot et al. (2007) evaluaron el efecto de la relacion C:N (i.e., 5:1, 10:1,
20:1 y 30:1) en la remocion del nitrégeno inorgdnico en aguas residuales de un cultivo de camaron.
Observaron que el maximo nivel de remocidn se efectuaba con una relacién de C:N de 10:1. En el presente
trabajo se usdé melaza como fuente externa de carbono y se fue modificando la relaciéon C:N (de 20:1 a
10:1) a lo largo del experimento, manteniéndose siempre dentro del optimo establecido por Avnimelech

(1999) para mantener un crecimiento maximo de bacterias heterotréficas.

El amonio producido en los tanques de biofloc se da principalmente como bioproducto del catabolismo de
las proteinas por los peces, la descomposicién de materia organica como desechos de los peces, alimento
no consumido y microbios muertos. El amonio puede ser consumido y asimilado rapidamente por
microbios en el sistema afiadiendo una fuente de carbono que estimule el crecimiento de bacterias
heterotroficas. Sin embargo, estas bacterias suelen morir en poco tiempo liberando nitrégeno en forma
de amoniaco al descomponerse. Es por esto que el amonio se recicla entre el amoniaco disuelto y los
fléculos suspendidos, generando fluctuaciones constantes entre estos (Azim y Little, 2008). El uso de

melaza como fuente de carbono presento una secuenciacion normal de un proceso de nitrificacion
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(amonio a nitritos y nitritos a nitratos) en sistemas no maduros. Sin embargo, la maduracion del sistema
fue mucho mas rapida (cinco semanas) que aquella reportada por Nootong y Pavasant (2011), en la cual
usaron almiddn de tapioca y su sistema BFT tardo de 6-7 semanas en madurar. Esto sugiere que el uso de

melaza es apropiado para madurar sistemas BFT con tilapia.

Los niveles de amonio en todos los tratamientos con biofloc y los inoculados con probidticos (C+, T1, T2,
T3 y T4) presentaron un patrén similar. Al inicio de la fase experimental se registrd un incremento
significativo de amonio en todos los tratamientos. Este incremento generalmente se presenta en los
sistemas utilizados con biofloc debido a que las bacterias presentes en el medio todavia no han alcanzado
la densidad adecuada para la transformacion de amonio en nitritos. Sin embargo, durante la segunda
semana de cultivo las concentraciones de amonio disminuyeron. En contraste el tratamiento control
negativo C- (sin biofloc ni probidtico y con recambios de agua del 20% diario) presento la concentracion
de amonio mas alta sobrepasando los 2 mg/I. Sin embargo, a lo largo del experimento se mantuvo debajo
de 1 mg/I. Estos resultados concuerdan con el trabajo realizado por Luo et al. (2014), con O. niloticus en
sistema de recirculacidn (RAS) y en biofloc (BFT), donde al dia 20 del experimento se presentd el nivel mas
alto de amonio en los sistemas BFT, alcanzando concentraciones de 60 mg/|, mientras que en el sistema
RAS apenas llegaron a 6 mg/l en el mismo tiempo. Un experimento similar realizado por Long et al. (2015)
reportaron que a la primera semana de cultivo con O. niloticus en sistema BFT los niveles de amonio
presentaron su concentracién mas alta (1.4 mg/l). Aun asi, Luo et al. (2015) reporto concentraciones arriba

de 100 mg/| en cultivo de perca jade (Scortum barcoo) sin causarle efectos negativos.

Este proceso se conoce como nitrificacidn y se presenta cuando los sistemas comienzan a “madurar”
observandose que las concentraciones de amonio tienden a disminuir y empieza el proceso donde los
nitritos aumentan. Este es un proceso de transformacién del nitrégeno, en el cual el amonio es oxidado a
nitritos y posteriormente a nitratos, durante este proceso se pierde un poco del nitrégeno disuelto en el
sistema, ya que una parte se libera en forma de desecho gaseoso (Piedrahita, 2003). Generalmente, los
organismos encargados de llevar a cabo el proceso de oxidacién del nitrégeno amoniacal a nitritos son las
bacterias de los géneros Nitrosomonas y Nitrosococcus (Avnimelech, 1999; Safari y Yosefian, 2006; Crab
et al. 2007 y Nootong y Pavasant, 2011). Es comun la presencia de nitritos en los sistemas intensivos, ya
gue este es un intermediario en la nitrificacion, debido a que se transforma el NHs; durante estos procesos

(Siddiqui y Al-harbi, 1999).

Durante la primera semana de experimentacidn la concentracion de nitritos en todos los tratamientos fue

cercana a 0 mg/l. Sin embargo, a los 8 dias del experimento, los niveles comenzaron a aumentar. Esto
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concuerda con la reduccion de amonio que se observd a lo largo de la segunda semana de
experimentacion. El pico mas alto se dio alrededor del dia 30 con una concentracién cercana a los 80 mg/I
de nitritos en el T2. Esta concentracién es menor a la reportada en el trabajo de Luo et al. (2014) donde al
dia 20 de su experimento observo concentraciones de hasta 120 mg/| sin presentar efectos adversos para
la tilapia O. niloticus. Posteriormente los niveles de nitrito en todos los sistemas descendieron
drasticamente hasta alcanzar niveles cercanos a 0 mg/l, similar al reportado en otros trabajos (Avnimelech,

1999; Luo et al. 2014 y Rajkumar et al. 2015).

Posterior al proceso de nitrificacidon, donde se oxida el amonio a nitrito, comienza otro proceso llamado
nitratacion en el cual mayormente las bacterias autdtrofas del género Nitrobacter, oxidan los nitritos en
nitratos (Nootong y Pavasant, 2011). Los nitratos pueden llegar a ser toxicos a muy altas concentraciones,
por ejemplo Rakocy (1989) menciona que entre 600 y 700 mg/Il, el consumo de alimento en tilapias se ve

reducido, sin embargo, en este estudio los valores se encontraron muy por debajo de estos limites.

Es importante mencionar que al final del experimento, el control negativo (C-) presento concentraciones
de amonio y nitratos significativamente menores a los tratamientos con biofloc. Asi mismo, en el caso de
los nitritos, al final del experimento no se encontraron diferencias significativas entre todos los
tratamientos. Esto concuerda con los trabajos realizados por (Luo et al. 2014 y Sanchez, 2016), donde se
comparo la efectividad de un sistema tipo biofloc con uno de recirculacion, en los cuales, al final del
experimento, ambos obtuvieron concentraciones de nitritos de 0 mg/I, lo cual indica que en este trabajo

el biofloc tuvo un efecto positivo en la transformacién del amonio en nitritos y posteriormente en nitratos.

Farzanfar (2006) menciona que hay una gran cantidad de reportes en los cuales se usan productos
microbianos (i.e., probidticos) para aumentar la remocién de amonio en diversos tipos de cultivos. Sin
embargo, en el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas en la remociéon de amonio
entre los tratamientos con probidticos (T1, T2, T3 y T4) y el control positivo (C+, el cual no estaba
adicionado con probidticos), lo que sugiere que los probidticos usados en el presente experimento, no

tuvieron un efecto importante en la remocidn de amonio.
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4.1.2. Alcalinidad y pH

Es bien conocido que los sistemas que emplean la tecnologia de biofloc (BFT) tienen una desventaja, ya
que el nivel de alcalinidad tiende a disminuir naturalmente gracias a las bacterias, las cuales producen
pequefias concentraciones de acido nitrico a través del proceso de nitrificacion ya que las bacterias liberan
iones de hidrogeno mientras transforman el amonio en nitratos. Es por la actividad bacteriana que los
sistemas biofloc tienden a acidificarse con el tiempo. Todos los procesos de control de amonio en el
sistema BFT consumen alcalinidad, y es el proceso de nitrificacién la causa de la mayor pérdida de
alcalinidad (Hargreaves, 2013). Por esto, fue necesario afiadir carbonato de calcio al sistema una vez por
semana tratando de mantener niveles adecuados de alcalinidad (150 mg/l) y mantener el crecimiento
bacteriano sin perder la capacidad amortiguadora del sistema. En el presente experimento, el nivel de
alcalinidad nunca bajo de los 50 mg/I| ni sobrepaso los 200 mg/l. Por su parte, Azim y Little (2008)
observaron concentraciones de alcalinidad entre 8-250 mg/| sin presentar efectos negativos para la

produccién de tilapia.

Debido a la adicién constante de carbonato de calcio, los niveles de pH en los sistemas fueron adecuados
para el cultivo de tilapia (pH entre 7 y 8). Se encontraron valores de pH significativamente mas bajos en el
T4, probablemente asociado a la alta biomasa de peces en este tratamiento, lo cual derivo en mayor
adicion de alimento que en el resto de los tratamientos, por lo que hubo una mayor tasa metabdlica y
mayor produccion de biofloc, resultando un sistema mds acido ya que al aumentar el metabolismo en los
peces y bacterias, hay mayor consumo de oxigeno, por lo que se libera mayor cantidad de CO; (compuesto
acido), asi mismo hay otros factores que pueden influenciar en la acidificacion del sistema, como son la
temperatura y la produccién de microalgas. EI C- presento el nivel de pH mas alto, siendo
significativamente mayor al T4, pero no con el resto de los tratamientos. Su alto nivel de pH puede

atribuirse a la ausencia de biofloc en el sistema y a la baja biomasa de peces.

4.1.3. Floculos

En los sistemas BFT los sélidos derivados de los desechos orgdnicos de los peces y microorganismos, asi
como del alimento suministrado, tienden a acumularse y los niveles de estos incrementan por la
alimentacién y por la adicidn de fuentes de carbono llegando a alcanzar concentraciones peligrosas para
los peces, las cuales oscilan entre 2,000 a 3,000 mg/| (Hargreaves, 2013). Concentraciones de fléculos entre

500y 1,000 mg/l son recomendadas para un manejo eficientemente en estos sistemas. Avnimelech (2007)
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recomienda concentraciones entre 200 a 300 mg/| para un buen funcionamiento del sistema y control
adecuado del amonio sin tener una aireacién del agua excesiva. Por su parte, Wang et al. (2015)
encontraron que concentraciones entre 100 a 300 mg/| de fléculos no presentaron efectos adversos en el
crecimiento de camarén blanco (Litopenaeus vannamei). Asi mismo, Avnimelech y Kochba (2009)
recomiendan concentraciones entre 30-50 mg/L para el cultivo de peces. En el presente experimento se
intenté mantener los niveles de fléculos entre 50 y 100 ml/L por lo que se dreno el 5% del volumen total

de los tanques de cada tratamiento una vez por semana.

Al final del experimento los tratamientos que presentaron mayor cantidad de fléculos fueron el T4y el C+
con concentraciones cercanas a los 80 ml/L, probablemente debido a que |la biomasa final en estos tanques
fue significativamente mayor, por lo tanto, se necesitaba una mayor adicién de alimento y de melaza. Para
tener un mayor control de los niveles de fléculos, hubiera sido recomendable hacer adiciones de carbonato
de calcio mas frecuentemente, ya que los microorganismos adheridos a los fléculos usan este compuesto
para aumentar en biomasa. Avnimelech (1999) y Rajkumar et al. (2015) mencionan que la manipulacion
de la relacion carbono: nitrogeno (C:N) es un método potente, econdmico y practico para controlar los
sistemas en acuicultura. En el presente experimento la relacién C:N se fue ajustando de 20:1 al principio
del experimento a 10:1 al final del mismo. Este ajuste fue adecuado para mantener la calidad del agua y
para no tener un exceso de fléculos que pudieran llegar a afectar la concentracidn de oxigeno disuelto o a

los mismos organismos en el sistema.

4.1.4 Temperatura y oxigeno disuelto.

La temperatura recomendad para el crecimiento éptimo de la tilapia es de 24 a 30°C (Rakocy, 1989). En el
presente experimento todos los sistemas al estar expuestos a la intemperie se comportaron de la misma
manera sin presentar diferencias significativas entre ellos. La temperatura promedio vario de 32°C en

septiembre a 26°C en noviembre.

Asi mismo los niveles de oxigeno presentes en los sistemas siempre estuvieron dentro del rango éptimo
para el crecimiento de la tilapia (>4.5 mg/l) (Barreto-curiel et al. 2015) ya que para manejar un sistema
tipo BFT es necesario mantener una aireacidén constante abundante para impedir la sedimentacidn de los

fléculos.
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4.2. Parametros bioldgicos

4.2.1. Crecimiento

El crecimiento de los peces, su composicidon corporal y conversién alimenticia varian con la especie, la

genética, sexo, edad, la calidad de las dietas y las condiciones ambientales, entre otros factores.

Estudios previos han demostrado que el uso de la tecnologia biofloc (BFT) contribuye substancialmente al
crecimiento y produccién de tilapia del Nilo. Esta especie omnivora es capaz de ingerir las particulas de
alimento formadas por algas y bacterias producidas in situ las cuales promueven la actividad enzimatica
digestiva, por consecuencia mejoran el crecimiento y modifican la composicidon corporal de las tilapias
(Long et al. 2015; Yuan et al. 2010; Azim y Little, 2008; Little et al. 2008; Avnimelech, 2007 y Beveridge y
Baird, 2000). Asi mismo se han registrado multiples trabajos que muestran como el uso de probidticos
promueve el crecimiento en peces, mejora la asimilacion de nutrientes y la calidad del agua (Hamdan y
Carmen, 2016; Zhang et al. 2016; Sanchez, 2016; Long et al. 2015; Hernandez, 2014; Monroy et al. 2012;
Welker y Lim, 2011; Farzanfar, 2006; Ziaei-nejad et al. 2006 y Glnther et al. 2004).

En el presente trabajo se evaluaron dos probidticos comerciales, Eco-aquaprotect® y Eco-aquablend®, los
cuales estan enriquecidos con enzimas digestivas (proteasa, amilasa y celulasa), bacterias (Bacillus,
Brevibacillus y Thiobacillus) y levadura Saccharomyces cerevisiae. El proveedor menciona que el probidtico
Eco-aquablend® contiene Bacillus subtilis, megaterium, lichenoformis, polymixa; Brevibacillus laterosporus
y Thiobacillus novelus. Mesalhy et al. (2008) analizaron los efectos de combinar B. subtilis con Lactobacillus
acidophilus en el alimento formulado, observaron que mejora el crecimiento y la salud de Tilapia del Nilo.
Cutting (2011) hizo una revision en la que muestra el uso de especies de Bacillus como probidticos, su
seguridad, modo de empleo y aplicaciones comerciales, entre ellas menciona a B. subtilis, megaterium,
lichenoformis y polymixa, las cuales al ser usadas como suplemento alimenticio pueden estimular la

respuesta inmune, actividad antimicrobiana y exclusién por competencia.

El Eco-aquaprotect® contiene Bacillus subtilis, Bacillus polymixa, Thiobacillus novelus y la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Asi mismo Wang et al. (2008) describe el uso en acuicultura de bacterias del
genero de los Bacillos, mencionando los beneficios de incluirlos como suplementos, entre estos, se
encuentra el valor agregado al alimento, contribucién enzimdatica a la digestidn, inhibicion de
microorganismos patogénicos, actividad antimutagénica y anticancerigena, factores promotores del
crecimiento e incremento en la respuesta inmune. Por Ultimo la bacteria Thiobacillus novelus ha sido

reportada por Chung et al.(2008) por tener la capacidad de remover el H,S (Acido Sulfhidrico) del agua, el
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cual es un compuesto toxico para las especies acuaticas. Asi mismo, la bacteria Brevibacillus laterosporus
tiene funcién algicida (Jia et al. 2014). Debido a esto, estas ultimas bacterias se usan como aditivos para

bio-remediar cuerpos de agua.

En el presente estudio, el mayor crecimiento por individuo de O. niloticus Var SPRING cultivada en sistemas
BFT adicionado con diferentes productos probidticos se presentd en el T4 utilizando el probiético
Aguablend. La estimacién de la ganancia en peso promedio fue de 1.61g por dia por pez con TCE de 3.58,
valor menor que los reportados por Cedano et al. (2013) y Rakocy et al. (2008) de 4.5 y 3.2 g/dia
respectivamente. Sin embargo, estos autores realizaron sus estudios en sistemas tipo BFT con peso inicial
alrededor de los 110 g usando alimento con 24% con TCE de 1.1 (Cedano et al. 2013) y 32% y TCE de 0.8
(Rakocy et al. 2008) de proteina durante un periodo de cultivo de 26 semanas a comparacién de este

estudio donde fueron 8 semanas con un peso inicial alrededor de 12 g y un alimento con 32% de proteina.

Los resultados del presente estudio indican que el biofloc tuvo un efecto positivo sobre el crecimiento,
debido a que el C- presento una ganancia en peso menor a la mitad del alcanzado por el resto de los
tratamientos bajo condiciones BFT. Sin embargo, los peces del T4 fueron los que alcanzaron mayor
incremento en peso, probablemente asociado a la constante adicidon del probidtico el que contenia
levadura Saccharomyces cerevisiae, ya que los tratamientos (T1 y T2) que contenian bacterias del género
Bacillus, Brevibacillus y Thiobacillus pero no levadura, alcanzaron pesos significativamente menores
comparados al T4. Asi mismo el hecho de que los peces del T3 presentaran un menor crecimiento con
respecto al T4, indica que es necesaria la adicion diaria de este probidtico para generar el efecto positivo
de este probidtico en juveniles de tilapia. En otros trabajos realizados con alimento formulado adicionado
con la levadura Saccharomyces cerevisiae y evaluados en tilapia (Lara-Flores et al.2010; Abdel-Tawwab et
al. 2008 y Lara-Flores et al. 2003), se demostro que los juveniles de tilapia presentaron mayor aumento en
la tasa de crecimiento, factor de conversidn alimenticia, deposicion de proteina en el cuerpo, parametros
bioguimicos (niveles de glucosa, albumina, globulina, lipidos totales, proteinas totales, hematocrito,
conteo de gldbulos rojos y hemoglobina) y actividad de fosfatasa alcalina. Lo cual indico que esta levadura

funciona como aditivo estimulante del crecimiento en cultivo de tilapia.
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4.2.2. indices de eficiencia alimenticia

El factor de conversién alimenticia (FCA) es una medida de la eficiencia en la utilizacién del alimento vy se
calcula con el peso ganado por los peces durante el bioensayo por la cantidad de alimento suministrado
(Epp et al. 2002). Un FCA cerca o menor que 1 nos indica que el alimento suministrado es nutricionalmente
adecuado para el organismo y esta siendo utilizado eficientemente. Esto significa que por cada kilogramo
de alimento suministrado el organismo esta creciendo 1 kilogramo en peso (Manoel et al. 2016). EI FCA
mas bajo en este experimento se presentd en el C+, seguido por el T3, T1, T4, T2 y C-. Se pudo observar
qgue la adicién de biofloc al sistema promovié un mejor rendimiento del alimento suministrado. Sin
embargo, no hubo un efecto significativo entre el C+ y el resto de los tratamientos (T1, T2, T3 y T4) derivado
de la adicién de probidticos a los sistemas BFT. Aun asi, los valores de FCA son menores que los
encontrados en otros trabajos realizados en sistemas RAS y BFT por Luo et al. (2014) y Avnimelech (1999)
con tilapia del Nilo (1.47 en RAS y 1.2 en BFT) en los cuales el peso inicial fue de 24.17g por 87 dias
alimentados al 2% de la biomasa total. Lo cual indica que el biofloc cumplié su funcién de alimentar a las
tilapias y aumentar la asimilacidn del alimento. Asi mismo, trabajos relacionados al uso de probiéticos para
crecimiento de tilapia, han demostrado que la adicion de levaduras y bacterias reduce el FCA (de 3.2 a
1.01) considerablemente (Lara-flores et al. 2010). Avnimelech (1999) demostré que reduciendo el
porcentaje de proteina en el alimento de 30% a 20% y aumentando la relaciéon C:N de 11.1:1 a 16.6:1
redujo el FCA considerablemente de 2.62 a 2.17. Consecuentemente aumento el TEP de 2.18 a 4.35
indicando que el uso de la proteina por parte de los peces fue dos veces mayor. Este incremento se debe
a que los microorganismos reciclaron la proteina y esta fue usada ingerida dos veces por los peces primero

como alimento y por segunda vez como masa microbiana.

La tasa de eficiencia proteica (TEP) es un indicador de la calidad de la proteina suministrada en el alimento
(Moreno et al. 2013). Se expresa como los gramos de peso ganado por gramo de proteina consumida. En
el caso de este experimento el rendimiento mds alto de TEP fue en el C+ (2.83), sin presentar diferencias
significativas con el resto de los tratamientos con biofloc, pero si con el C- (sistema con recambios de agua
del 20% del volumen total diario). Todos los tratamientos con biofloc obtuvieron un rendimiento mayor
que el registrado por Rajkumar et al. (2015) con postlarva (0.15g) de camardn blanco (L. vannamei) en
biofloc por 60 dias con alimento formulado (34.6% proteina) con TEP de 2.59 y Long et al. (2015) de 2.59
en cultivo de juveniles (50g) de tilapia del Nilo genéticamente modificada (GIFT) en biofloc alimentados
con 46% de inclusion de proteina. La TEP de los tratamientos con biofloc (C+, T1 y T3) fueron
significativamente mayores que la TEP del C- mientras que el T2 y T4 no presentaron diferencias

significativas con ningln tratamiento. Este mejoramiento en la utilizacién de la proteina probablemente
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esté relacionado a la presencia de biofloc en estos sistemas. Los microorganismos presentes en los floculos
tipicamente contienen 45% de proteina cruda (Rajkumar et al. 2015). Sin embargo, este porcentaje puede
variar un poco dependiendo de la composicidon taxonédmica presente en el biofloc. Es muy probable que

las tilapias se alimenten parcialmente de este biofloc y por lo tanto mejore la TEP en los sistemas BFR.

La TCE es un valor que nos indica que tanto mas rapido crecieron los peces de un tratamiento contra otro
tratamiento (i.e., dieta, temperatura, densidad). Lo importante de la TCE es que nos permite hacer

comparaciones entre peces de tamafo diferente asumiendo que hubo un crecimiento exponencial.

En el presente estudio se utilizé una dieta de 32% de proteina, alcanzando la mayor TCE (3.58%) en el T4
y la menor (2.56%) en el C- sin encontrar diferencias significativas entre los tratamientos con biofloc (C+,
T1,T2,T3yT4). Jauncey (1982) evalud diferentes niveles de inclusidn de proteina en la dieta para juveniles
de tilapia (Sarotherodon mossambicus) con peso inicial de 1.89 g y reporto la mejor TCE con la dieta de
32% de proteina alcanzando una tasa de crecimiento del 3.82% por dia, usando una tasa de alimentacidn
del 5% de la biomasa total durante un periodo experimental de 40 dias. Asi mismo, observé que los niveles
mayores de inclusiéon de proteina en la dieta tendieron a reducir la TCE para esta especie. Por su parte
Long et al. (2015) evaluaron el efecto del biofloc en el crecimiento de tilapia genéticamente modificada
(Oreochromis niloticus) por 8 semanas usando dietas de 46% de proteina utilizando tasas de alimentacion
del 5% al 3% y observando TCE de 2.04% por dia, lo que podria indicar que el biofloc adicionado con el

probidtico Aquablend® por 8 semanas promueve el crecimiento de los peces.

4.2.3. Hematocrito (Hc)

El valor de Hc es un indicador del porcentaje de glébulos rojos en la sangre y puede variar debido a
diferentes factores como la talla, edad y sexo, estado de salud, nutricién deficiente y parametros
fisicoquimicos desfavorables presentes en el medio en que se encuentra el organismo (Brischoux et al.
2011). La disminucidn del Hc puede referirse a problemas de salud (anemia) en la mayor parte de los
organismos y puede relacionarse con estrés entre otros factores (Cuervo et al. 2010). En el presente
estudio, los valores de Hc encontrados para la tilapia en todos los tratamientos fluctuaron entre el 30% y
38%. Esto valores de Hc se encuentran dentro del intervalo considerado como normal o apto para las
tilapias bajo condiciones de cultivo (i.e., entre 30-40%) (Bittencourt et al. 2003). Aunque no se encontraron

diferencias significativas entre los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3 y T4), si fue mas elevado el valor
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de Hc en los tratamientos T3 y T4, lo cual podria sugerir que la adicidon de la levadura Saccharomyces

cerevisiae promovio la salud de los organismos.

Apun et al. (2015) obtuvo un valor de Hc del 28% con la suplementacidn diaria de una mezcla de
probidticos, lo cual es un valor mucho menor a los obtenidos en el presente estudio para los tratamientos
adicionados con probidticos. Por su parte Al-dohail et al. (2009) obtuvo un valor de 30% con la adicién de
Lactobacillus acidophilus en la dieta del bagre africano (Clarias gariepinus). Por otra parte Hassaan (2014)
evalud la inclusidn de Bacillus licheniformis en la dieta para tilapias, obteniendo valores menores (i.e, 15
a 17%) a los normales o aptos para esta especie y mucho mas bajos que los obtenidos en el presente
estudio (32 a 38%) en los tratamientos que fueron suplementados con biofloc, por lo que se puede suponer
gue el biofloc mantiene el estado de la salud en los peces y se necesitan mds estudios sobre la contribucién

de los probidticos en biofloc sobre los parametros hematoldgicos de las tilapias.

4.2.4. indice hepatosomatico (IHS)

El indice hepatosomatico (HSI) no indica la relacidn del peso del higado en proporciéon con el peso total del
organismo. Entre mayor el higado mayor el indice. En algunos peces cuando la energia en la dieta es alta,
los organismos almacenan este exceso de energia como lipidos o glucdgeno. Estar reservas energéticas
pueden ser movilizadas para hacer frente a periodos de ausencia de alimento o para etapas reproductivas,
donde la mayor cantidad de la energia almacenada sera utilizada para la produccién de gametos (Gonzalez
y Oyarzun, 2002). El indice hepatosomatico es especie-especifico y su valor se relaciona con el
almacenamiento de grasa y/o glucégeno en el higado con relacion al peso del cuerpo, en peces éseos el

porcentaje del IHS, por lo general, es entre 1y 2 %. (Gonzélez, 2011).

En el presente estudio, el indice hepatosomatico mas alto se observd en el T2 (2.24) mientras que el menor
en el C- (1.56). Dentro de los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3 y T4) no se encontraron diferencias
significativas lo cual indica que la adicion de probidticos al biofloc no genero un efecto en este parametro.
Sin embargo, si se observé un efecto positivo al comparar el control negativo (C-) con el resto de los
tratamientos. Soliman et al. (1986) cultivaron juveniles de tilapia del Nilo por 8 semanas modificando el
tipo de acido ascorbico y registraron rangos de indices hepatosomaticos entre 1.73 y 2.76. Asi mismo,
Yuangsoi et al. (2014), reportaron indices hepatosomaticos de 2.36 a 2.61 en bagre bocourti (Pangasius
bocourti) sustituyendo la proteina de soya por proteina de moringa en el alimento. Ambos estudios no

presentaron enfermedades derivadas del higado. Por lo que se puede deducir que IHS en este trabajo no
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alcanzo niveles peligrosos para esta especie. Sin embargo, para tener un aproximado mds certero sobre el

estado de salud, seria necesario realizar trabajos de analisis proximal del higado.

4.3. Actividad enzimatica

Uno de los retos en la acuicultura es reducir el uso de proteina de fuente animal en las dietas formuladas
y/o aumentar la capacidad de digestion, absorcidn y asimilacion de estas proteinas por los organismos a
cultivar. La digestion es el proceso de solubilizar y degradar nutrientes en sus componentes mas basicos
(i.e., mondmeros) para que puedan ser transportados a través de las paredes intestinales para los procesos
fisiolégicos y metabdlicos vitales. Por lo que es de gran importancia realizar estudios sobre la actividad de

enzimas digestivas como proteasas, amilasas, fosfatasas y lipasas, entre otras.

Las enzimas son catalizadores bioldgicos de origen proteico que aumentan la velocidad de una reaccion
sin que esta afecte en si a la misma enzima (Lehninger, 1984). La caracterizacion de las enzimas digestivas,
su funcionalidad, adaptaciones a diferentes tipos de alimentos y las caracteristicas de estas son de gran
importancia para comprender la capacidad digestiva de especies acuicolas cultivables ya que estos
estudios pueden aportar informacidn acerca del estado de salud de los organismos, su capacidad para

digerir alimentos, asi como el efecto de una dieta formulada sobre una especie (Moyano, 2006).

Previamente se ha documentados que el biofloc es una fuente rica en compuestos bioactivos tales como
carotenoides, clorofilas, fitoesteroles, bromofenoles, amino azucares (Ju et al. 2008) y compuestos anti
bacterianos (Crab et al. 2010). Esto sugiere que los compuestos microbianos, factores de crecimiento
desconocidos y organismos probidticos como Bacillus, Lactobacillus presentes en el biofloc podrian
mejorar la digestion del alimento por medio de produccion de enzimas exdgenas. Anand et al. (2014)
observaron el efecto de enzimas digestivas (amilasa, proteasa, lipasa y celulasa) derivado de la adicion de
varias concentraciones de biofloc en la dieta de Penaeus monodon y descubrieron que suplementar con
un 4 al 8% con biofloc al alimento formulado suministrado, incrementaba la actividad de estas enzimas en
el pancreas y en el intestino. Sin embargo, Caldini et al (2015) evaluaron la diferencia entre suministrar el
biofloc en la dieta de tilapia del Nilo y el cultivar a esta especie en un sistema tipo BFT (C:N = 1:15), y
observaron que los organismos presentaron crecimiento significativamente mayor en sistemas tipo BFT
gue en un sistema abierto con alimento formulado adicionado con biofloc. Esto indica que el biofloc
generado in situ promueve la digestibilidad de las proteinas a través del incremento en la actividad

enzimatica de los organismos cultivados (Xu y Pan, 2012). Asi mismo, en el trabajo realizado por Lara-flores
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et al. (2010) se demuestra que la adicion de probidticos de origen bacteriano y de levaduras promueven

la actividad enzimdtica y el crecimiento en el cultivo de tilapia del Nilo.

4.3.1. Proteasas alcalinas totales, tripsina y quimotripsina

Las proteasas son enzimas que activan la hidrolisis de los enlaces peptidicos de las proteinas para asi liberar
los aminodcidos (estructuras primarias de la proteina) presentes (Pérez et al. 2003). En el presente trabajo
se evaluaron las proteasas alcalinas totales en tilapia del Nilo, estas enzimas proteoliticas son las que
trabajan en el intestino (pH alcalino) y estdn implicadas en la digestidn de las proteinas en esta regién del
sistema digestivo (Moyano, 2006). Dentro de las proteasas alcalinas hay una gran variedad de proteasas
como la tripsina y quimotripsina entre otras, Sin embargo, estas dos ultimas son las mas estudiadas debido
a su fuerte participacién en la digestién de las proteinas. Claramente no son las Unicas, ya que existen
muchas otras involucradas en la digestién alcalina; sin embargo, son pocos los estudios en peces que han

cuantificado adecuadamente la participacion relativa de las enzimas alcalinas.

La tripsina es una endopeptidasa pancreatica que hidroliza los enlaces peptidicos constituidos por lisinay
arginina de las proteinas. Se activa en el intestino cuando su zimégeno (tripsinogeno) es producido por el
pancreas y activado en el lumen del intestino por la enteroquinasa presente en la membrana de los
enterocitos (Cohen et al. 1981). Esta a su vez, se encarga de la activaciéon del resto de zimdgenos
pancreaticos (quimotripsinégeno, procarboxipeptidasa A y B y proelastasa, entre otros). Por lo tanto,
evaluar su actividad da un punto de referencia para estimar la importancia relativa de las diferentes

enzimas digestivas alcalinas (Bezerra et al. 2005).

La utilizacién de probidticos en la maduracién de cultivos en biofloc ha servido como promotores de
crecimiento y para mejorar la digestidon de los nutrientes de los organismos en cultivo (Rivas-Vega et al.
2012; Padmavathi et al. 2012; Cedano et al. 2013; Mohamed et al. 2013; Daniel y Nageswari, 2017), asi
mismo, se ha evidenciado que el biofloc juega un papel importante en la estimulacion de enzimas
digestivas (Moss et al. 2001; Xu et al. 2012). Yanbo y Zirong (2006) realizaron un estudio en carpa comun
(Cyprinus carpio) en el cual evaluaron el efecto de probidticos a base de bacterias Bacillus sp. en la
actividad de enzimas digestivas intestinales. Descubrieron que la adicién de bacterias Bacillus sp.
incremento significativamente la actividad enzimatica de proteasas, amilasas y lipasas, mejorando de esta
forma la digestibilidad del alimento por las carpas. Caso similar a lo que ocurrid en el presente estudio,

donde los tratamientos adicionados con probidticos presentaron niveles mayores de proteasas. Sin
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embargo, la actividad de amilasas solo aumento en el T4, el cual fue adicionado con el probiético
Aguablend®, mas adelante (seccion 5.6.4) se hace una revision mas a profundidad de porque se comporté

de esta manera la actividad de amilasas.

Xu y Pan (2012), en un estudio realizado con camarén blanco (Litopenaeus vannamei) observaron un
incremento significativo en la actividad de las enzimas digestivas y un mejor crecimiento al ser cultivados
en sistemas de biofloc. Este mismo efecto se ha observado en peces y crustaceos al ser alimentados con
probidticos y microalgas como suplemento de la dieta. La presencia de componentes microbianos en la
dieta complementada con biofloc con enzimas exdgenas (enzimas presentes en los probidticos: celulasa,
amilasa y proteasa) podria haber estimulado la produccién de enzimas en las tilapias del presente estudio

como ha sucedido en estudios previos con camarones (Anand et al. 2014)

El mejor crecimiento obtenido en el presente estudio fue para las tilapias bajo el tratamiento T4 y la
actividad de la tripsina y quimotripsina fue significativamente mayor en este tratamiento. Posiblemente
esta mayor actividad enzimatica ayudo a una mejor digestién y absorcidn de las proteinas presentes en el
alimento y el biofloc. Por su parte la baja actividad de proteasas alcalinas en el T3 sugiere que los
microorganismos presentes en el probidtico Eco-aquablend® no mantuvieron una colonizacién del sistema
digestivo y permanencia dentro del intestino ya que solo fue adicionado por 4 semanas La baja actividad
de las proteasas alcalinas en el T3 podria estar explicar el menor crecimiento de las tilapias en este
tratamiento. Sin embargo, se observa que el uso de probidticos de manera constante si aumenta

considerablemente la actividad de proteasas alcalinas total.

4.3.2. Leucina aminopeptidasa

Las leucinas aminopeptidasas (LAP) son enzimas proteoliticas que catalizan la hidrdlisis de los restos
aminoacidicos en el extremo amino de los péptidos y proteinas y estan presentes en los bordes de cepillo
intestinal (Tengjaroenkul et al. 2000). Las LAP no solo desempefian un papel importante en el
mantenimiento del balance del nitrégeno, energia para el metabolismo, concentracion de glucosa en la
sangre, produccién de hormonas de crecimiento y concentracién de hemoglobina, sino que ademas
promueve la sintesis de proteinas (Norton y Layman, 2006; Abidi y Khan, 2007), por lo que una deficiencia
de esta enzima en el organismo, podria generar malfuncionamiento metabdlico y reducir el crecimiento

en los organismos (Fernstrom, 2005; Kiron, 2012), entre ellas la tilapia del Nilo (Gan et al. 2016).
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En el presente estudio, la actividad de la enzima leucina aminopeptidasa, se vio directamente afectada por
el uso de biofloc ya que todos los tratamientos en sistema biofloc (T1, T2, T3 y T4), asi como el control

positivo (C+) presentaron niveles de actividad menores que el control negativo (C-).

Comunmente se relaciona el aumento en peso con una mayor actividad de la enzima LAP (entre otras) sin
embargo en el caso del presente estudio, se puede observar que los tratamientos con biofloc, los cuales
presentaron mayor crecimiento, también presentaron la menor actividad de la enzima LAP. Ferreira et al.
(2016) evaluaron la actividad de diferentes enzimas (entre ellas LAP) en cultivo por 90 dias juveniles de
tilapia del Nilo (87.61 + 1.52 g) en sistema de cajas y en sistema de estanque, descubrieron que las tilapias
en sistema de cajas presentaron mayor actividad para la enzima LAP que el cultivo en estanque. Sin
embargo, la actividad de esta enzima se redujo considerablemente a partir de los 63 dias de cultivo. Esto
quiere decir que los niveles de actividad enzimdtica pueden variar significativamente entre sistemas de
cultivo y podria explicar en parte, la baja actividad de LAP en los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3y

T4).

Asi mismo, la digestibilidad fisiolégica esta regulada (en parte) por ritmos circadianos, pero existen pocas
evidencias en peces teledsteos (Lazado et al. 2017) y mucho menos en cultivo de biofloc. Los ritmos
circadianos estan presentes en todas las formas de vida, lo que les permite adaptarse a cambios periddicos
del medio ambiente. Este mecanismo evolutivo regula los ritmos bioldgicos y de comportamiento, lo cual
provee a los organismos con la capacidad de programar procesos bioldgicos para que ocurran en un
momento éptimo del dia o anualmente (Yerushalmi y Green, 2009). Los factores ambientales que mas
influencian en los ritmos circadianos en animales son los ciclos de luz y alimentacidn y estos parecen estar

correlacionados (Montoya et al. 2010).

Lazado et al. (2017) evaluaron los ritmos circadianos de enzimas gastricas e intestinales en pampano
(Trachinotus falcatus) dividiéndolos en dos grupos, el primero fue alimentado en un esquema periddico
(alimentacion diaria a las 09:00 am) y el segundo grupo se alimentd de manera aleatoria (3-4 porciones
diarias repartidas aleatoriamente), en este mismo experimento evaluaron la actividad enzimatica a lo largo
del dia (12h luz, 12h obscuridad), alimentados con una racién del 2% diaria de la biomasa total del tanque.
Observaron que los peces presentaron actividad enzimatica anticipatoria a la alimentacién. La actividad
enzimatica de LAP (entre otras) aumentaba en los peces que fueron alimentados en el esquema periddico,
mientras que los organismos con alimentacién aleatoria mantenian los niveles de LAP constantes. Asi
mismo, observaron que la variacién en la actividad de la enzima LAP no presentaba variantes significativas

a lo largo de todo el dia, indicando que esta enzima no esta correlacionada a un ciclo de luz y obscuridad,
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sino que su actividad estda directamente condicionada a la alimentacién. Es posible que los niveles de LAP
en el presente estudio, en los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3 y T4) se haya mantenido baja, debido
al constante aporte de alimento proporcionado por el mismo biofloc, mientras que en el control negativo
(-) los niveles hayan aumentado debido a que el muestreo se realizé en un momento donde la actividad
enzimatica de LAP presentaba los niveles mas altos. Se recomienda realizar mayor investigacién acerca de

la respuesta de los ritmos circadianos en organismos cultivados en biofloc.

4.3.3. Fosfatasas alcalinas

Las fosfatasas alcalinas son las encargadas de catalizar la separacion del fosforo inorganico a partir del
fosfato orgdnico. Estas enzimas estdn presentes a lo largo del epitelio intestinal. Son encargadas, en parte,
de transportar nutrientes como glucosa, proteinas, lipidos, agua e iones a través de la membrana (Dupuis

et al. 1991).

Se ha demostrado que el uso de levaduras tanto en alimento formulado o adicionado directamente a los
tanques de cultivo promueven el crecimiento, actividad enzimatica, mejora la salud y ayuda a los
organismos a reducir la incidencia de enfermedades (Gatesoupe, 2000; Tovar-Ramirez et al. 2008; Lara-
flores et al. 2010). Por ejemplo, en el trabajo realizado por Lara-flores et al. (2010) se comparé el efecto
de dos probidticos, uno enriquecido con la levadura Saccharomyces cerevisiae y el segundo, una mezcla
de las bacterias Streptococcus faecium y Lactobacillus acidophilus. Ambos probidticos promovieron el
crecimiento de la tilapia del Nilo, sin embargo, los tratamientos enriquecidos con levadura mostraron
mejor crecimiento, este atribuido a la alta actividad de fosfatasa alcalina. Asi mismo, Tovar-Ramirez et al.
(2008) mencionan que las levaduras liberan constantemente pequefias moléculas llamadas poliaminas, las
cuales se encuentran en todos los materiales bioldgicos (Tabor y Tabor, 1984) y promueven el crecimiento,

supervivencia y maduracion del sistema digestivo.

En el presente trabajo se observd un efecto positivo en el crecimiento y actividad enzimatica de fosfatasas
alcalinas, al utilizar el probiético Acuablend® por 8 semanas, ya que la actividad de la fosfatasa alcalina fue
significativamente mayor que el resto de los tratamientos y lo que indica la importancia de la adicién
constante de este probidtico enriquecido con la levadura Saccharomyces cerevisiae para un mejor

crecimiento.

En el trabajo realizado por Zhang et al. (2016), no se observaron diferencias significativas en la actividad

enzimatica de fosfatasas alcalinas entre dos sistemas tipo biofloc adicionados uno con glucosa y el otro
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con acido Poli-B-hidroxibutirico por 60 dias. Asi mismo, en el presente estudio la adicién del probiético
Acuaprotect® por 4 y 8 semanas (T1 y T2), la adicion del probidtico Acuablend® por 4 semanas (T3) y el
uso de puro biofloc (C+) no presentaron diferencia alguna con el control negativo (C-) en actividad

enzimatica de fosfatasas alcalinas.

4.3.4. a-amilasa

La enzima a-amilasa se encuentra principalmente en el pancreas, esta enzima es liberada al intestino
donde digiere algunos carbohidratos a través de la hidrolisis de los enlaces alfa-glucosidicos de
polisacaridos tales como el glucégeno y almidén, reduciéndolos y transformandolos en azucares simples

de facil absorcién (Nagase, 1964).

La actividad de estas enzimas en tilapia ha sido estudiada previamente (Fish, 1960; Sandoval-Muy et al.
201; Barreto-Curiel et al. 2015; Gominho-Rosa et al. 2015; Ferreira et al. 2016), asi como el efecto de los
probidticos sobre los niveles de actividad de la a-amilasa en diferentes especies como Penaeus monodon
(Anand et al. 2014), Penaeus vanammei (Mart et al., 2012), larvas de Sparus aurata (Suzer et al., 2008),
Cyprinus carpio (Yanbo y Zirong, 2006), Orechromis niloticus (Essa et al. 2010, Del’'Duca et al. 2013;
Hassaan, 2014) vy el efecto del biofloc sobre la actividad enzimdtica de tilapias (Long et al., 2015). Sin
embargo, el efecto combinado de probiéticos y biofloc sobre la actividad enzimatica de tilapia del Nilo, no

ha sido reportado anteriormente.

En el presente estudio, la actividad especifica de la a-amilasa fue significativamente mayor en el
tratamiento inoculado con Aquablend® por 8 semanas (T4), el resto de los tratamientos (T1, T2 y T3) asi
como los controles (C- y C+) no presentaron diferencias significativas entre ellos pero si con el T4. Esto
indica que como en el caso de la tripsina, quimiotripsina y las fosfatasas alcalinas, el uso de probidticos
enriquecidos con la levadura S. cerevisiae por 8 semanas genera un efecto positivo en la actividad de a-
amilasa. En contraste Essa et al. (2010), evaluando el efecto de cuatro grupos de probidticos previamente
aislados de tilapias (Oreochromis niloticus) sanas. En su trabajo evalud; Bacillus subtilis NIOFSD017,
Lactobacillus plantarum NIOFSD0O18, una mezcla de ambas (B. subtilis NIOFSD017 y L. plantarum
NIOFSD018) y la levadura Saccharomyces cerevisiae NIOFSD019. Como resultados observaron que la
adicion de S. cerevisiae no presentaba un efecto significativo en cuanto a la actividad de a-amilasa en el
intestino comparado con el uso del probiotico L. plantarum NIOFSD018. Sin embargo, si fue

significativamente mayor que el grupo control, el cual no habia sido adicionado con probidticos. Por su
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parte, Heidarieh et al. (2013) realizaron un estudio en el cual la evaluaron el uso de S. cerevisiae
fermentada por 50 dias en la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). La levadura produjo un incremento
significativo en la actividad especifica de a-amilasa en intestino comparado con el grupo control (sin

levadura).

Es interesante observar que ambos probidticos evaluados en el presente estudio (Aquablend® vy
Aguaprotect®) contienen enzimas como amilasa, celulasa y proteasas, las cuales en principio deberian
ayudar a la digestidon de los nutrientes. Sin embargo, no parecen generar un efecto en la actividad

encontrada en los intestinos de las tilapias ya que el Unico efecto realmente positivo se presenté en el T4.
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Capitulo 5. Conclusiones

5.1. Conclusiones generales

e Los probidticos Aquablend® y Aquaprotect® fueron efectivos en mantener la calidad de agua para
un cultivo de tilapia en sistema tipo biofloc. Sin embargo, no presentaron diferencias significativas
con el control positivo, por lo que evaluando el costo-beneficio, no se recomienda su uso para este
efecto en particular. Sin embargo, en cuestion de crecimiento, el uso del probidtico Aquaprotect®
adicionado constantemente si presento un efecto positivo en los juveniles de esta especie
(Oreochromis niloticus Var SPRING).

e El modificar la relacién carbono nitrogeno de 20:1 a 10:1 a lo largo del periodo de cultivo fue
eficiente, ya que al principio ayudo a establecer un biofloc “"sano” y activo, el cual ayudo a
mantener los pardmetros fisicoquimicos del agua estables y a la larga redujo el costo de adicién
de una fuente de carbono exdgena y alimento formulado.

e El uso de biofloc adicionado con probidticos reduce el factor de conversién alimenticia, aumenta
la tasa de eficiencia proteica, asi como la tasa de crecimiento especifico y en este caso redujo los
gastos de operacién de $243.47 (C-) a $67.21 (T4) pesos mexicanos por kilogramo de biomasa
ganada.

e El hematocrito y el indice hepatosomatico se encontraron dentro de los rangos dptimos para el
crecimiento de esta especie dentro de los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3 y T4) por lo que
el uso de este tipo de sistema fue eficiente en el mantenimiento de la salud de esta especie.

e El uso de biofloc ayuda promueve el crecimiento de los organismos debido a que presentan una
fuente de alimento de buena calidad constante y reduce la introduccion de posibles patégenos
debido a los escasos recambios de agua.

e El uso de probidticos en sistemas tipo biofloc, promueve la actividad de enzimas digestivas tanto
enddgenas como exdgenas, por lo que los organismos cultivados son capaces de aprovechar mejor
los nutrientes suministrados. Por lo tanto, se presenta un mejor crecimiento, mejor condicién de
salud y reduccién de costos de alimento.

e Eluso de probidticos y biofloc a nivel comercial es factible y recomendable debido a la disminucion

de costos por uso de agua y alimento formulado; aumenta la biomasa, reduce la incidencia de
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patdgenos, asi como el impacto ambiental y los desechos presentan proteinas de alta calidad los

cuales pueden ser reutilizados en piensos alimenticios.

5.2. Recomendaciones

e Mantener un control de la alcalinidad por medio de mediciones de alcalinidad mas constantes y
afiadir carbonato de calcio en funcién del requerimiento del sistema.

e Evaluar la composicién proximal de los organismos al inicio y al final del uso de biofloc con
probidticos.

e Determinar la microflora presente en cada sistema de biofloc y evaluar si el uso de probidticos
genera una colonizacién constante de estos sistemas.

e Evaluar la actividad de enzimas digestivas tipo lipasa y celulasa en biofloc inoculado con
probidticos, tanto en tilapia como en otras especies.

e Inocular con probidticos previamente aislados de tilapias sanas para generar una colonizacién del
sistema especie-especifico.

e Determinar en qué etapa de desarrollo del organismo es mas eficiente el uso de sistemas tipo
biofloc adicionado con probidticos y el periodo exacto de adicién de los probidticos para reducir
costos y aumentar factores de condicidn.

e Inocular los sistemas en condiciones controladas para asi reducir el efecto de variables
ambientales como temperatura, incidencia de microorganismos por via aérea y tratamiento del
agua de entrada.

e Evaluar el efecto de la adicidon de biofloc madurado con probidticos en dietas formuladas en la

actividad enzimatica y crecimiento de varias especies.
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ANEXOS
Anexo 1: Reactivo 1 Somogy-Nelson

Todos los ingredientes para la preparacion de este reactivo se afiadieron en el orden que muestra la tabla
5. Una vez afiadido el agua, se procedié a mezclar todo con un mosquetén magnético hasta que todos los
ingredientes quedaron homogéneos y disueltos. Posteriormente se aforo a 100 ml con agua destilada. El
reactivo se conservé en una incubadora a 37 °C constantes. Si llegase a precipitar el reactivo, este puede

ser filtrado, en este caso no ocurrid ninguna precipitacion.

Tabla 5. Ingredientes y cantidades para la preparacion del reactivo 1.

ml totales 100
Carbonato de sodio anhidro (gr) 2.5
Tartrato sodico potasico (gr) 2.5
Bicarbonato sodico (gr) 2
Sulfato sédico anhidro (gr) 20
Agua destilada (ml) 8

Anexo 2: Reactivo 2 Somogy-Nelson

Se prepararon 10 ml de este reactivo. Todos los ingredientes fueron agregados en el orden que se muestra
en la tabla 6. Una vez afiadidos todos los ingredientes, se agitaron y mezclaron con un mosquetdn

magnético y posteriormente el reactivo se conservé a temperatura ambiente.

Tabla 6. Ingredientes y cantidades para la preparacion del reactivo 2.

ml totales 10
Sulfato cuprico pentahidratado (gr) 15
H20 destilada (ml) 10

Acido sulfarico concentrado (gotas) 0.2
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Anexo 3: Reactivo 3 Somogy-Nelson

Este reactivo se prepard en dos etapas. En la primera se toma un vaso de precipitado, se agregaron 5 gr
de molibdato amdnico, 60 ml de agua destilada, 4.2 ml de acido sulfurico (tabla 7) y se agitaron y
mezclaron. En otro vaso de precipitado se agregd 0.6 gr de arseniato sddico, 5 ml de agua destilada y se
mezclaron. Posteriormente se agrega lentamente el segundo vaso de precipitado en el primero, se aforo
a 100 ml y se calentd en un baiio de agua a 37 °C. Posteriormente este reactivo se conservo a 37 °C en una

incubadora.

Tabla 7. Ingredientes y cantidades para la preparacion del reactivo 3.

Ml totales 100
Molibdato amonico (gr) 5
H20 destilada (ml) 90
Acido sulftrico concentrado (ml) 4.2
Arseniato sédico heptahidratado (gr) 0.6
H20 destilada (ml) 5

Anexo 4: Reactivo 4 Somogy-Nelson

Este reactivo se prepard justo antes de usarse. Consistio en afadir 1 ml del reactivo 2 por cada 25 ml del

reactivo 1. Se prepararon 78 ml para todas las muestras (tabla 8).

Tabla 8. Ingredientes y cantidades para la preparacion del reactivo 4.

ml totales 78

Reactivo 1 75

Reactivo 2 3
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Tampon fosfato de sodio dibasico y citrato de sodio monohidratado

Para 50 ml de buffer se pesaron 1.34 gr de fosfato de sodio dibdsico al 0.1 My 1.07 gr de citrato de sodio
monohidratado al 0.1 M. Se mezclaron los dos reactivos con un agitador magnético en 35 ml de agua

destilada. Se ajusto el pH a 7.5 con NaOH al 0.05 M y se aforo a 50 ml con agua destilada.
Anexo 5: Solucidn de almiddn soluble al 2% (sigma, S 2630)

Se hirvieron 100 ml de agua destilada y se suspendieron 2 gr de almidén en 2-4 ml de metanol. Se retird
del calor el agua y se le agrego el almiddn lentamente. Posteriormente se dejé hervir por 20 minutos
cuidando que no se secaray al final se aforo a 100 ml con agua destilada. El reactivo se conservé a 4 °C en

un refrigerador convencional.



