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RESUMEN

El objetivo principal de esta investigacion fue la evaluacion del efecto de quitosano en dieta
peletizada donde se examiné la respuesta metabdlica de electrolitos, alanina
aminotransferasa y las proteinas en juveniles de tilapia roja (Oreochromis mossambicus X
Oreochromis niloticus). Para lo cual, se manejaron 6 tratamientos con tres repeticiones en
un DCA. Cada uno de estos tratamientos se distribuyd de una dieta experimental con
diferente inclusion de quitosano al (0, 1, 2, 3, 4 y 5%). Donde se estableci6 que la mayor
respuesta metabdlica de electrolitos se presento en los tratamientos T3 yT5 con inclusion de
quitosano al 3% y 5% para calcio mientras en potasio se demostrd en los tratamientos T3 y
T4 con inclusion de quitosano al 3% y 4%. En la enzima alanina aminotransferasa no
existio diferencia estadistica sin embargo el mayor valor se presentd en el TOy T3 (0% y
3% de quitosano en la dieta). En la proteinas existié diferencia significativa en proteinas
totales, aun asi encontrando una mayor elevacién en T3y T2 (3% y 2% de quitosano en la
dieta) en las albuminas y para globulina se presenté mayor concentracion en TOy T1 (0% y
1% de quitosano en la dieta) donde se concluye que de acuerdo al andlisis estadistico se
encontrd diferencia significativa para proteinas totales, albiminas globulinas, encontrando
una mayor elevacion para las proteinas en T3 y T2 ,al igual para las albouminas en cuanto en
la globulinas mayor concentracion en el T2 y T3; la alanina aminotransferasa mostro
diferencias significativas para los tratamientos, se encontraron mayores valores en el T2 y
en Th5donde no se obtuvo casi diferencia y que el contenido de electrolitos en potasio,
calcio mostro diferencias significativas, se encontraron mayores valores en el T3 y T4para
el calcio, al igual en el potasio para los alevines de tilapia. Concluyo que la alimentacién
con quitosano bajo dietas nos muestra que hay diferencias significativas en proteinas

totales; alanina aminotransferasa y lo electrolitos.

Palabras claves: albumina, alimento peletizado, bioestimulante, plasma sanguineo,

respuesta metabolica.
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ABSTRACT

The main objective of this research was the evaluation of the effect of chitosan in a pelleted
diet where the metabolic response of electrolytes, alanine aminotransferase and proteins in
juvenile red tilapia (Oreochromis mossambicus x Oreochromis niloticus) was examined.
For which, 6 treatments with three repetitions were handled in a DCA. Each of these
treatments was distributed from an experimental diet with different inclusion of chitosan at
0, 1, 2, 3, 4 and 5%). Where it was established that the highest electrolyte metabolic
response occurred in treatments T3 and T5 with inclusion of 3% and 5% chitosan for
calcium, while in potassium it was demonstrated in treatments T3 and T4 with inclusion of
3% and 4% chitosan . There was no statistical difference in the alanine aminotransferase
enzyme, however the highest value was presented in TO and T3 (0% and 3% chitosan in the
diet). In proteins, there was a significant difference in total proteins, even so, finding a
greater elevation in T3 and T2 (3% and 2% of chitosan in the diet) in albumin and for
globulin there was a higher concentration in TO and T1 (0% and 1% chitosan in the diet)
where it is concluded that according to the statistical analysis, a significant difference was
found for total proteins, globulin albumins, finding a greater elevation for proteins in T3
and T2, as well as for albumin in terms of globulins higher concentration in T2 and T3;
Alanine aminotransferase showed significant differences for the treatments, higher values
were found in T2 and T5 where almost no difference was obtained and that the content of
electrolytes in potassium, calcium showed significant differences, higher values were found
in T3 and T4 for calcium , as well as potassium for tilapia fingerlings. | conclude that
feeding chitosan under diets shows us that there are significant differences in total proteins;

alanine aminotransferase and electrolytes.

Key words: albumin, pelleted feed, biostimulant, blood plasma, metabolic response.

XV
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Resumen. - El objetivo principal de esta investigacion fue la evaluacion del

Resumen: efecto de quitosano en dieta peletizada donde se examind la respuesta

metabdlica de electrolitos, alanina aminotransferasa y las proteinas en
juveniles de tilapia roja (Oreochromis mossambicus X Oreochromis
niloticus). Para lo cual, se manejaron 6 tratamientos con tres repeticiones en
un DCA. Cada uno de estos tratamientos se distribuyd de una dieta
experimental con diferente inclusion de quitosano al (0, 1, 2, 3, 4 y 5%).
Donde se establecié que la mayor respuesta metabdlica de electrolitos se
presento en los tratamientos T3 yT5 con inclusién de quitosano al 3% y 5%
para calcio mientras en potasio se demostro en los tratamientos T3 'y T4 con
inclusion de quitosano al 3% y 4%. En la enzima alanina aminotransferasa
no existié diferencia estadistica sin embargo el mayor valor se presento en el
TOy T3 (0% y 3% de quitosano en la dieta). En la proteinas existid
diferencia significativa en proteinas totales, aun asi encontrando una mayor
elevacion en T3y T2 (3% y 2% de quitosano en la dieta) en las albuminas y
para globulina se presentd mayor concentracion en TO y T1 (0% y 1% de
quitosano en la dieta) donde se concluye que de acuerdo al andlisis
estadistico se encontrd diferencia significativa para proteinas totales,
albiminas globulinas, encontrando una mayor elevacion para las proteinas
en T3y T2 ,al igual para las albuminas en cuanto en la globulinas mayor
concentracion en el T2 y T3; la alanina aminotransferasa mostré diferencias
significativas para los tratamientos, se encontraron mayores valores en el T2
y en T5donde no se obtuvo casi diferencia y que el contenido de electrolitos
en potasio, calcio mostr6 diferencias significativas, se encontraron mayores
valores en el T3 y T4para el calcio, al igual en el potasio para los alevines de
tilapia. Concluyo que la alimentacion con quitosano bajo dietas nos muestra
que hay diferencias significativas en proteinas totales; alanina
aminotransferasa y lo electrolitos.

Palabras claves: albumina, alimento peletizado, bioestimulante, plasma
sanguineo, respuesta metabolica.

Abstract. - The main objective of this research was the evaluation of
the effect of chitosan in a pelleted diet where the metabolic response of
electrolytes, alanine aminotransferase and proteins in juvenile red
tilapia (Oreochromis mossambicus x Oreochromis niloticus) was
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examined. For which, 6 treatments with three repetitions were handled
in a DCA. Each of these treatments was distributed from an
experimental diet with different inclusion of chitosan at (0, 1, 2, 3, 4 and
5%). Where it was established that the highest electrolyte metabolic
response occurred in treatments T3 and T5 with inclusion of 3% and
5% chitosan for calcium, while in potassium it was demonstrated in
treatments T3 and T4 with inclusion of 3% and 4% chitosan . There
was no statistical difference in the alanine aminotransferase enzyme,
however the highest value was presented in TO and T3 (0% and 3%
chitosan in the diet). In proteins, there was a significant difference in
total proteins, even so, finding a greater elevation in T3 and T2 (3% and
2% of chitosan in the diet) in albumin and for globulin there was a
higher concentration in TO and T1 (0% and 1% chitosan in the diet)
where it is concluded that according to the statistical analysis, a
significant difference was found for total proteins, globulin albumins,
finding a greater elevation for proteins in T3 and T2, as well as for
albumin in terms of globulins higher concentration in T2 and T3;
Alanine aminotransferase showed significant differences for the
treatments, higher values were found in T2 and T5 where almost no
difference was obtained and that the content of electrolytes in
potassium, calcium showed significant differences, higher values were
found in T3 and T4 for calcium , as well as potassium for tilapia
fingerlings. | conclude that feeding chitosan under diets shows us that
there are significant differences in total proteins; alanine
aminotransferase and electrolytes.

Key words: albumin, pelleted feed, biostimulant, blood plasma,
metabolic response.
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INTRODUCCION

La tilapia roja (Oreochromis sp.) cuyo cultivo tiene sus inicios desde 1820 en Africa, es la sexta
entre las especies mas importante cultivadas a escala global. Ha sido cultivada de manera
intensiva en varios paises de América Latina entre ellos Ecuador. Su importancia y
aceptabilidad se debe a su accesibilidad, buena fuente de proteina de alta calidad vy

micronutrientes, y la tolerancia a la produccion intensiva (1).

La acuicultura en el Ecuador se ha diversificado, donde el cultivo de la tilapia roja en los
ualtimos afios ha presentado una tasa de crecimiento notable dentro de la actividad econémica
del pais. Incentivado especialmente por miles de hectareas de estanques que eran dedicados al
cultivo del camaron blanco Litopenaeus vananamei, que fueron abandonados después del brote
del “Sindrome de Taura” (2).

Los productores y expertos han tratado de mejorar los resultados del cultivo de esta especie
mediante la alimentacién, formulacién de raciones, registro sexual, hibridacion y sanidad (2).
Sin embargo, aun se presentan problemas relacionados con la alimentacion y nutricion de la
tilapia, entre los que se encuentran la ausencia de una metodologia correcta en las técnicas de
alimentacion y el déficit de alimentos artificiales de calidad a bajo costo, que puedan satisfacer
las necesidades nutricionales de los peces en cultivo. Por lo que uno de los aspectos mas
importantes en la produccién de tilapia es la nutricion, ya que a través de ella se puede
garantizar una nutricion y respuesta metabdlica adecuada (5). Sin embargo, el costo de estos
ingredientes para la elaboracion de las dietas artificiales es alto, llegando a representar en
ocasiones mas del 70% de los costos de produccion (6). Sumado a esto se puede encontrar la
baja calidad de agua, presencia de enfermedades, estrés y todo ello da puede terminar afectando

la respuesta metabdlica de los organismos y a su vez la respuesta productiva (3).

Por otra parte, se han considerado varias alternativas que permitan mejorar la respuesta
metabdlica y por ende su respuesta inmune, supervivencia y desarrollo, a través de productos
beneficiosos tanto para la salud del animal como para el hombre, tales como prebidticos,
probidticos, bioestimulantes, entre otros (3). El uso de estos aditivos estd enfocado en el
bienestar animal, a través de la estimulacién de actividades importantes para el buen desarrollo
y crecimiento de los organismos en cultivo; la modulacion de la microbiota intestinal y
actividad digestiva y la actividad inmune, entre los que podemos encontrar el quitosano, el cual

es un polimero biodegradable, biocompatible, semipermeable y con propiedades
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antimicrobianas, lo cual lo convierte en un material versatil para maltiples aplicaciones, este
polimero ha recibido atencion debido a sus propiedades de adsorcién y encapsulamiento, lo que
permite empaquetar o cargar diferentes tipos de moléculas el cual puede ser sintetizado en
diferentes tipos de materiales avanzados, tales como microesferas, hidrogeles, peliculas, micro y

nanoparticulas (4).

Ademas, se presenta como una nueva alternativa de produccién en el sector agropecuario, con
excelentes perspectivas, sin embargo, es necesario desarrollar tecnologia en este campo que
optimice los sistemas de produccidon y transformacion de las especies acuicolas. Para ello los
alimentos balanceados nutricionalmente con la inclusion del quitosano podria mejorar la

respuesta metabdlica (7).

Pocos estudios han investigado sobre los efectos ocasionados por la inclusion del quitosano en
la alimentaciébn en organismos acuaticos en variables metabdlicas como la alanina
aminotransferasa, la cual puede ayudar a diagnosticar si hubiese dafio internamente hepético, asi
como los electrolitos potasio, sodio, cloro y calcio que participan en diversas rutas metabolicas
ayudando a mantener en equilibrio y el funcionamiento muscular (8). Proteinas como la
albimina y globulina han sido reportadas por su importancia para el crecimiento y desarrollo
gonadal en peces (8). La utilizacion de las proteinas en los organismos es relativamente
constante y es independiente de la categoria de alimentacion, dado a que las funciones organicas
dependen del metabolismo proteico que incluyen practicamente todos los procesos fisiol6gicos
en el organismo, donde la reparacién y crecimiento de tejidos dependen fundamentalmente de
las proteinas, las cuales tienen participacién como enzimas, anticuerpos, hormonas, entre otros
(8). Por todo lo antes mencionado, la presente investigacion plantea evaluar el efecto del
quitosano en dieta sobre variables metabdlicas en juveniles de tilapia roja, ya que gracias a esta
investigacion podremos saber si el quitosano ayudara a que los peces tengan un buen
metabolismo para asi obtener buenos resultados en los analisis bioquimicos que serén

realizados.
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CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION
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1.1.  Problema de Investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

Aspectos relacionados con la alimentacion son considerados entre las principales causas de baja
respuesta metabolica y de produccion que se presenta en la cria de tilapia, lo cual se traduce a su
vez en pérdidas econdmicas para los productores. Por otro lado, el quitosano es un prebidtico
bioestimulante utilizado en los ultimos afios como aditivo en dietas, este compuesto es un
producto des-acetilado de la quitina, considerado el segundo polisacarido méas abundante en la
naturaleza después de la celulosa, el cual se destaca ademas porque sus caracteristicas fisico-
quimicas como biocompatibilidad, ademés de ser un polisacérido insoluble, no toxico,

biodegradable que se encuentra fundamentalmente en el exoesqueleto de los artrépodos.

Sin embargo, los estudios sobre este compuesto en la incorporacién a dietas de los organismos
acuaticos son escasos, por lo tanto, en los ultimos afios se ha despertado el interés de este
prebidtico, dado a que mejora la respuesta metabdlica y fortalece el sistema inmune y por ende

se alcanza mejor respuesta productiva.

1.1.2. Formulacién del problema.

¢Cudl es el efecto de la inclusion del quitosano en dietas peletizadas sobre la respuesta
metabolica en juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.)?

1.1.3. Sistematizacion del problema.

¢ Cual seré la respuesta de la alanina aminotransferasa en juveniles de tilapia alimentadas con el

quitosano en dietas?

¢ Como influira el quitosano en dieta sobre los valores de electrolitos en juveniles de tilapia?

¢Los valores de proteinas totales séricas, albiminas y globulinas, relaciéon albuminas/globulinas
seran una opcion para verificar el estado metabolico y de salud de los juveniles de tilapia

alimentados con quitosano en dieta?
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Determinar el efecto del quitosano en dieta peletizada sobre la respuesta metabdlica de
electrolitos, alanina aminotransferasa y proteinas en juveniles de tilapia roja (Oreochromis

mossambicus x Oreochromis niloticus.).

1.2.2. Objetivos Especifico

» Analizar la actividad de alanina aminotransferasa en juveniles de tilapia roja
alimentados con quitosano en dieta.

» Evaluar el efecto del quitosano en dieta sobre albiminas, globulinas, relacion
albuminas/globulinas y proteinas totales, en juveniles de tilapia roja.

» Determinar el efecto del quitosano en dieta sobre el contenido de electrolitos de potasio
y calcio en juveniles de tilapia roja.
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1.3.  Justificacion

La tilapia es un pez altamente demandado por el valor nutritivo proteico de su carne y bajo
contenido de colesterol. El sistema de crianza de la tilapia es muy limitado, ya que casi la
totalidad de la inversion esta relacionado con la alimentacién, la cual representa un importante
rubro dado a que puede llegar a representar mas del 70% del costo. Como buena alternativa esta
el uso de bioestimulantes, como el polisacarido quitosano el cual a su vez puede actuar como
prebiotico, lo cual puede contribuir a mejorar la respuesta metabdlica en cuanto a la actividad
enzimaética de la alanina aminotransferasa, albumina, globulinas, proteinas totales y electrolitos
lo cual a su vez pudiera mejorar su actividad fisiolégica y productiva, pudiendo llegar a ser una
alternativa favorable ya sea para empresas 0 pequefios productores dedicados al cultivo de

tilapias.
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CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION
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2.1. Marco referencial

2.2.1. Produccion de tilapia en el Ecuador.

El Ecuador esté situado en la costa del Pacifico, al noroeste de Sudamérica. Tiene una superficie
de 256 370 km? (9).Por otro lado, posee una infraestructura tecnificada que ha permitido
desarrollar con éxito el cultivo de la tilapia, alcanzando niveles de produccién de 20,000
toneladas métricas anuales, aunque no existe normas de calidad en la cadena de valor y la
produccion de este producto, lo cual da una desventaja muy significativa con relacion a los
otros paises exportadores de este producto (10). Segun Castillo (3), menciona que los
principales paises exportadores de tilapia en el afio 2010 fueron: China, Egipto, Indonesia,

Filipinas, Tailandia y Brasil.

2.2.2. Origen y distribucion.

La tilapia roja (Oreochromis sp), perteneciente a la familia de los Ciclidos, es originaria del
Africa y Cercano Oriente, habitan en la mayor parte de las regiones tropicales del mundo. En
América dentro de los Tropicos de Céancer en México, El Caribe hasta el Trdpico de
Capricornio en el rio de la Plata en Argentina (2).

2.2.3. Habitos Alimenticios.

Alamilla (7) manifiesta que todas las Tilapias tienen una tendencia hacia habitos alimenticios
herbivoros, a diferencia de otros peces que se alimentan o bien de pequefios invertebrados o son
piscivoros. Las adaptaciones estructurales de las Tilapias a esta dieta son principalmente un
largo intestino muy plegado, dientes bicuspides o tricuspides sobre las mandibulas y la

presencia de dientes faringeos.
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2.2.4. Alimentacion de las tilapias.

La tilapia esta situada muy abajo en la cadena tréfica natural, debido a su alimentacion a base de
algas, materia en descomposicion y plancton; aceptan también répidamente alimento
balanceado en forma de pellets. Los alimentos ingeridos pasan a la faringe donde son
mecanicamente desintegrados por los dientes faringeos. [Esta especie presenta
microbranguiespinas en un nimero que varia de catorce a veinte y siete, por este hecho en la

dieta de los adultos predomina el fitoplancton incluyendo las cianobacterias (5).

Los peces son alimentados con alimento balanceado cuyo contenido en proteina es de 30 o
32%, dependiendo de la temperatura y el manejo de la explotacion. Se debe suministrar la
cantidad de alimento equivalente del 3% al 6% de la biomasa, distribuidos entre 4 y 6 raciones

al dia.

2.2.5. Fases de Alimentacion.

El cultivo de tilapia para mejor manejo se clasifica en pre-engorda y Engorda. Para la etapa de
pre-engorda los peces se encuentran en la etapa de juveniles a partir de los cinco hasta los
sesenta g de peso, en esta etapa se debe administrar alimento complementario entre 35 y 32% de
proteina cruda y la densidad de siembra es de diez - veinte alevines por m3.

Para la etapa de engorde, el peso es de 60 g en adelante hasta su cosecha, la cantidad de proteina
cruda contenida en el alimento artificial para esta etapa es del 24% vy la densidad de siembra es

de tres a cinco peces/m3 (8).

2.3.  Aspectos Nutricionales.

2.3.1. Proteinas y aminoéacidos.

La proteina es el componente mas caro en los alimentos para peces y juega un papel importante
en el crecimiento del animal. Los requerimientos de proteina de la tilapia dependen del tamario,
la edad y de la etapa de produccion del organismo (18, 19). Estudios importantes han sefialado

que el requerimiento de proteina maximo para el rendimiento de tilapia durante la fase larvaria
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es relativamente alto, decreciendo a medida que el pez aumenta de tamarfio. Para tilapia juvenil,
el requerimiento osilla entre 30-40%, para adulto es entre 2030% vy los reproductores entre 35-
45% (18).

2.3.2. Lipidosy Acidos grasos esenciales.

Guillaume (9), y Pardo (10) afirman que el aporte de lipidos en la alimentacion de los peces, al
igual que en la de los mamiferos, es fundamental para satisfacer los requerimientos de Acidos
Grasos esenciales (AGE), los cuales no son sintetizables por el organismo y necesarios para el
metabolismo celular (para la sintesis de prostaglandinas y compuestos similares), asi como para
el mantenimiento de la integridad de las estructuras de membrana (fluidez de membrana),
ademas sirven de vectores de vitaminas liposolubles y pigmentos carotenoides en el momento
de la absorcion intestinal, ademas juegan un papel fundamental en el suministro de energia,
funcion muy importante en los peces ya que la mayoria de estos digieren mal los glacidos

complejos.

Guillaume (9), afirma que los acidos grasos esenciales (AGE) son llamados asi porque los
peces, igual que el resto de vertebrados no pueden sintetizarlos, por ende, deben ser aportados

en la alimentacioén.

2.3.3. Carbohidratos.

Este autor menciona a Bailey, los carbohidratos son fuentes de energia en la dieta de los
animales ya que los peces presentan caracteristicas en su metabolismo y se encuentran
abundante en la naturaleza comunmente conocida como hidratos de carbono o glucidos.
Después del agua, Son compuestos organicos quimicamente constituidos por la unién de atomos
de carbono, oxigeno e hidrégeno, que forman grupos carbonilos aldehidos (aldosas) o cetonas
(cetosas) y uno o mas grupos hidroxilos. Dentro de los alimentos, los hidratos de carbono se

encuentran en forma de monosacaridos, disacaridos y polisacarido (11).
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2.3.4. Vitaminas.

Se considera que los componentes de las dietas afectan el sistema inmune de los vertebrados,
las vitaminas antioxidantes, especialmente la vitamina C y E (11). De hecho, las vitaminas y los
minerales han mostrado sus efectos en la inmunidad y la resistencia a enfermedades en
salmonidos (12, 13).

Las Vitaminas C (o acido Ascorbico) y E (a-tocoferol o a-T) funcionan como antioxidantes
bioldgicos para proteger las macromoléculas celulares (DNA, proteina, lipidos) contra la
oxidacion incontrolada por los radicales libres durante el metabolismo normal o bajo
condiciones de desafio oxidativo tales como las infecciones, el estrés y la contaminacion. Por
tal motivo, se considera esencial para los requerimientos dietéticos de las vitaminas C y E. La
vitamina C parece proteger las membranas celulares contra los dafios oxidativos, debido a la
baja oxidacion de los lipidos (14, 15), porqué mantiene la integridad membranal para adaptarse

a los cambios térmicos en ausencia de dietas suplementadas con a-T (16).

2.3.5. Minerales.

Los minerales esenciales son clasificados en dos grupos principales de acuerdo con su
concentracion en el cuerpo del animal como macroelementos (calcio Ca, fosforo P, magnesio
Mg, potasio K, sodio Na, cloro Cl y azufre S) y como microelementos (cobalto Co, hierro Fe,
manganeso Mn, cromo Cr, vanadio V, yodo I, niquel Ni, cobre Cu, molibdeno Mo, estafio Sn,
fldor F, selenio Se vy silicio Si, y zinc Zn. La funcion general de los minerales, los
microelementos o los elementos traza es la de constituyente esencial de las estructuras
esqueléticas, el mantenimiento de la presion osmética y de la regulacion del intercambio de
agua y solutos, asi como, constituyentes de las estructuras de los tejidos blandos, la transmision

de los impulsos nerviosos y las contracciones musculares.
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Ademas, juegan un papel vital en el equilibrio &cido-base corporal, la regulacion del pH en la
sangre y otros fluidos. Son también constituyentes esenciales de muchas enzimas, vitaminas,
hormonas y pigmentos respiratorios o como cofactores en el metabolismo, catalisis y como
activadores enzimaticos. El calcio y el fosforo, tienen un papel clave en la estructura esquelética
en organismos acuaticos y son necesarios también para el crecimiento, el desarrollo y la salud
Gsea en los peces. Muchos microelementos esenciales tales como el zinc, el manganeso vy el

cobre son necesarios también para el crecimiento, el desarrollo y la salud 6sea en los peces (17).

La biodisponibilidad de un elemento en la dieta puede diferir dependiendo de la forma
molecular en que esté presente, el estado de valencia y el ligando presente cuando el elemento
es ingerido en las diferentes dietas. Los mecanismos involucrados en la formacion de sustancias
insolubles y no absorbentes, puede facilitar o impedir a la mucosa la entrada en el intestino, el
transporte y el metabolismo de un elemento en el cuerpo. A pesar que los peces tienen la
capacidad de producir ciertos elementos del medio acudtico, necesitan en sus dietas

suplementacion mineral.

2.3.6. Metabolismo en peces.

El metabolismo es la energia donde se incluye la actividad y el incremento de calor en los peces
ya que esta puede seguir aumentando de cémo vaya el crecimiento de los peces y dependiendo
de su alimentacion (12).

El metabolismo es un proceso fisiologico que refleja el gasto energético de los organismos
Vivos, y por tanto, sus exigencias alimentarias (en los heterotrofos). La tasa metabdlica de los
peces generalmente se mide por su tasa de respiracion, es decir su tasa de consumo de oxigeno.
Las informaciones sobre el consumo de oxigeno no son solamente Utiles para la fisiologia
comparativa, sino también para la piscicultura y la gestion de las pesquerias. Proporcionan los
indices para resolver los problemas asociados al cultivo o al transporte de los peces vivos, entre

otros.
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El sistema metabdlico de organismos acuaticos canaliza la energia obtenida de los alimentos
hacia distintos procesos como metabolismo basal, almacenamiento, reproduccion, crecimiento y
excrecion y la mayoria de ellos no invierten energia para la produccién de calor, lo cual de
alguna manera resulta ventajoso para actividades productivas. En el proceso de crecimiento el
organismo dedica energia para la formacién de estructuras y tejidos; sin embargo, este proceso
puede ser afectado por distintos factores. Los animales acuéticos utilizan una mayor proporcion
de su energia ingerida hacia el crecimiento solamente bajo condiciones Optimas internas y

externas (13).

El calcio cumple funciones biologicas tales como lo son: es un componente esencial en los
huesos cartilago y del exoesqueleto de los crustaceos, para la coagulacion de la sangre, al
estimular la liberacion de la tromboplastina de los plateletes sanguineos; actla como activador
de varias enzimas claves, estimula la contraccion muscular y regula la transmision del impulso
nervioso de una célula a otra, por medio de su control en la produccion de acetilcolina. En
conjuncion con fosfolipidos, juega un papel fundamental en la regulacion de la permeabilidad
de las membranas celulares y sobre la capacitacion de nutrientes por célula, es esencial también

para la absorcion de vitamina B12 a partir del tracto gastrointestinal.

El potasio es el principal cation de los fluidos intracelulares, y regula la presion osmotica
intracelular y el balance acido-base. Al igual que el sodio, el potasio tiene un efecto estimulante
en la irritabilidad muscular. Ademas es requerido para la sintesis de glicogeno y proteinas, asi
como el desdoblamiento metabdlico de la glucosa (14). Estos electrolitos en si son necesario
para su debido desarrollo y lacoagulacion correcta de la snagre ya que sin ellos su exoesqueleto

no tienden a desarrollarse correctamente.

2.3.7. Quimica sanguinea.

Estos exdmenes de sangre dan un resultado general del equilibrio de la salud, la colecta de
sangre para la evaluacion de bioquimica se la recoge en tubos con anticoagulante se deja
reposar hasta g coagule posteriormente se realiza la separacion de los sueros por centrifugacion,

se extrae el suero para los analisis respectivos de cada parametro (15)
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2.3.8. Electrolitos.

Los electrolitos son sustancias cargadas eléctricamente con cargas positivas 0 negativas,
capaces de transportar electricidad, cuando se encuentran libres. Estas sustancias se hallan
diluidas en el plasma sanguineo a manera de solutos, delimitando una concentracion y
osmolaridad capaz de mantener un pH déptimo para la funcion organica. Los componentes
electroliticos, de acuerdo al tipo de carga eléctrica que poseen y a la ionizacion que tienen,
pueden dividirse en fuertes y débiles en funcion a la ionizacion que tengan en una solucion
acuosa. De esta manera los electrolitos en el plasma sanguineo, derivardn en concentraciones
diferentes en cada compartimiento del cuerpo, estableciendo un equilibrio iénico que permite
mantener el pH en 7.4, mismo que serd modificado en funcion a los cambios de aniones o

cationes que se produzcan en el medio (16).

El calcio es importante ya que cumple funciones como la de ser un componente esencial en los
huesos cartilago y del exoesqueleto de los crustaceos, para la coagulacion de la sangre, al
estimular la liberacion de la tromboplastina de los plateletes sanguineos; actia como activador
de varias enzimas claves, estimula la contraccion muscular y regula la transmision del impulso

nervioso de una célula a otra, por medio de su control en la produccion de acetilcolina.

En conjuncion con fosfolipidos, juega un papel fundamental en la regulacion de la
permeabilidad de las membranas celulares y sobre la capacitacién de nutrientes por célula, es

esencial también para la absorcion de vitamina B12 a partir del tracto gastrointestinal.

El potasio es el principal cation de los fluidos intracelulares, y regula la presion osmotica
intracelular y el balance acido-base. Al igual que el sodio, el potasio tiene un efecto estimulante
en la irritabilidad muscular. Ademas es requerido para la sintesis de glicégeno y proteinas, asi
como el desdoblamiento metabdlico de la glucosa (14).

2.3.9. Proteinas séricas.

Los elementos principales en sangre son las proteinas plasmaticas, por eso conocer su valor

representa un factor esencial para determinar la condicion de salud de un pez. Por ende, el valor
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de las proteinas totales en suero representa el indicador bioquimico mas importante de la

condicion nutricional del organismo y de la condicion de salud.

Las proteinas tienen funciones primordiales como se menciona a continuacion, repara el tejido
dafiado y desgastado (mantenimiento de tejido) y formacién de tejido nuevo (sintesis de nuevas
proteinas durante el crecimiento); la proteina suministrada en la dieta puede ser catalizada y
actuar como fuente de energia o puede servir como substrato para la formacién de lipidos y
carbohidratos en el tejido; y es requerida dentro del cuerpo del animal para la formacion de
hormonas, enzimas y una variedad muy amplia de otras sustancias bioldgicamente importante

tales como anticuerpos y hemoglobina (14).

2.3.9.1. AlbUminas.

Esta es una proteina que es producida por el higado mide el nivel de albumina en la sangre
principal contribuyente de las proteinas totales plasmaticas. Los aumentos anormales de
albimina son ocasionales y se relacionan casi siempre con la deshidratacion que provoca la

reduccion en el contenido del agua plasmatica (17).

Entre sus maltiples funciones se pueden mencionar:

- transporte de una amplia variedad de sustancias como hormonas esteroides, acidos grasos,

bilirrubina, catecolaminas, que en forma libre son insolubles en medio acuoso;

- mantenimiento de la presion coloidosmética, que estaria relacionado con su bajo peso

molecular y su gran carga neta (17).

2.3.9.2. Globulinas.

Es una proteina que se determina a través de analisis de la sangre y a la vez actla como una
enzima que transporta hormonas, y juega un rol importante ya que esta sirve principalmente

como defensa en contra de infecciones protegiendo el higado (18).
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2.3.10. Alanina Aminotransferasa.

La alanina aminotransferasa (ALT o GPT) es una enzima unilocular (citoplasmatica) cuya
mayor actividad se localiza en el tejido hepatico. La destruccion de la permeabilidad de las
membranas celulares provoca la liberacion de ALT a la circulacion sanguinea. Los aumentos de
actividad ALT en suero, se producen a consecuencia de las alteraciones hepéticas. La
determinacion de ALT adquiere importancia diagnostica cuando sus valores se comparan con
los de otras enzimas de similar origen tisular, permitiendo asi completar el perfil enzimatico de

6rganos como el higado (19).

Su funcién es catalizar una reaccion reversible de desaminacion de la alanina para formar

piruvato, para que este entre a la via de la gluconeogeénesis o al ciclo de Krebs.

Dentro de las causas del incremento de ALT estan: Dafio al hepatocito que es la degeneracion
hepatocelular: por hipoxia en casos de anemia o mala perfusion al drgano, o
congestion.  Anomalias anatomicas como puentes porto sistémicos pueden provocar
incrementos ligeros, pero la ALT no constituye una prueba diagnoéstica de funcion del higado;
metabolicas: lipidosis hepaticas, diabetes mellitus, hipertiroidismo felino; neoplasias como
carcinoma hepatocelular, linfoma o metastasis; nutricionales: intoxicacion por cobre,

hemocromatosis; dafio muscular (20).

2.3.11. Quitosano.

El quitosano es aplicado en el campo utilizado para el tratamiento de aguas, entre otros, y en la
industria alimenticia. La utilizacion de aditivos en el procesamiento de casi todos los productos
su objetivo principal es mejorar las condiciones de almacenamiento, propiedades fisicas,
quimicas y organolépticas. En el caso especifico, es un aditivo que actia como espesante,
preservante, emulsionante. Su caracteristica principal es la inocuidad a la salud humana, se lo
utiliza en el campo de alimentos y bebidas, como espesante y gelificante para lograr mayor
viscosidad y consistencia, estabilizador de emulsiones y como agente preservante en la

panificacién por su accién antifingica y antibacteriana.
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Por sus propiedades quimicas, el quitosano es muy versatil, capaz de realizar modificaciones, al
reaccionar con enzimas y obtener peliculas biodegradables. Es biodegradable, inhibe el
crecimiento microbiano en formacién de films o peliculas comestibles. Es soluble en medio
acido, aumentando asi su reactividad. EIl quitosano es un polimero marino derivado de la
quitina, por lo que tiene una cadena mas corta que la de quitina original, alrededor de 25-30
unidades menos de glucosamina. Su férmula es beta(1-4)-2- amino-2-desoxi-D-glucosa. La
principal fuente de produccion es la hidrolisis de la quitina en un medio alcalino a altas

temperaturas, generando una desacetilacion parcial de la quitina (21).

Segln Enciso (22) nos dice que es un prebidtico utilizado como aditivo siendo este un
compuesto des-acetilado de la quitina; sin embargo evaluaron una dieta en cobia y carpa ahi
observaron un aumento en pardmetros del sistema inmune innato, por otro lado los simbidticos
son una combinacion de probi6ticos y prebioticos que afecta beneficiosamente al organismo ya
que mejora la supervivencia de los microorganismos vivos (probiodticos) en el tracto
gastrointestinal; el uso de este en particular de los prebidticos es promover el bienestar animal a

través de la estimulacion de la nodulcacion de la microflora intestinal y la actividad inmune.
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2.4.  Marco conceptual

Alimento: Sustancia comestible consumida por los animales que aportan energia y/o nutrientes
a su dieta (23).

Balanceado: Es la mezcla de ingredientes naturales nutricionalmente que sera destinado para

cada especie segun sus requerimientos (24).

Metabolismo: Conjunto de reacciones quimicas enzimaticamente catalizadas que tienen lugar

en la célula.

Prebidticos: Ingredientes alimentarios no digeribles (oligosacaridos) que llegan al colon y
sirven de sustrato a los microorganismos, originando energia, metabolitos y micronutrientes
utilizados por el hospedador y estimulando el crecimiento selectivo de determinadas especies
beneficiosas (principalmente, bifidobacterias y lactobacilos) de la microbiota intestinal (25).

Prebidticos: Son microorganismos vivos no patégenos que aportan diversos beneficios a la
salud del huésped (26).

Quitosano: Son polimeros naturales que se obtiene de la quitina y es el segundo biopolimero
mas abundante en la naturaleza localizado en el caparazon de los crustaceos y utilizado en la
cadena alimenticia (27); siendo este el principal componente estructural del exoesqueleto de los
crustaceos y de la cuticula de insectos, también se encuentra en las algas, diatomeas marinas, y
en la pared celular de hongos. Estructuralmente la quitina es un mucopolisacarido, insoluble en

solucion acuosa (28).

Tilapia: Es el nombre comun que se le denomina a un grupo de peces (29); es el nombre comin

con el cual se conocen a diversas especies de los géneros Oreochromis y Tilapia (30).
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Grupo de peces de origen africano que habita mayoritariamente en regiones tropicales del
mundo. Entre sus variedades destacan la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus), la tilapia azul
(Oreochromis aureus) y la tilapia de Mozambique (Oreochromis mossambicus). Sus
extraordinarias cualidades, como crecimiento acelerado, tolerancia a altas densidades,
adaptacion al cautiverio, aceptacion a una amplia gama de alimentos, resistencia a
enfermedades, carne blanca de calidad y amplia aceptacion, han despertado gran interés
comercial en la acuicultura mundial. Es un pez de aguas célidas, que vive en agua dulce como

salada y aguas poco oxigenadas (31).

2.5. Marco Referencial.

Valores bioquimicos séricos de tilapia del nilo (Oreochromis niloticus) en cultivo intensivo

Segln la investigacion de Crivelenti et al. (2011). El estudio de los pardmetros bioquimicos
séricos de tilapias del Nilo (Oreochromis niloticus), linaje tailandés chitralada, producidas en un
sistema de piscicultura intensiva y capturadas con atarraya. Se tomaron muestras de sangre a 40
ejemplares por puncion de la vena caudal. Los peces tenian un peso de 453 £ 52 g. Se determind
proteina total, aloumina, globulinas, &cido Urico, creatinina, urea, calcio, fésforo inorganico,
relacion Ca/P, magnesio y fosfatasa alcalina. En un contexto general, los resultados mostraron

parametros semejantes a los establecidos para peces de escama, con excepcion del acido Urico.

“Indicadores hematoldgicos e inmunoldgicos a pos estrese crénico por hipoxia em tilapia

(Oreochromis niloticus), linhagem chitralada”.

Chemim (2008).En su trabajo evalu6 la variacion de la respuesta secundaria a la hipoxia de 18
dias durante el sistema de recirculacion donde utilizaron 126 peces (60 machos y 66 hembras),
con un peso de 800 g, con un valor para la proteina en el grupo de peces no estresados machos
de 4,25g/dL a 0,61 g/dL ,yen hembras de 5,56 g/dL a 0,55 g/dL y en el grupo de control
para machos de 5,35 g/dL a 0,58 g/dL y para hembras de 4,50 g/dL a 0,47 g/dL (32).

“Efectos individuales de la ciclidogiriasis y estreptococosis inducidas en la bioquimica

sanguinea de la tilapia Oreochromis niloticus”.

Sandoval et al(2013). Menciona en su trabajo realizado con 300 tilapias se mantuvieron en

condiciones habituales de cultivo por 30 dias en estanques de concreto de 3 m de diametroy 1.2
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m de altura de columna de agua , que obtuvo en el calcio el resultado de acuerdo a diferentes
dosis de marcas comerciales para inmunizar a los peces como el TREP 10.1 mg/dL , C-EXP
12.9 mg/dL, SS 22.5 mg/dL, LB 14,1 mg/dL ,CN 13.7 mg/dL (33).

“Determinacion de perfiles metabdlicos en turbot (Scophthalmus maximus Linnaeus, 1758)

de cultivo en Chile”.

Fernandez et al. (2004). Los datos obtenidos en condiciones de cultivo en otofio e invierno en
Chile. Para esto se tomaron muestras de 60 peces en engorda capturados al azar en mayo
(otofio) y agosto (invierno) del afio 2002 desde 2 estanques de cultivo pertenecientes a la
empresa Granjamar S.A., Tongoy, Chile. En cada periodo se tomaron 15 muestras de sangre de
turbot por estanque que fueron centrifugadas para la obtencion de plasma como resultado 2.39

mmol/l (en otofio), y de 2.87 mmol/l (en invierno) (34).
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CAPITULO III

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Localizacién

La presente investigacion se realizard en el Campus “La Maria” propiedad de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), localizada en el kildbmetro 7.5 de la Via Quevedo - El
Empalme, Cantén Mocache, provincia de Los Rios. Cuya ubicacion geogréafica es de 1° 6> 28’
de latitud sur y 70° 27° 13”’ de longitud Oeste, a una altura de 72 metros sobre el nivel del mar.

La investigacion se dara a inicios de del mes octubre del afio 2019.

Tabla 1. Condiciones Climaticas del campus "La Maria™

Parametros Promedio
Temperatura 24,2
Altitud msnm 73
Humedad relativa (%) 85,48
Precipitacion anual mm 1003,8
Heliofania 898,66

Fuente: Anuario Meteoroldgico. Estacion Experimental Tropical Pichilingue; 2016.

3.2..  Tipo de investigacion

La investigacion se realizara en laboratorio, este trabajo apunta en base a la nutricion donde se
emplearan diferentes dosis de quitosano en dietas 0, 1, 2, 3, 4 y 5% necesarias para los juveniles
tilapia. los tratamientos serdn manipulados y controlado se observara sus causas y efectos en las

variables metabdlicas.
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3.3.  Meétodos de investigacion

3.3.1. Método de observacion

Serd atil en el momento de la incorporacion de las dosis de quitosano en dietas en
concentraciones de 0, 1, 2, 3, 4 y 5%, sobre el analisis metabolico de albumina y globulina,
proteinas totales, los electrolitos como: potasio, calcio, fosforo, y la actividad de alanina

aminotransferasa.

3.3.2. Método comparativo

Este método tiene como finalidad buscar similitudes o diferencias en sus variables de estudios
como la inclusién del quitosano en las dietas de alevines, la respuesta metabdlica en cuanto a la
alanina aminotransferasa, albumina, globulina, proteinas totales, los electrolitos como: potasio,

calcio fosforo, para llegar a las conclusiones.

3.3.3. Método analitico

Se realizara experimento, con andlisis bioquimicos que permitiran explicar el comportamiento
metabdlico de los juveniles de tilapia roja, al subministrarle quitosano en la dieta, los cuales

posteriormente seran procesados estadisticamente.

3.4.  Fuentes de recopilacion de informacion

3.4.1. Primarias

La informacion primaria se obtendra a través de las dosis de quitosano en dietas
implementadas, sobre la respuesta metabdlica de proteinas, electrolitos y actividad la alanina

aminotransferasa.
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3.4.2. Secundarias

La informacion bibliografica obtenida a través de revistas cientificas, libros, tesis y buscadores

académicos que proveen al investigador conocimientos importantes para llevar a cabo la

presente investigacion.

3.5. Disefio de la investigacion.

El ensayo corresponderd un disefio completamente al azar (DCA) con 1 testigo mas 5

tratamientos y 3 repeticiones con 15 organismos por cada tanque experimental (réplica). Se

realiz6 este disefio para considerar como indicadores las dosis en dietas con la inclusion del

quitosano y en la quimica en sangre proteinas, electrolitos y la alanina aminotransferasa.

esquema de andlisis de varianza a utilizar, es el siguiente:

Tabla 2. Andlisis de Varianza

Fuente de variacion Formula Grados de Libertad
Tratamiento t-1 5
Error experimental t(r-1) 12
Total t*r-1 17

Elaborado: Autor

El modelo matemaético:
Yij=pn+ Ti+Ej
Donde:
Yij= Valor de la variable respuesta i “esimo”efecto de las observaciones
u= Valor de la media general
Ti= Efecto de los tratamientos en estudio

Eij= Error experimental o efecto aleatorio.
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3.6.  Instrumentos de investigacion

3.6.1. Formulacién, elaboracién y composicion quimica de dietas experimentales

En la presente investigacion las dietas se formularon utilizando software Linux. Dietas que se
formularon y prepararon siguiendo los procedimientos sobre otras especies. Todos los
ingredientes se tamizaron con una malla de 250 pm, se pesaron con una balanza digital y cada
dieta se prepar6 mezclando todos los macro ingredientes en una licuadora industrial hasta
obtener una mezcla homogénea, los micro ingredientes y los aceites también se mezclaron
individualmente antes de agregarlos a la mezcla de los macro ingredientes. Durante este paso se
afiadio el 30% de su peso en agua. Ver en tabla 3 los ingredientes de las dietas experimentales.
La alimentacion fue pasada por un molino de carne que produce granulos de 2 mm para realizar
los pellets. El producto obtenido se secd durante 8 horas a 45 °C en una estufa. Los granulos
secos se envasaron en bolsas de plastico herméticas y fueron almacenadas en refrigerador a -4

°C hasta cada uso.

A los ingredientes y dietas se realiz6 analisis bromatologico, se determind el contenido de
humedad a través de la utilizacion de estufa, secando a 105°C cada dieta. Para la obtencion de
ceniza cada muestra fue incinerado a 550°C colocada en Mufla. La grasa se evalto mediante la
técnica de extraccion Soxhlet, las grasas de la muestra fueron extraidas con éter de petréleo y

evaluadas como porcentaje del peso después de evaporar el solvente.

Para determinar el contenido de proteina fue por el método de Kjeldahl mismo que evalu6 el
contenido de nitrogeno total en la muestra, después de ser digerida con acido sulfurico en
presencia de un catalizador de mercurio o selenio. La fibra se obtuvo por el método de Weende,
después de ser digerida con soluciones de &cido sulfurico e hidréxido de sodio y calcinado el
residuo, la diferencia de pesos después de la calcinacion nos indica la cantidad de fibra presente.
El extracto libre de nitrogeno al ser una categoria del sistema Weende se obtuvo por diferencia;
ELN = 100 - (ceniza + extracto etéreo + proteina + fibra). La determinacion de energia se
obtuvo *Calculado usando factores 23.4 kJ/g, 39.2 klJ/g, 17.2 kJ/g de proteina, grasas y
carbohidratos, respectivamente (35).
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Tabla 3. Formulacion de dietas experimentales con diferentes niveles de inclusion de

quitosano.
Niveles de Quitosano en Dietas (%0)

Ingredientes 0 1 2 3 4 5
Harina de pescado? 46.50 46.50 46.50 46.50 46.50 47.00
Pasta de soya’ 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00
Harina de trigo! 13.90 13.90 13.90 13.40 12.90 11.90
Harina de maiz! 4.00 3.00 2.00 1.50 1.00 0.50
Quitosano® 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Aceite vegetal! 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Aceite de pescado® 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
Alginato de sodio® 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00

Premezclas minerales! 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Premezclas vitaminicas! 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00

Vitamina C! 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Composicién proximal real (% Materia Seca)

Materia seca (%) 94.68 93.77 94.02 9428 9380  93.99
Ceniza (%) 8.20 9.30 10.10 10.22 12.01  9.80
Grasa (%) 715 7.24 8.01 7.84 7.18 8.02
Proteina (%0) 32.07 32.22 32.47 3230 3222 3217
Fibra (%) 5.63 5.86 5.92 6.18 6.66 6.81
E.L.N. (%)* 46.95 4538 4350 4346 4193  43.20
Energia Bruta (kJ/g)* 18.38 18.18 1822 1811 1757  18.10

(36) (37)

3.6.2. Condiciones de cultivo de los peces.

Los alevines de tilapia roja fueron obtenidos del Programa de Piscicultura de la Facultad de
Ciencias Pecuarias en el Campus “La Maria”, los mismos fueron desparasitados con Stress
Zyme, durante la semana de aclimatacion en el laboratorio. Se emplearon tanques
experimentales de plastico (operados en 90 L de agua), los cuales eran sifonados todas las

mafanas antes de alimentar para desechar las heces y alimentos sobrantes, el 40% de agua era
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reemplazado. Los alevines inicialmente fueron alimentados a una tasa del 5% de la biomasa dia

! dividido en dos raciones de 60% a las 9:00 horas y 40% a las 17:00 horas.

Se realizd el control de los pardmetros fisico-quimicos del agua cada 15 dias, la temperatura se
midi6 con un termdémetro de mercurio, se mantuvo temperaturas entre 25.0 y 26.0 °C, el pH y
los parametros quimicos del agua se determind mediante la utilizacion del kit colorimétrico
(Saltwater Master Test Kit) manteniendo un pH de 7.8, amonio desde 0.05 a 0.08 mg L%,
nitritos de 0.50 — 1.0 mg L y nitratos de 20 — 40 mg L™ mientras que el oxigeno disuelto se

evalud con un medidor de oxigeno dando un rango entre de 4.06 a 5.0 mg L.

3.6.3. Obtencidn de muestras de sangre y plasma.

Las muestras de sangre fueron tomadas con jeringuillas de insulina por la parte baja de la aleta
anal y aleta caudal, la cual era deposita en tubos de ensayos de 5mL sin edta se depositd 2mL de
muestra de sangre en cada tubo para los respectivos analisis, estos tubos de ensayos fueron
colocados en una gradilla dentro de una hielera térmica con hielo para después ser trasladas las

muestras al laboratorio.

Para cada variable de proteinas, albumina, globulina, TGP, Potasio, Calcio se centrifugaron las
muestras a 1200 rpm por 10 minuto, luego se separé el suero de elementos formes tales como

plaquetas, glébulos rojos, blancos y leucocitos.

3.6.4. Variables respuestas evaluadas

3.6.4.1. Proteinas totales (Pt).

Cuando se obtuvo el suero, se emplearon reactivos de kits de la marca Human Diagnostics
worldwide, Total protein Liquicolor. para Pt (método Biuret) Pt 1000 uL y se incubaron en
bafio maria a una temperatura de 37 °C durante 10 min, luego con ayuda de un
espectrofotometro semi-automatizado Humalyzer-2000 con cubetas de cuarzo se determind la
absorbancia de longitud de onda a 546 nm dentro de 30 min, para obtener de esta manera las Pt.

Los iones cuprico presente en el reactivo al reaccionar con las proteinas y péptidas en solucién
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alcalina forman un complejo purpura. La absorbancia de este complejo es proporcional a la
concentracion de proteinas en lamuestra (38).

Ecuacién 1

Pt=80x (g/dL)

3.6.4.2. Albuminas (Alb).

Obtenido el suero se aplico reactivos de kits Human Liquicolor para Alb. y se dejo incubar en
bafio maria a una temperatura de 25 °C durante 5 min, luego con ayuda de un espectrofotdmetro
se determind la absorbancia de la muestra a 578 nm antes de 30min, para obtener de esta
manera el contenido de Alb. El verde de bromocresol presente en el reactivoforma con la albimina
en buffer de citrato un complejo coloreado. La absorbancia de este complejo es directamente

proporcional a la concentracion de la albumina en la muestra (38).

Ecuacién 2

DA muestra

Alb =40 x DO OOO0 (g/dl)
A [sTD]
3.6.4.3. Globulina (Glb).
Ecuacion 3
Glb = Proteinas totales — Albumina (49).
3.6.4.4. Relacion Alb / Glb

Ecuacioén 4

Relacién Alb / Glb = Alb (g/dL) / Glb (g/dL) (38)
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3.6.45. Calcio

Se realiz6 la prueba fotométrica colorimétrica para calcio (Método CPC, Gitelman) donde los
iones de calcio reaccionan con o-cresolftaleina-complexona en un medio alcalino, para formar un
complejo de color parpura. La absorbancia de este complejo es directamente proporcional a la
concentracion de calcio en la muestra. Para ello, se aplicé reactivos de Kits de la marca Human
Diagnostics worldwide Calcium Liquicolor, para Calcio al plasma obtenido y se incubaron en
bafio maria a una temperatura de 25 °C durante un lapso de tiempo de 30 minutos luego con
ayuda de un espectrofotdbmetro semi-autométizado se determind la absorbancia de longitud de
onda de 570 nm dentro de 30 min, para obtener de esta manera Calcio (38).

Ecuaciéon 5

AA muestra

Ca=2x (mmol/L)
AA[STD]

3.6.4.6. Potasio

Se empled un andlisis fotométrico UV para la determinacion de fosforo (Daly y Ertingshausen).
Se aplico reactivos de kits Human Liquicolor para fésforo, donde el fésforo reacciona con
molibdato en un medio fuertemente acido para la formacion de un complejo. La absorbancia de
este complejo leido en UV cercano es directamente proporcional a la concentracién de fosforo.
Se aplicé reactivos de kits Human Liquicolor para fosforo y se incubaron en bafio maria a una
temperatura de 25 °C aproximadamente a 1 minuto a una temperatura ambiente y se leyeron
seguidamente los resultados con ayuda de un espectrofotometro, se determind la absorbancia de
longitud de onda a 340 nm dentro un aproximado de 60 min, para obtener de esta manera en
fésforo (38).

Ecuacién 6

(A2 - Al) Muestra
K = C calibrador X (mmol/L)

(A2 - A) Calibrador
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3.6.4.7. Actividad enzimatica de alanina amino transferasa

Una vez obtenido el suero se le aplico reactivos de kits Human Liquicolor para alanina
aminotransferasa (ALT/GPT) y se dejé incubar en bafio maria a una temperatura de 37
°C durante 5 min, luego con ayuda de un espectrofotdmetro se leyo la absorbancia
exactamente después de 1, 2 y 3 min. La reaccion se controla cinéticamente a 340
nm a través de la disminucion de la absorbancia resultante de la oxidacion del NADH a
NAD-+, proporcional a la actividad ALT en la muestra. La ALT cataliza la transferencia
del grupo amino de la alanina al cetoglutarato con la formacién de glutamato y piruvato.
Este ultimo es reducido a piruvato por el lactato deshidrogenasa (LDH) en presencia de
nicotinamido adenindinucleotido reducido (NADH) (38).

Principio de la reaccion:

Alanina + a — cetoglutarato %" __ Piruvato + Glutamato

Piruvato + NADH + H* _PH | lactato + NAD*

3.7. Tratamiento de los datos.

La prueba de Kolmogorov — Smirnov (P < 0.05) fue empleada para comprobar la
normalidad y homocedastidad de los datos. Una vez cumplidos los supuestos antes
mencionados se aplicé un analisis de varianza (ANOVA), cuando se encontro
diferencia se aplicé la prueba de rangos multiples de Tukey (p< 0,05), los datos que
no cumplieron con la prueba de normalidad y homocedasticidad se les aplicd
Kruskall Wallis. Los datos son presentados con la media, y desviacion estandar
(SD). El procesamiento de los datos fue mediante el software estadistico Infostad.

En la Tabla 7, se detalla el esquema del experimento con los tratamientos,

interaccion descripcion y cantidad de unidades experimentales.
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Tabla 4. Descripcion del Experimento

Inclusion Peces /
de Repeticiones Repeticion  Total de
Tratamientos Quitosano (Tanques peces
en Dieta Experimentales) /Tratamiento
Peletizada
0% 15 45
TO (Testigo) 3
1% 15
Tl 3 45
2% 15
T2 3 45
3% 15
T3 3 45
4% 15
T4 3 45
5% 15
T5 3 45
Total 18 270
(37) (36)

3.8.  Recursos humanos y materiales

3.8.1. Recursos humanos

El recurso humano que contribuyd para la realizacion del presente proyecto de investigacion se

nombra a continuacion:

e Director del proyecto de investigacion Dr. Yuniel Méndez PhD.

e Estudiante y autor del Proyecto de Investigacion: Jonathan Emilio Zambrano Sanchez

3.8.2. Equipos y materiales

Quitosano de medio peso molecular
270 Alevines de tilapias
Oxigenadores

Tanques de 270 Lts

Termostatos

Mangueras

Jeringas

Bata de laboratorio

YV V.V V V V V VYV V

Guantes
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vV V.V V V V V V V V V VY

YV V.V V V V V ¥V V V VYV VY

Botas de caucho
Molino de carne
Pasta de soya
Aceite de pescado
Aceite vegetal
Harina de trigo
Alginato de sodio
Vitamina C
Premescla vitaminicas
Premescla mineral
Harina de pescado

Harina de maiz

Tubos de ensayos
Balanza gramera
Bolso térmico

Gel refrigerante
Gradilla
Centrifuga

Bafio maria
Espectrofotémetro
Marcador permanente
Tinas

Cinta de papel
Toallas de cocina
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Proteinas Séricas Totales.

De acuerdo a la tabla 5 nos muestra el analisis de proteinas total realizada en alevines de tilapia
se obtuvo que la mayor muestra obtenida se dio en el T4 6.49g/dL a 2.19 g/dL continuamente
del T3 con un valor de 6.48 g/dL a 2.36 g/dL en cuanto al T5 con un valor de 6.44 g/dL a
2.23 g/dL para el T6 con 5.95 g/dL a 2.15 g/dL en el T2 4.87 g/dL a 1.60 siendo el T1 de
menor valor con 3.98 g/dL a 0.68 g/dL . Existiendo asi diferencia significativa con un valor de
(P =0.0424).

Segun la investigacion realizada por Crivelenti et al. (39), trabajo con tilapias unisexuales
machos bajo un sistema de cria intensiva con densidad poblacional, alcanzo valores promedio
en proteina total de 3.01 g/dL a 0.45 g/dL siendo estos valores inferiores a los obtenidos en el
que su estudio mostraron que la implementacion de una dieta comercial disminuyo
significativamente. Por otro lado Fatma S. Abd El-Naby et al., (40) muestran que el efecto de
los tratamientos dietéticos sobre los peces que se alimentaron con la dieta 5 (5g/kg dieta de
quitosano) mostrd significativamente la relacion de consumo de alimento més alta en
comparacion a los peces alimentados con la dieta 3 (3g/kg dieta de quitosano) tenia
significativamente (P < 0.05). El resultado mas pobre se encontro en el grupo de peces con dieta
0 o control (Og/Kg dieta de quitosano). Se ha encontrado que los prebiéticos como el quitosano
contribuyen con el aumento de su derivado el oligosacarido lactato, lo cual ayudan a una

potente actividad antimicrobiana (41).

En cuanto al trabajo de Marroquin (42), utilizé alevines acondicionadas en 15 tinacos de
plasticos circulares con capacidad para 800 litros de agua, especifica que la proteina sérica es de
3.24 g/dL a 0.39 gr/dL, sin embargo en los resultados obtenidos en 45 dias nos muestra que
existe diferencia estadistica de 3.48 g/dL a 0.30 g/dL; mientras que en los resultados obtenidos
en esta investigacion nos muestran que hay un diferencia estadistica siendo la dieta mas efectiva
el T4 (4 % de quitosano) el cual, nos permite visualizar que la inclusion de quitosano ayuda
que los alevines posean mayor cantidad de proteinas. Siendo estos resultados inferiores

obtenidos a esta investigacion.
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Tabla 5. Proteinas, albuminas y globulinas en juveniles de tilapia roja (Oreochromis

mossambicus x Oreochromis niloticus) con la inclusion del quitosano en dieta.

Tratamientos Proteina (g/dL) Albumina(g/dL) Globulina(g/dL)

TO 3.98 +0.68° 3.30+0.29° 0.68+0.40°
T1 4.87+1.60% 4.204+1.60% 0.67+ 0.21°
T2 6.48+ 2.36° 6.204+2.282 0.2840.18°
T3 6.49 £2.192 6.194+2.47° 0.30+0.27°
T4 6.44+2.23° 6.114+2.45° 0.33+0.23°
T5 5.95+2.15% 5.5242.40° 0.4340.24
VALOR DE P 0.0424 0.0405 0.0265

Valores medios +DE, expresados en (g/dL) Proteina (Pt), albimina (Alb), y globulina(Glb). con niveles
de Quitosano en Dietas (%), TO (testigo), T1(1%), T2(2%), T3(3%), T4(4%), T5(5%).
Elaborado por: Jonathan Zambrano (2020).

4.2. Albuminas.

El contenido de albumina que lo podemos observar en la tabla 5 nos muestra que los resultados
en bioquimica sanguinea se obtuvo en el T3 con mayor concentracion con un valor de 6.20
g/dL hasta 2.28 gr/dL, seguido del T4 con un valor de 6.19 g/dL hasta 2.47 g/dL por otra el T5
obtuvo un valor de 6.11 g/dL hasta 2.45 g/dL mientras que el T6 5.52 g/dL hasta 2.40 g/dL el
T3 mostro un valor de 4.20 g/dL hasta 1.60 g/dL y el T1 el valor mas bajo en la proteina con un
valor de 3.30 g/dL hasta 0.29 g/dL . En el cual nos mostr6 diferencia significativa con un valor
de (P =0.0405).

Segun la investigacion realizada por Crivelenti et al. (39), con tilapias unisexuales machos bajo
un sistema de cria intensiva, reportaron valores de la albumina de 2.15 g/dL a 0.41 g/dL
demostrando valores mas bajo a los obtenidos en la investigacion. Sandoval et al. (33),
mencionan en su trabajo realizado con 300 tilapias obtuvieron valores en la albumina con el
empleo de diferentes dosis de marcas comerciales para inmunizar a los peces como el TREP,
C-EXP, SS, LB y CN valores de 2.4 g/dL, 2.5 g/dL, 2.7 g/dL, 1.7 g/dL, y 1.4 g/dL
respectivamente; siendo justamente que en esta investigacion prevalece la inclusion del
quitosano ya que asi nos demuestra dicha inclusion de quitosano los peces no padecen de

ninguna enfermedad bacteriana o trastorno metabélico.
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4.3. Globulinas

En cuanto al reporte de globulina en alevines se obtuvo que la mayor muestra obtenida se dio en
el T10.68 g/dL y 0.40 g/dL en el T2 con un valor de 0.67 g/dL y 0.21 g/dL en cuanto al T6
reflejo un valor de 0.43 g/dL y 0.24 g/dL continuamente el T5 con 0.33 y 0.23 g/dL el T4 con
un valor de 0.30 g/dL y 0.27 g/dL mientras que el T3 fue con el valor de proteina menos con un

valor de 0.28 g/dL y 0.18. Existiendo significancia estadistica con un valor de (P= 0.0265).

Crivelenti et al. (39), reporta que en la globulina en tilapias unisexuales machos bajo un
sistema de cria intensiva, obtuvo un valor de 2.15 g/dL a 0.41 gr/dL. Sin embargo Sandoval et
al. (33), menciona en su trabajo realizado con 300 tilapias se mantuvieron en condiciones
habituales de cultivo por 30 dias en estanques de concreto de 3 m de didmetro y 1.2 m de altura
de columna de agua , que obtuvo en la globulina el resultado de acuerdo a diferentes dosis de
marcas comerciales para inmunizar a los peces como el TREP 3.0 g/dL, C-EXP 3.6 g/dL,
SS 1.7 g/dL, LB 1.9 g/dL ,CN 1.9 g/dL estos dos trabajos se debieron al suministro de
alimento comercial del 28% y 40% de proteina; aun asi con la implementacién de quitosano
efectuado en las dietas suministradas, que actda para combatir la actividad antibacteriana dentro

del pez, siendo valores mayores a esta investigacion.

4.4. Relacion albuminas/globulinas.

Dado el reporte de contenido de relacion albumina/globulina en las muestras bioguimica
mostré en el T3 mayor concentracién con un valor de 6.00 hasta 1.72, seguido del T4 con un
valor de 5.89 hasta 2.24, a continuacion el T5 con un valor de 5.78 hasta 2.18, luego el T6 con
un valor de 5.09 hasta 2.14, después del T2 con un valor de 3.53 hasta 1.14 y el T1 el valor mas

bajo con un valor 2.62 hasta 0.20.

De acuerdo a la investigacion realizada por Vizcaino (43), trabajo con juveniles de corvina
blanca empleando indica el promedio en relacion albumina/globulina fue de 0.49 siendo este el
mas alto. Sin embargo Zhou et al. (44), en su investigacion evalud la variacion de la respuesta a
cepas de probioticos, B. subtilis B10, B. coagulantes B16 y R. sobre las concentraciones de
relacion albumina/globulina de 40 dias donde utilizaron 360 juveniles distribuidos
aleatoriamente con diferentes prebioticos al agua (T1 Bacillus subtilis B10; T2 Bacillus
coagulans B16; T3 Rhodopseudomonas palustris G06), obteniendo resultados de 0.09 a 0.00 y
0.08 a 0.01. Presentado resultados bajos ante esta investigacion, donde nos muestra que los
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resultados obtenidos presentan diferencia mientras con la inclusion del quitosano se evidencio
que el T3 tiene una diferencia significativa (2% de inclusién de quitosano). Por la cual no se
vieron afectadas por los tratamientos con probidticos; estos resultados se muestran bajos por las

bacterias inducidas en la alimentacién provocando intoxicacion a travez del alimento.
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Figura 1. Relacién albumina/globulina en juveniles de tilapia roja (Oreochromis mossambicus

x Oreochromis niloticus) con la inclusion del quitosano en dieta.

4.5. Calcio.

En relacién al reporte de los electrolitos presentes en los analisis de bioquimica sanguinea, en
alevines de tilapia se encontrd que en el calcio para el T3 fue de 3. 83 a 1.37 mmol/L mientras
que el T5 con 3.33 a 0.85 mmol/L seguido del T6 con un valor de 3.10 a 0.95 mmol/L y para el
T2 mostro un valor de 2.40 a 0.17 mmol/L en cuanto al T3 el valor oscilo entre 2.14 a 0.97
mmol/L y para el T1 que obtuvo el resultado menor con 0.50 a 0.87 mmol/L mostrando

estadisticamente significancia con un valor de (P=0.0120).

Sandoval et al. (33), menciona en su trabajo realizado con 300 tilapias que se mantuvieron en
condiciones de cultivo por 30 dias en estanques de concreto, que obtuvo en el valor calcio el
resultado de acuerdo a diferentes dosis de marcas comerciales para inmunizar a los peces
como el TREP 2.52 mmol/L (10.1 mg/dL) , C-EXP 3.22 mmol/L (12.9 mg/dL), SS 5.61
mmol/L (22.5 mg/dL), LB 3.52mmo/L (14,1 mg/dL) ,CN 3.42 mmol/L (13.7 mg/dL).
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Segun Fernandez et al. (34), en condiciones de cultivo de trucha de arco iris en otofio e invierno
en Chile de 60 peces en engorde obtuvieron resultados de calcio: 2.39 mmol/L (en otofio), y de
2.87 mmol/L (en invierno) dando como resultado que decrecen en su crecimiento. La
investigacion de Sandoval demuestra que con la aplicacion de SS obtuvo resultado elevado
antes esta y la investigacion de Ferndndez que esto puede deberse ya que se utilizaron
inmunizadores de enfermedades y las estaciones del afio manifestandose a través del sistema

metabolico.

Tabla 6. Contenido de electrolitos en alevines de tilapia roja (Oreochromis mossanbicus X

Oreochromis niloticus) en condiciones controlado con la inclusion de quitosano en dietas %.

Tratamientos Calcio mmol/L Potasio mmol/L

TO 0.504+0.87°2 9.67+1.53°

T1 2.4040.17%® 5.00+4.36 2

T2 2.1440.97°2 4.19+3.64%

T3 3.83+1.37° 11.331.15"
T4 3.33+0.85° 11.33+0.90°
T5 3.1040.95% 9.69+3.50°"
VALOR DE P 0.0120 0.0364

Valores medios + DE. en alevines de tilapia en condiciones controladas con niveles de Quitosano en Dietas (%)

Elaborado por: Jonathan Zambrano. (2020).

4.6. Potasio

Para los resultados en potasio en alevines se obtuvo una concentracion en el T3 de 11.33 hasta
1.15 mmol/L, seguido del T4 con el valor de 11.33 hasta 0.90 mmol/L, continuamente del T5
con un resultado de 9.69 hasta 3.50 mmol/L los valores del TO fue de 9.67 hasta 1.53 mmol/L,
mientras que el T1 reporta valores de 5.00 hasta 4.36 mmol/L siendo el T2 el resultado con
menos elevacion de potasio con el valor de 4.19 hasta 3.64 mmol/L. Mostrando

estadisticamente significancia con un valor de(P=0.0364).

Sandoval et al. (33), menciona en su trabajo realizado con 300 tilapias se mantuvieron en

condiciones habituales de cultivo por 30 dias en estanques de concreto, valores en el Potasio
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sérico de acuerdo a diferentes dosis de marcas comerciales para inmunizar a los peces como el
TREP 1.25 mmol/L (4.9 mg/dL), C-EXP 1.23 mmol/L (4.8 mg/dL), SS 1.18 mmol/L (4.6
mg/dL), LB 1.123mmol/L (4.8 mg/dL), CN 1.13mmol/L (4.4 mg/dL). Siendo resultados
menores ante esta investigacion. Estos resultados elevados en nuestro trabado de calcio y

potasio pueden ser por las dosificaciones de quitosano en la alimentacion.
4.7. Actividad enzimatica de Alanina aminotransferasa (ALT7GPT).

La enzima alanina aminotransferasa (ALT / GTP), en estos alevines se encontré que esta
elevada en el T3 181.0 U/L a 34.21 U/L el T6 con 169.00 U/L a 38.46 U/L seguidamente del
T4 con un valor de 108.33 U/L a 22.28 UJ/L para el T2 con un valor de 95.00 a 40.99, para el
T5 con un valor de 76.00 U/L a 38.46 U/L, se observé una disminucion notable en el T1 con un
valor de 64.67 U/L a 22.59 U/L muestra estadisticamente significancia con un valor de
P=0.0280.

Fernandez (34), menciona en su trabajo realizado con peces de engorda de turbot
(Scophthalmus maximus) de 28 meses de edad, los cuales fueron alimentados con pellet
comercial (53.1 % de proteinas) obtuvieron resultados de 5-7 U/L. Segun Fatma (45), utilizd
120 alevines de tilapia del Nilo con inclusion del quitosano en la alimentacion obtuvo
resultados donde el control presenta valores de ALT en 79.87 a 1.3 U/L, el T1 resulta con 79.67
a 05 U/L, T3 con 77.35 a 0.7 U/L y el T5 con 75.23 a 0.70 U/L en este ultimo hay una
diferencia ya que el control prevalece por encima de los tratamientos que incluyen el quitosano
en la dieta alimenticia. Siendo estos valores bajos en cuanto a la investigacion realizada donde

la inclusion de quitosano en mayor porcentaje ayuda a obtener una mayor actividad enzimatica.
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Figura 2. Alanina Aminotransferasa en juveniles de tilapia roja (Oreochromis mossambicus x

Oreochromis niloticus) con inclusién del quitosano en dieta.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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Conclusién

» De acuerdo al analisis estadistico se encontro diferencia significativa para
proteinas totales, aloiminas y globulinas, encontrando una mayor elevacion para
las proteinas en T3y T2, al igual para las albuminas en cuanto en la globulinas

mayor concentracion enel T2y T3.

» Alanina aminotransferasa mostro diferencias significativas para los tratamientos,
se encontraron mayores valores en el T2 y en T5 donde no se obtuvo casi

diferencia.

» EIl contenido de electrolitos en potasio, calcio mostro diferencias significativas,
se encontraron mayores valores en el T3y T4 para el calcio, al igual en el potasio

para los alevines de tilapia.
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Recomendaciones.

» Se recomienda reforzar investigaciones en cuanto a ambientes controlados al estudio de los
analisis metabolicos con la inclusion del quitosano en la alimentacion, en estas y otras
especies, en diferentes etapas de estos organismos Vvivos, que permita comparar estos
resultados y ver si existe alguna diferencia en su desarrollo y con ello se podran definir las
estrategias necesarias que favorezcan la consolidacién de los alimentos y nutricién para

estas y otras especies de peces.

> Se recomienda hacer énfasis en el perfil de bioquimica sanguinea, de las especies mas
estudiadas que tengan valor comercial, con el proposito de conocer su estado de salud, valor

bioldgico.

> Se recomienda profundizar el estudio sobre la inclusién del Quitosano en cuanto a su
estabilidad y capacidad ya que es un potencial en el uso alimentario para las especies de

peces en contra de enfermedades bacterianas.
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CAPITULO VII

ANEXOS
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Imagen 1. Laboratorio con los

tratamientos y repeticiones.

Imagen 2. Alevines de tilapia

roja.

Imagen 3. Alimento peletizado.

Imagen 4. Racion de alimento

para posterior alimentacion.

Imagen 5. Trituracion del

alimento peletizado.

Imagen 6. Alevines con su

debida alimentacién.

Imagen 7. Alevin muerto en uno
de los tratamientos.

Imagen 8. Toma de muestre de
agua con el kit colorimétrico.

Imagen 9. Elaboracién del

peletizado.
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A
a

Imagen 10. Toma de muestra de

sangre.

Imagen 11. Hielera lista para

transportar las muestras.

Imagen 12. Jeringas usadas en

las toma de muestras.

Imagen 13. Tubos de ensayos al
vacio rotulados para la insercion

de la muestra.

Imagen 14. Equipo para

desinfeccion del area de toma de

muestra.

Imagen 15. Espectrofotometro

utilizado en el laboratorio.

AN

Imagen 16. Bafio maria utilizado

en el laboratorio.

Imagen 17. Centrifuga.

Imagen 18. Parte de muestras

procesadas.
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