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RESUMEN

La tilapia es un pez de gran importancia econémica ya que es el 3ro mas cultivado
en el mundo. Para su cultivo se manejan alimentos comerciales en los que en su
formulacién se incluyen harinas de pescado que les proveen todo lo necesario para
su crecimiento, pero debido a una alta demanda, sobrepesca y baja calidad, sus
costos se han ido incrementando por lo que es necesario la busqueda de proteinas
alternativas de mejor costo que sustituyan y mejoren la calidad de la tilapia. Ya que
es un pez omnivoro que en la naturaleza se alimenta de principalmente de proteina
vegetal en sus primeras etapas de desarrollo, se busco en la presente investigacion,
substituir la proteina proveniente de harinas de pescado, por proteinas de alta
calidad como son las contenidas en la microalga Nannochloropsis limnetica. La
primera parte de la investigacion se centrd en cultivar esta microalga en calidad y
cantidad suficiente para enriquecer un alimento comercial para etapa de juvenil de
la marca purina en una proporcion de 5, 10 y 15%, constatandose que cubre todos
los requerimientos nutricionales para la alimentacion de Oreochromis niloticus.
Como control se utilizé el alimento comercial. Los cuatro tratamientos fueron
probados por 60 dias por triplicado en un sistema cerrado con recirculacion bajo
condiciones controladas, evaluandose el crecimiento y asimilacion del alimento. Se
pudo comprobar que la microalga N. limnetica puede remplazar hasta en un 15%
un alimento comercial de alta calidad elaborado a base harina de pescado no
encontrandose una diferencia significativa en su crecimiento, supervivencia y

asimilacion.

(Palabras clave: tilapia, Nannochloropsis limnetica, dieta enriguecida,

microalga)



SUMMARY

The Tilapia is a fish of great economic importance since it is the 3rd most cultivated
in the world. For its cultivation the commercial feeds include in their formulation
fishmeal that provides them with everything necessary for their growth, but due to its
high demand, overfishing, and low quality, their costs have been increasing so it is
necessary to search for alternative proteins of better cost that replace and improve
the quality of the tilapia. Since it is an omnivorous fish that feeds mainly on vegetable
protein in its early stages of development, it was looked for in the present study, to
replace protein obtained from fishmeal, by high quality proteins, such as those
contained in the microalga Nannochloropsis limnetica. The first part of the research
focused on cultivating this microalga in sufficient quality and quantity to enrich a
commercial food for juvenile stage of a purine brand in a proportion of 5, 10 and
15%, confirming that it covers all the nutritional requirements for feeding
Oreochromis niloticus. As control, the commercial feed was used. The four
treatments were tested for 60 days in triplicate in a closed system with recirculation
under controlled conditions, evaluating the growth and assimilation of the food. It
was possible to verify that the microalga N. limnetica can replace up to 15% of a
commercial food of high quality elaborated with fishmeal, not finding a significant

difference in its growth, survival and assimilation.

(Key words: tilapia, Nannochloropsis limnetica, enriched diet, microalgae)
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1. Introduccion
La tilapia es una importante fuente de proteina animal y de ingresos en el mundo

(Sosa et al., 2005) siendo uno de los cultivos de pez mas ampliamente distribuidos
a nivel mundial; es una alternativa ventajosa para la produccion de proteina sanay
barata debido a sus altos rendimientos, crecimiento mayor que el de otras especies
en sistemas de cultivo intensivo, excelente calidad de carne y por lo tanto buena
aceptacion en los mercados. Actualmente, la produccion en granja representa mas
del 75% de la produccion a nivel mundial y estd en aumento, de 1970-2000 se
incrementd en un promedio de 13.9% anual (FAO, 2003; FAO, 2009), esto se puede
atribuir a su tolerancia a factores de estrés impuestos por las practicas rutinarias de
acuacultura, comerciabilidad y habilidad en utilizar nutrientes de una gran variedad
de fuentes (Fasakin et al., 1999). Sin embargo la creciente demanda ha dado como
resultado una disminucion en la captura de peces silvestres y un aumento en los

costos.

Una de las tareas fundamentales en la acuicultura intensiva y semi-intensiva,
consiste en disminuir el costo del alimento artificial, ya que este representa casi el
60% del costo total en esta rama (Toledo et al., 1986). La economia en un sistema
de piscicultura intensiva depende en gran parte del costo de la racibn necesaria
para producir un Kg de peces comercial (Paiva et al., 1991). Segun Silva et al.,
(1989), en algunos casos los alimentos pueden llegar a representar hasta el 85%
del costo de la produccion.

Otro de los principales problemas relacionados con la alimentacién y nutricion de la
tilapia, especialmente en Latinoamérica, es el déficit de alimentos artificiales de
calidad a bajo costo, que puedan satisfacer las necesidades nutricionales de los
peces de cultivo.

Debido a la falta de alimentos balanceados para peces en el mercado nacional, los
productores enfrentan la disyuntiva de producir sus propios alimentos, ante lo cual
también confrontan diversos problemas, como lo es la ausencia de empresas que
elaboren harina de pescado con alto valor proteico necesario para poder preparar
sus dietas (Silveira, 1993). Por lo que para evitar dependencia a la captura silvestre

es necesario buscar alternativas sustentables con alto valor proteico. (Turchini et
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al., 2009). También es importante considerar la calidad de la proteina de pescado,
las grasas saludables, y bajos niveles de contaminantes para evitar problemas en
la salud publica (Naylor et al., 2009). Una de estas alternativas son las microalgas,
ya que de manera natural la tilapia se alimenta de ella siendo su ausencia en los
alimentos comerciales una de las razones de su baja calidad nutricional ya que
como comenta Borowitzca (2006), las microalgas son una importante fuente de
proteina y suplemento animal en la crianza comercial de muchos animales
acuaticos.

La microalga Nannochloropsis limnetica es una microalga muy importante en
acuicultura debido a su valor nutricional, pertenece a la clase Eustigmatophyceae,
que ademas de su alto nivel proteico, agrupa a las especies que contienen la mayor
cantidad de acidos grasos polinsaturados (PUFAs), como son: acido
eicosapentaenoico (EPA), acido araquidénico (ARA) y docosahexaenoico (DHA) de
gran importancia en la nutricion de animales marinos, especialmente en el
crecimiento y desarrollo de larvas de peces, moluscos y crustaceos (Otero et al.,
1997; Brown et al, 1999).

El uso de Nannochloropsis limnetica para reemplazar alimentos con alto contenido
de proteina todavia no ha sido explorados a gran escala (Markovits et al., 1992), por
lo que el presente trabajo busca evaluar el efecto de la microalga Nannochloropsis

limnetica en el crecimiento y calidad de la Tilapia.
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2. Revision Bibliografica

2.1 Antecedentes

Los acuicultores utilizan principalmente harina de pescado porque provee toda la
demanda nutricional que requieren los peces para su desarrollo como son
aminoacidos, acidos grasos esenciales, vitaminas y minerales. Sin embargo, el
incremento en la demanda, el incremento en los costos, baja calidad, contaminacién
con metales pesados y un suministro inestable de la harina con el progreso actual
del cultivo, hacen necesario buscar fuentes alternativas de proteina. (Gatlin, et al.,
2007).

2.1.1 Fuentes alternativas de proteina a la harina de pescado en la historia
Se han llevado a cabo estudios con harinas de soja usada en alimento para peces

omnivoros con buenos resultados segun lo revisado por Gatlin (2003), Drew et al.,
(2007) y Sorense et al., (2009). También se han realizado varias investigaciones
para examinar el potencial de otras plantas en dietas para tilapia como ingrediente
0 como substituto completo de la harina de pescado, como es el caso de: harina de
gluten de maiz, guisante, semilla de algodon, semilla de girasol, harina de plumas,
harina de subproductos de aves de corral, harina de sangre entre otros (El-Sayed,
1999; Gatlin et al., 2007; Mbahinzireki et al., 2001; El-Saidy y Gaber, 2003;
Borgerson et al., 2006; Goda et al., 2007; Gonzalez et al., 2007; Schultz et al., 2007,
Nguyen et al., 2009; Hernandez et al., 2010). De los recién mencionados las
investigaciones realizadas por Borgerson et al. (2006); Gonzalez et al. (2007) y

Nguyen et al. (2009), fueron probadas de manera particular en tilapia del Nilo.

2.1.2 Uso de microalgas en la acuicultura.
En contraste con plantas terrestres hay poca informaciéon en relacion al uso de

microalgas como sustituto de harina de pescado. Algunos autores, como es el caso
de Ogunji (2004), han utilizado proteinas de microalga en las dietas de peces, ya
gue se ha visto que incluyendo los peces carnivoros pueden ingerir algas como
parte de su alimentacion (Nandeesha et al., 1998), principalmente debido a que
contienen un alto nivel de proteina (Borowitzka, 2006), razon por lo cual, aunque la
produccion de microalgas en el mundo es baja debido a sus altos costos de

produccion, de la que se produce mas del 30% a nivel mundial se vende para
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alimento animal y mas del 50% de la produccién mundial de spirulina es usada como
suplemento alimenticio. (Spolaore et al., 2006). Las especies comerciales mas
usadas en la acuacultura soén: Chlorella, Spirulina, Tetraselmis, Isochrysis, Pavlova,
Phaeodactylum, Chaetoceros, Nannochloropsis, Skeletonema y Thalassiosira
(Yamaguchi, 1997; Apt, 1999; Muller, 2000, Borowitzka 1997). Por otro lado,
mejoras en el crecimiento, utilizacion del alimento, metabolismo lipidico, actividad
fisioldgica, respuesta a stress, resistencia a enfermedades y calidad en la carne han
sido reportadas con niveles de inclusion de 1-5% en dietas con alga (Mustafa y
Nakagawa, 1995; Nakagawa y Montgomery, 2007); por lo tanto usar microalgas en
dietas de pescado puede resultar en un mejor uso de dietas artificiales en cultivos
de peces y mejorar la salud del pescado (Mustafa y Nakagawa, 1995).

2.1.3 Uso de microalgas en tilapia
La mayoria de los estudios de fitoplancton en tilapia se han concentrado en describir

las preferencias en la dieta. (Moriaty y Moriaty, 1973; Spataru y Zorn, 1978; Gophen,
1980; Bowen, 1982; Gophen et al., 1983). Ha habido algunos estudios cuantitativos
en tilapia que se alimentan filtrando fitoplancton, pero la mayoria de ellos han sido
enfocados en la tilapia adulta. (Caulton, 1982; Dempster et al., 1995; McDonald,
1985; Robinson et al., 1995; Northcott et al., 1991). Sin embargo, hay pocos datos
concernientes al efecto del fitoplancton sobre la tilapia en etapa juvenil. Falta mucho
por determinarse en como la ingestién y asimilacion del fitoplancton afecta el

desarrollo de la tilapia larval y de diferentes especies de alga.

Es muy importante mencionar que en la naturaleza la tilapia es conocida por
cambiar su dieta y alimentacion de carnivoro a omnivoro cuando alcanza un tamafio
de 2-3 cm, y cambia de nuevo para alimentarse de fitoplancton cuando alcanza los
6 a 7 cm en estado natural. En la etapa adulta las algas verdes cuentan como parte
importante en su dieta., mientras que se alimentan de principalmente pequefios
invertebrados durante su etapa larval y juvenil (Fry y lles, 1972; Moriaty y Moriaty,
1973; Yada, 1982; Getachew, 1987; McDonald, 1987). Por lo tanto hay una etapa

de transicion en su alimentacion en su habitat natural. El cambio en la dieta con su
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tamafo corporal puede deberse a los cambios de desarrollo en la habilidad de la
tilapia de capturar y procesar el fitoplancton con el incremento en el nimero de
celular en el moco bucofaringeo y su actividad asi como un mayor desarrollo del
tracto digestivo. Estudios en el desarrollo de la morfologia del tracto digestivo
mostraron que la tilapia larval tiene un sistema digestivo similar al de la tilapia adulta.
(Bowen, 1982; Drenner et al., 1984; Northcott y Beveridge, 1988; Sanderson et al.,
1996; Beveridge y Baird, 2000)

En resumen aunque en su medio ambiente las microalgas son una fuente
importante de proteina para la tilapia, las dietas comerciales no lo incluyen ya que
hasta hace solo recientemente se han empezado a producir de manera controlada
y no hay mucha informacion al respecto. De alli la importancia de esta tesis, ya que
puede probar el efecto benéfico de una microalga como complemento en la dieta de

la tilapia.

2.2 Fundamentacion tedrica.
La tilapia es un pez teledsteo, del orden Perciforme perteneciente a la familia

Cichlidae. Originario de Africa, actualmente se cultivan con éxito unas 10 especies
siendo Oreochromis aureus, O. niloticus y O. mossambicus las mas cultivadas. Son
peces endémicos de Africa, con un rango muy amplio de adaptabilidad a diferentes
tipos de agua lo que la hace ideal para la piscicultura. Se han descrito mas de 70
especies (muchas con caracteristicas morfoldgicas cripticas) y alrededor de 100
subespecies, agrupadas en la familia Cichlidae en 4 géneros, principalmente por
sus habitos reproductivos y denticién (dientes faringeos): Oreochromis, Tilapia,
Sarotherodon, Danakilia, Tristamella y Pelmatochromis.

Las principales especies del género Oreochromis son: O. niloticus (variedades
stirling, egipcia, tailandesa, GIFT, chitralada, lineas: gris y roja.), O. aureus (lineas:
gris, roja, azul, blanca (Rocky Mountain Bloom) y O. mossambicus (lineas: gris, roja,

anaranjada).

O. niloticus, (linea egipcia) es gris con tonalidades verde metalico y bandas

verticales de color negro, siendo mas notorias en la aleta caudal.
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Presenta 5 etapas en su desarrollo, huevo, alevin, cria, juvenil y adulto (Basualdo
et al., 2012). (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tallas y pesos estimados para cada etapa de vida de la tilapia

Estadio Talla (cm) Peso (g) Tiempo (dias)
Huevo 0.2-0.3 0.01 3-8
Alevin 0.7-1.0 0.1-0.12 10-15
Cria 1-5 0.5-4.7 15-30
Juvenil 5-10 10-50 45-60
Adulto 10-18 70-100 70-90

Sin embargo cabe mencionar que los datos encontrados en la Tabla 1 varian
dependiendo el autor. Es decir, algunos autores no manejan la etapa de cria,
extendiendo la etapa de alevin hasta los 5 g (Olvera, et al., 1998), y otros autores
también eliminan la etapa de cria, pero manejan la etapa de juvenil desde los 0.12
g (El-Sayed, et al., 2013). Para fines practicos en la presente investigacion, la etapa
de cria se eliming, siendo abarcada por el estadio de juvenil considerandose de 0.5
a 50g. Habita en una gran diversidad de cuerpos de agua; como son arroyos, rios,
lagos, lagunas y lagunas costeras, incluso en habitats marinos, muestran una gran
preferencia por aguas de escasa corriente o lénticas, poca profundidad y cerca de
las orillas, refugiandose en margenes de pantanos y riberas entre las raices de las
plantas acuaticas y piedras. (Basualdo et al., 2012). Puede tolerar un mayor rango
de condiciones ambientales, incluyendo factores como salinidad, oxigeno disuelto,
temperatura, pH, y niveles de amonio, que la mayoria de los peces gque se cultivan
en agua dulce. Por lo general, la tilapia es altamente tolerante a aguas salinas,
también son altamente tolerantes a bajos niveles de oxigeno disuelto, inclusive por
debajo de 0.1 mg/L (Magid y Babiker, 1975), pero su crecimiento Optimo se obtiene
a concentraciones mayores a 3mg/L (Ross, 2000). La temperatura es un efecto
metabdlico importante, el crecimiento Optimo se encuentra entre los 22-29°C, el

desove normalmente ocurre a temperaturas mayores a los 22°C. Por debajo de los
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10°C es casi imposible que sobreviva y por debajo de los 20°C el crecimiento es
minimo, pero puede soportar temperaturas tan altas como los 42°C. (Sarig, 1969;
Caulton, 1982; Mires, 1995). Otras caracteristicas relevantes de la calidad del agua
son el pH y los niveles de amonio. Por lo general la tilapia puede tolerar un rango
de pH de 3.7 a 11, pero el mejor crecimiento se alcanza entre pH de 7 y 9 (Ross,
2000). El amonio es toxico en la forma de amoniaco a concentraciones mayores a
7 mg/L (Redner y Stickney, 1979) y le causa disminucion en el apetito y crecimiento
a concentraciones tan bajas como 0.1 mg/L. La concentracion optima esta estimada
por debajo de .05 mg/L (EI-Sherif et al., 2008).

2.2.1 Requerimientos Nutricionales Tilapia.
En la naturaleza la tilapia se alimenta de una gran variedad de fuentes, que incluye

fitoplancton, perifiton, zooplancton, larva de pez y detritus (Green, 2006), de manera
particular es omnivora hasta su etapa de 5 cm. donde presenta preferencias
fitoplanctofagas, puesto que su alimentacion se basa en el consumo de
zooplancton, insectos, vegetales acuaticos, y de alimentos artificiales como harinas
y granos. Los juveniles se alimentan preferentemente de fitoplancton y zooplancton,
inclusive aceptan alimentos preparados que se utilizan en la crianza de pollos. Los
adultos comen plancton, algas filamentosas, algunas plantas superiores y detritus

vegetal (Basualdo et al., 2012).

2.2.1.1 Proteina
No tienen un requerimiento especifico de proteina cruda, pero mas bien necesitan

una combinacion de aminoacidos esenciales, por lo tanto el perfil de la dieta proteica
es importante cuando se formula una dieta para tilapia. Las proteinas son usadas
continuamente por el pez para su mantenimiento, crecimiento y funciones de
reproduccion. Cuando se da en exceso, la proteina puede ser usada como energia,
sin embargo, no es recomendable por los costos elevados de esta. Los
requerimientos proteicos de la tilapia disminuyen con el tiempo, para alevin requiere
entre 30 y 56% Yy para juvenil requiere entre 30-40%, mientras que para adulto con
28-30% es suficiente (Winfree y Stickney, 1981; Jauncey, 1983; Al Hafedh, 1999;
Siddiqui et al., 1988; Twibell y Brown, 1998).
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Como otros peces de agua calida la tilapia requiere de 10 aminoacidos esenciales
que tienen que estar en su dieta (Tabla 2). Los aminoacidos esenciales pueden
lograrse mediante el uso balanceado de proteina animal y vegetal, y en caso de ser

necesario incluyendo aminoacidos sintéticos.

Cuadro 2. Requerimientos de aminoacidos para la etapa de juvenil de la tilapia

Parametros % del total de AA (analizado)
Arginina (Arg, R) * 1.81
Histidina (His, H) * 0.75
Isoleucina (lle, 1) 1.34
Leucina (Leu, L) 1.46
Lisina (Lys, K) 2.2
Metionina (Met, M) 0.75
Fenilalanina (Phe, F) 2.38
Treonina (Thr, T) 1.7
Triptéfano (Trp, W) 0.43
Valina (Val, V) 1.2
2.2.1.2 Lipidos

Los lipidos en la dieta proveen una mayor fuente de energia facilitando la absorcién
de vitaminas solubles en grasa, juegan un importante rol en la estructura y funcion
de la membrana, sirven como precursor para hormonas esteroideas Yy
prostanglandinas y sirven como fuentes metabolizables de los acidos grasos
esenciales. Winfree y Stickney (1981) encontraron que para tilapia de hasta 2.5 g,
el 6ptimo de lipidos en su dieta debe ser de 5.2%, disminuyendo a 4.4% cuando
llegan a 7.5 g. Jauncey (2000) sugiri6 que, para maximizar la utilizacién de las
proteinas, la concentracion de grasas debe estar entre 8 y 12 % para tilapia de hasta
25¢. y de 6-8% para peces adultos. Asi como la mayoria de los peces, al parecer la
tilapia también requiere acidos grasos n-6 y en menor medida los n-3. Los lipidos
en la dieta deberdn suministrar por lo menos el 1% de los acidos grasos n-6
(Teshima et al., 1982). Cuando los lipidos en la dieta contengan una considerable
cantidad de acidos grasos poliinsaturados, se debera prestar atencién para prevenir
que se oxiden ya que se vuelven toxicos, reducen la disponibilidad de otros

nutrientes e impactan en la calidad de la carne de pescado.
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2.2.1.3 Carbohidratos
Los peces no tienen requerimientos especificos para los carbohidratos, porque los

precursores de aminodacidos y los &cidos grasos pueden suministrar la glucosa
requerida por la via del gluconeogénesis. Esto no implica que los carbohidratos no
deban ser incluidos en la dieta de la tilapia, sin embargo, los carbohidratos proveen
una relativamente econdmica fuente de energia comparada con la proteina, y su
inclusién puede mejorar la calidad de alimentos peletizados. La tilapia puede
efectivamente utilizar niveles de carbohidratos hasta 30-40% en la dieta, lo que es
considerablemente mayor que la mayoria de los peces cultivados (Anderson et al.,
1984; Teshima et al., 1985). La fibra es usualmente considerada incomestible, ya
que la tilapia no posee las enzimas que se requieren para digerirla (Saha et al.,
2006). Por esta razén, y para obtener un crecimiento maximo los niveles de fibra
cruda en dieta de tilapia no deben exceder el 5% (Anderson et al., 1984). Larelacién
entre concentraciones de proteinas en la dieta y energia es muy importante en la
nutricion de los pescados. Las dietas deben estar balanceadas para maximizar el
uso de la proteina para el crecimiento al proveer cantidades Optimas de energia asi

como carbohidratos y lipidos (Winfree y Stickney, 1981; Shiau y Huang, 1990).

2.2.1.4 Vitaminas y minerales
Las vitaminas y minerales son esenciales para el metabolismo normal del pez. Una

suplementacién de vitaminas y minerales en la forma de premezclas pueden ser
benéficas en sistemas intensivos, a pesar de que la mayoria de estos
requerimientos son usualmente alcanzados de manera natural en cultivos de
estanques extensivos y semi-intensivos. Sin embargo, nos son muy conocidos los
requerimientos de todas las vitaminas, por esto mismo es muy dificil hacer
recomendaciones generales de la concentracion optima, pero niveles minimos
generales son comunmente aplicados a los alimentos. Son necesarios
conocimientos basicos de toxicidad mineral y la interaccion entre los minerales
cuando se elabora la suplementacién. Cabe mencionar que suministros excesivos
de algunos minerales pueden causar deficiencias en otros y en casos extremos
pueden ocasionar toxicidad en los peces. (Lim et al., 2000; Shiau y Hsieh 1997;
Abdelghany 1996; Saleh et al., 1995; Satoh et al., 1987).}
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2.2.2 Microalga Nannochloropsis limnetica

La microalga Nannochloropsis limnetica, es un microorganismo fotosintético
eucariota con alta tasa de crecimiento. Presenta una forma esférica u ovalada con
un tamafo de 1.5-6 X 2.5-6um y es la unica especie del genero Nannochloropsis de
agua dulce descubierta en Alemania en 1998. Este género presenta la peculiaridad
de contener un gran contenido de acidos grasos poliinsaturados Omega 3 del tipo
EPA. (Krienitz, et al., 2000). Los acidos grasos omega 3 y una alta proporcion de n-
3/n-6 han sido altamente reconocidos beneficiosos para la salud humana (Grimm et
al., 1994; Ruxton et al., 2004; Tacon y Metian 2013). En particular el acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) y el acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) han
demostrado un gran impacto en enfermedades cardiovasculares, enfermedades
inflamatorias, funcionamiento cerebral y salud mental (Ruxton et al., 2004).

Con base a una ficha técnica proporcionada por la empresa Ecoduna en Austria el

contenido de la microalga Nannochloropsis limnetica es el siguiente:

Cuadro 3. Principales constituyentes por 100g

Parametros Valores medios
Energia/Calorias 1621 ki/388kcal
Grasas 99g
Acidos grasos saturados 35¢g
Acidos grasos monosaturados 42¢g
Acidos grasos polinsaturados 76g
Carbohidratos 59g
Azucares <0,5g
Fibras 169¢g
Proteina 352¢g
Sodio (Cloruro de sodio) 3,2¢g
Contenido de agua 6,1g

Cuadro 4. Vitaminas por 100 g

Parametros Valores medios
Acido ascérbico <5,0 mg

Vitamina B12 24 ng

Vitamina K1 114 pg

Tocopherol, alpha 1,7 mg

Tocopherol, beta 0,25 mg
Tocopherol, gamma <0,10 mg
Tocopherol, delta <0,10 mg

Vitamina E 1,8 mg
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Cuadro 5. Perfil de aminoacidos

Parametros % del total de AA (analizado)
Esenciales

Arginina (Arg, R) * 7.55
Histidina (His, H) * 1.33
Isoleucina (lle, 1) 3.28
Leucina (Leu, L) 9.83
Lisina (Lys, K) 6.98
Metionina (Met, M) 0.66
Fenilalanina (Phe, F) 5.32
Treonina (Thr, T) 4.04
Triptéfano (Trp, W) Ausencia
Valina (Val, V) 7.41
No esenciales

Alanina (Ala, A) 10.49
Prolina (Pro, P) 5.27
Glicina (Gly, G) 7.08
Serina (Ser, S) 4.89
Acido aspartico (Asp, D) g 10.11
Acido glutdmico (Glu, E) 11.87
Glutamina (GIn, Q) Ausencia
Tirosina (Tyr, Y) 3.37
Cisteina (Cys, C) Ausencia
Asparagina (Asn, N) Ausencia
Total 100

Ya que la microalga Nannochloropsis limnetica apenas fue descubierta en
Alemania en 1998, se conoce poco de sus condiciones éptimas de crecimiento, sin
embargo por la ubicacion donde fue colectado (Krienitz et al., 2000) y datos dados
por el proveedor de la cepa las condiciones esperadas de crecimiento son:

e pHde8.4

e Temperatura 25°C.

e 13 horas luz 11 obscuridad.

e NOs3 no se encontré informacion.

e POusno se encontrd informacion.

Por sus caracteristicas se espera la microalga Nannochloropsis limnetica, pueda
reemplazar o por lo menos complementar una dieta comercial a base de harina de

pescado.
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2.2.3 Consideraciones de la cepa.
Una microalga que se pretenda incluir en una dieta para pez tiene que cumplir con

los siguientes criterios: Ser cultivadas facilmente y no toxicas. También deben tener
el tamafo y forma correctos para ser ingeridas y tener una alta calidad nutriciona.
[Brown et al., 1999; Renaud et al., 2002]. Por lo que el contenido proteico es un
factor mayor para determinar el valor nutricional de la microalga. Ademas, debe
tener una buena concentraciobn de acidos grasos insaturados EPA, AA, DHA.
(Reitan, 1997). En efecto, algunos acidos grasos son esenciales para muchos
animales marinos (Nichols, 2003) y requerimientos similares existen para el
crecimiento y metamorfosis de muchas larvas [Becker, 2004; Aragao et al., 2004].
Sin embargo, debe ser notado que las relaciones entre DHA, EPA y AA son mas
importantes que sus niveles absolutos (Apt y Behrens 1999). El contenido de
vitaminas en las microalgas también tiene que ser tomados en cuenta ya que son

sumamente importantes (Brown, 1999; Yamaguchi, 1997)

Cabe remarcar que la pared celular de las microalgas representa el 10% de la
materia seca del alga, esto es un serio problema al digerir y utilizar la biomasa algal,
ya que no es digestible para humanos y cualquier otro no rumiante. Por lo tanto,
tratamientos adicionales son necesarios para romper la pared celular y hacer a la
proteina y otros constituyentes accesibles para las enzimas digestivas. Muchos
autores han estudiado el efecto de diferentes tratamientos postcosecha en la
digestibilidad de varias especies de algas, demostrando la importancia del

apropiado procesamiento de la biomasa algal (Becker, 2004).
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3. Hipotesis
Una dieta enriquecida con la microalga Nannochloropsis limnetica permitird mejorar

el crecimiento, peso, supervivencia y calidad nutricional de los juveniles de tilapia.

4. Objetivo General
Elaborar una dieta enriquecida con la microalga Nannochloropsis limnetica que

permita mejorar el crecimiento, peso, supervivencia y calidad nutricional de los

juveniles de tilapia.

4.10bjetivos especificos
Producir la microalga Nannochloropsis limnetica en suficiente cantidad y calidad

para poder elaborar la dieta.

Realizar analisis bromatoldgicos a la microalga Nannochloropsis limnetica y al

control Purina.

Elaborar las dietas balanceadas que cubra los requerimientos nutricionales de la

tilapia.

Evaluar el efecto en el peso, crecimiento, supervivencia y asimilacion en los
juveniles de tilapia (Oreochromis niloticus) de una dieta complementada con la
microalga Nannochloropsis limnetica a una concentracion de 5%, 10 %y 15%.
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5. Materiales y métodos

5.1 Cultivo y cosecha de la microalga en agua residual de invernadero.

5.1.1 Aclimatacién de la microalga.

N. limnetica CCMP2260 fue adquirida del laboratorio Bigelow en el estado de Main,
USA. Para su aclimatacion, se inocul6 en botellas Simax de 1 L con un diametro de
10 cm, en medio BG11 de laboratorios Sigma, seleccionado como 6ptimo para el
crecimiento de la microalga N. limnetica con base a la bibliografia (Yubin, et al.,
2014). Medio y botellas fueron esterilizados en autoclave por 20 min a 121°C. La
aireacion de las botellas se realizdé con material de acuario, como son, bombas de
aire, valvulas, mangueras de silicon y difusores, todo el material también fue
esterilizado en autoclave. Las botellas fueron colocadas dentro del laboratorio a una
temperatura promedio de 21°C. La iluminacion administrada fue artificial con luz
blanca a 53 lumen/W en un ciclo de luz/obscuridad de 12/12. El pH se control6
usando CO2 atmosférico (350ppm). La microalga se dej6 aclimatar por un periodo

de un mes.

5.1.2 Seleccion del medio de cultivo.
Para cultivar la microalga como ingrediente para el alimento de tilapia, se busco

ante todo, obtener un producto de alta calidad libre de contaminantes que pudiera
ser obtenido a bajo costo, con lo cual, se buscé producir la microalga al menor costo
posible. Se sabe que las microalgas pueden ser cultivadas en aguas residuales de
distintas fuentes como son industrial, doméstico y agricola, ya que crecen de una
manera adecuada en los nutrientes presentes en estas aguas (Park et al., 2011a,
Park et al., 2011b, Abdel-Raouf et al., 2012). De no ser tratadas, estas aguas
pueden ocasionar graves problemas de eutrofizacion, que es una consecuencia de
la elevada concentracion de nutrientes como es el caso de nitratos y fosfatos. Por
tal motivo y con la finalidad de producir las microalga a bajo costo e impactar de
manera positiva en el ambiente, se seleccion6 como medio de cultivo el agua
residual proveniente de un invernadero de producciéon de jitomate, sin embargo

primero se tuvo que evaluar la factibilidad de cultivarla en este tipo de medio.
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Experimento agua residual de invernadero vs medio comercial BG11.
Para evaluar la factibilidad de utilizar el agua residual de invernadero de un cultivo

de jitomate, se decidié comparar el experimento con el medio BG11. El experimento
se llevd a cabo bajo las mismas condiciones en las que se realizo la aclimatacion
de la microalga, es decir, se agrego el inéculo en botellas de un litro, controlando
luz, aireacion, pH, fotoperiodo y temperatura. Se prepararon dos medios: agua
destilada estéril y medio BG11 al 2% como control y agua residual del invernadero.
El experimento se realizo por duplicado, por lo que se pusieron 2 botellas con cada
medio. Antes del experimento las botellas fueron esterilizadas en autoclave por 20
min a 121°C y como desinfeccion adicional se colocaron por 30 min en una camara
con luz UV. Las mediciones fueron tomadas una vez al dia, a las 9:00am. El volumen
de muestra tomado diariamente fue de 3mL y no se agregdé mas medio para no diluir
la concentracion en las botellas. Para cuantificar el crecimiento se utilizd un
espectrofotometro marca Lamote, midiéndose la absorbancia a una longitud de
onda de 750 nm, realizandose la medicion por triplicado. De acuerdo a la ley de
Lambert y Beer, cuando el valor de la absorbancia estaba por encima de 0.8 se
realizaron diluciones para llevarlo a un valor entre 0.3 y 0.8 y disminuir el error en la
medicion.

El pH fue ajustado a 8.4 con NaOH y HCL solo inicialmente después de inoculada
las botellas. Para verificar la concentracion de nutrientes inicial y asegurar que esto
no seria una limitante, se midioé nitratos (NO3") y fosfatos (PO4%). El primero con un
medidor laquatwin de la marca Horiba y el segundo con un medidor de la marca
Hanna.

Todas las botellas fueron inoculadas a una densidad 6ptica inicial de 0.2. Se realiz
observacién diaria a microscopio, para asegurar que las botellas no estuvieran

contaminadas con otros microorganismos que pudieran afectar el experimento.

5.1.3 Experimento nutrientes
Para poder evaluar si la microalga N. limnetica, podia ser cultivada en el agua

residual del invernadero de la produccion de jitomate a lo largo de las variaciones

de todo el afio, se verificd con datos proporcionados por la empresa de la cual se
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obtuvo el agua residual, el comportamiento de los nutrientes (NOs y PO4*) en el
agua del 2012 al 2016. La empresa analiza su agua residual quincenalmente
mandando sus muestras al laboratorio Relab den Haan en los paises bajos. Se
obtuvo la concentracién para NOs™ y PO4* que aparecia con mayor frecuencia “Mas
frecuente”, el valor maximo y el valor minimo.

Con base a los datos obtenidos se llevd a cabo el experimento. N. limnetica fue
inoculada por duplicado en las tres concentraciones (maximo, minimo y mas
frecuente) y se evalu6 el comportamiento. Para preparar las concentraciones se
utilizé la misma férmula que se utiliza en el invernadero, para mantener la misma
proporcion de nutrientes y se realizaron diluciones. De igual manera que el
experimento anterior, el resultado se llevd a cabo bajo condiciones controladas y
estériles, en botellas de un litro.

Se realizé observacion diaria a microscopio, para asegurar que las botellas no
estuvieran contaminadas con otros microorganismos que pudieran afectar el

experimento.

5.1.4 Crecimiento de la microalga
Para poder evaluar el aumento en el crecimiento promedio de las microalgas se

calcul6 la tasa de crecimiento a partir de la pendiente de la regresion lineal en la

fase del crecimiento exponencial.

k= (In N — In No)/ (t — t0)

Donde k (d-1) es la tasa de crecimiento en la fase de crecimiento exponencial, NO
es la densidad éptica al inicio de la fase exponencial (t0) y N representa la densidad

Optica al tiempo (t) de la fase exponencial.

También se evaluo el tiempo de duplicacion de las microalgas (T), es decir, el tiempo

en dias en que tarda una célula en duplicarse.

T=Ln2/k
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5.1.5 Escalamiento
Con la finalidad de obtener suficiente microalga N. limnetica para la elaboraciéon de

la dieta, se escald la microalga en una proporcion 1:10 de los frascos de 1 L a un

biorreactor de 60L y finalmente a un fotobiorreactor en el exterior de 600L.

5.1.6 Cosecha
Se busc6 alcanzar una cosecha semicontinua. Para lograrlo se inocularon los

biorreactores en la proporcién 1:10 con una concentracion de .200 de densidad
Optica en agua proveniente de invernadero (previa esterilizacion con Hipoclorito de
sodio). Ya que el cultivo crecié después de unos dias, se paso a diluirlo
(removiéndose un volumen y agregandose la misma cantidad de nueva agua de
desecho proveniente de invernaderos) a una concentracion conocida y de nuevo se
dejo crecer el cultivo, a esto se le llama cosecha continua. Esto se repitié durante
varias ocasiones, hasta alcanzar la cantidad de microalga suficiente. La microalga
en el agua al ser extraida de biorreactor fue transportada a una centrifuga marca

centrimax para su separacion.

5.1.7 Procesamiento postcosecha
La microalga humeda se almacen6 en un congelador a -20°C hasta su secado. Para

obtener un polvo que pueda ser utilizado para elaboracion del alimento, la microalga
fue secada en horno de conveccion forzada a 40°C durante 3 dias y después molida

en licuadora.

5.2 Dietas

Para el experimento se buscdé comparar una dieta comercial ya conocida de la
marca PURINA como control VS dietas de la marca comercial Purina enriquecidas

con la microalga N. limnetica en la siguiente proporcion:

Purina 100%
Purina 95% + 5% de la microalga Nannochloropsis limnetica.

Purina 90% + 10% de la microalga Nannochloropsis limnetica.

hr w0 N PR

Purina 85% + 15% de la microalga Nannochloropsis limnetica.
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En la elaboracion de las dietas es de suma importancia que esté balanceada y
cumpla con los nutrientes esenciales para el 6ptimo crecimiento de la Tilapia. Con
base a la bibliografia revisada como se hace constatar en la seccién de
fundamentacion teorica, la dieta balanceada se buscéd estuviera dentro de los

siguientes parametros.

Cuadro 6. Requerimientos nutricionales de la tilapia revisados en bibliografia.

: Proteina ci g Carbohidratos Humedad e 0
Requerido % Lipidos % % % Cenizas %
30-40 6-12 20-40 <15% 5-15

Para corroborar que las dietas estarian balanceadas manejando los porcentajes
deseados, tanto la biomasa microalgal como el alimento de purina comercial, se
mandaron a analizar en su composicion mediante andlisis bromatoldgicos al
laboratorio Acuicola de la Universidad Autonoma de Querétaro y a un laboratorio
certificado por la ENMA: DEQSA LAB S.A. de C.V. Con base a los resultados, se

elaboraron las dietas.

Para obtener la microalga en suficiente cantidad y ver cuanto alimento comercial se
deberia adquirir. Por cuestiones practicas se consider6 como se describe en la
fundamentacion teérica que el juvenil va desde 0.5g hasta los 50 g, también se
consider6 que la capacidad de carga en tilapia es maximo de 40 g/L, esto significa
gue por cada litro de agua, se pueden tener 40g de pez. Con base a esto y
calculando el DFR% (alimento que se debe dar por gramo de pez) se determin6

cuanto alimento se ocuparia en la totalidad del experimento. Se considerd que con
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base al peso que se esperaba obtener al crecer los peces, se requeriria alimento

para peces de 0.5 hasta los 50g.

El alimento ya producido se almaceno en un cuarto seco para evita oxidacion y
formacién de hongos.

5.3 Validacién de la dieta.
Para el experimento se introdujeron 21 peces de 0.6 g de peso, en etapa de juvenil,

por cada una de las 12 peceras. Las peceras son de acrilico y se montaron
controlando las variables de la manera siguiente: oxigenacién constante, sistema
de filtracion, termostato y chiller para controlar la temperatura en el 6ptimo de 28°C
+- 1°C, iluminacién con luz blanca con fotoperiodo 12 h luz (07.00-19.00) 12hrs
obscuridad (19.00-07.00), pH entre 7 y 9, salinidad menor a 1.5 g/L, oxigeno disuelto

mayor a 5mg/L, amonio Yy nitritos por debajo de 0.1 mg/L.

llustracion 1 Peceras de acrilico donde se acomodaron los alevines de
tilapia.

El experimento se llevé a cabo por un periodo de 8 semanas, donde diariamente se
midio el oxigeno disuelto, temperatura, pH y salinidad, por otro lado y los productos

de N, amonio y nitrito se midieron una vez a la semana.
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A todos los peces se les dio la dieta control por 7 dias para que se adaptaran a la
alimentacion y préacticas de manejo. Se tomoé un pez de cada una de las 12 peceras
y se congelaron para su posterior analisis bromatolégico. Después de eso se les
dieron las 4 dietas con tres replicas por tratamiento. 1 vez por semana se llevaron
a cabo biometrias de 3 peces de cada pecera, para estimar el % de peso ganado,
tasa de crecimiento especifico (T.E.C.), proporcion de alimento convertido (T.C.A.)
y consumo diario de alimento (DFI). Para poder realizar el pesaje se colocaron en

un recipiente con agua previamente colocado en una bascula y tarada a cero.
Los célculos se realizaran de la manera siguiente:

e Supervivencia %= Organismos finales por 100/ organismos iniciales.

e Peso ganado % (WG)= 100 X (Peso final- peso inicial) /peso inicial: Este
pardmetro te indica cuanto peso gano el individuo en un periodo de tiempo.

e Tasa de crecimiento especifico % d* (SGR)= 100 In (peso final — In peso
inicia) / dias del experimento: Este parametro nos indica la tasa a la que esta
aumentando o disminuyendo el individuo en un periodo de tiempo.

e Peso ganado individual mg/dia (ADG) = (Peso final-peso inicial) /Edad en
dias: Cuanto aumenta en peso un individuo en promedio por dia.

e Alimento consumido mg/dia (FI) = 1000 X (Sumatoria del alimento individual
dado por semana/ # de dias): Cuanto alimento consume un individuo en
promedio por dia.

e Tasa de conversion alimenticia (TCA) = Alimento ingerido /ADG (ambas en
gramos). También se puede como= peso del alimento seco /peso ganado
hamedo: Eficiencia con la que los individuos convierten el alimento ingerido
en biomasa. Valores bajos indican gran eficiencia en el uso del alimento. El
promedio en tilapia es de 1.5

e Consumo de proteina (mg/dia)= ADG X (Proteina alimento %BH/100):
Cuanta proteina es consumida diariamente por el individuo.

e Consumo de nitrogeno= Consumo de proteina (mg/dia) X 6.25. Cuanto

nitrégeno es asimilado diariamente por el individuo.
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e Nitrégeno retenido= (((Peso final promedio X Proteina cuerpo final)- (Peso
inicial promedio X Proteina cuerpo inicial)) / 100 / # de dias) / 6.25: Cuanto
nitrogeno es asimilado por el pez.

e Relacion de eficiencia proteica (PER)= ADG/ Consumo de proteina: Este
parametro te da una idea de la calidad de la proteina, si el pez no crece, este
valor sera de 0. Este parametro también te da una idea del consumo y
digestibilidad ya que indica si los aminoacidos han podido ser asimilados.

e Uso aparente de Nitrogeno UAN %= 100 X (N retenido/Consumo de N)

La proporcién de alimentacion diaria (DFR%) fue ajustada semanalmente de
acuerdo al peso corporal (BW) utilizando la funcibn DFR=0.952InBW+7.09
(Japanese Fisheries Agency 1995), por lo que se realizé de manera semanal el
conteo (para contabilizar sobrevivencia). Se dio el alimento tres veces al dia a las 8
am, 12pm y 4pm. El alimento se dio en polvo a lo largo de todo el experimento para

gue la microalga estuviera bien mezclada.

Al finalizar el experimento se tomé un pez de cada pecera para realizar los analisis
bromatolégicos y compararlos con los iniciales. Para los bromatolégicos se

realizaron los mismos que para el alimento.

Los resultados para supervivencia, crecimiento, eficiencia de utilizacion de alimento,
y composicion del cuerpo fueron analizados estadisticamente usando un analisis de
varianza ANOVA. Las diferencias entre los tratamientos fueron evaluados por
significancia (P<0.05) usando el método de Tukey. Para corroborar los resultados
ya que se encontré alta competencia de los organismos, lo que resultaba en
organismos grandes y pequefios en la misma pecera, se realiz otra prueba con un
método no paramétrico, la prueba de Kruskal-Wallis, y de igual manera los

tratamientos fueron evaluados por significancia (P<0.05).

5.4 Normatividad
Para el cuidado y manejo de los organismos con los cuales se estaran trabajando,

se tomaran en cuenta la Norma Oficial Mexicana (NOM), es importante considerar
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el uso de bata, guantes, y alcohol cuando se esté trabajando con las microalgas y
peces para evitar contaminarlos. Desinfectar el material previo a la inoculacion con
hipoclorito de sodio evitar4d contaminacién de bacterias y otros microorganismos

patogenos.
Las NORMAS que se consideraron son:

NOM-048-SSA1-1993 Establece el método normalizado para la evaluacién de

riesgos a la salud como consecuencia de agentes ambientales.

NOM-120-SSA1-1994 Bienes y servicios. Practicas de higiene y sanidad para el

proceso de alimentos, bebidas no alcohdlicas y alcohdlicas.

NOM-128-SSA1-1994 Bienes y servicios. Que establece la aplicacion de un sistema
de analisis de riesgos y control de puntos criticos en la planta industrial procesadora

de productos de pesca.

NOM-001-SEMARNAT-1996 Que establece los limites maximos permisibles de

contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales.

6. Resultados y discusion

6.1 Cultivo y cosecha de la microalga en agua residual de invernadero.

N. limnetica CCMP2260 pudo ser cultivada en el agua proveniente del cultivo de
jitomate de un invernadero hidrop6nico como puede observarse en la gréafica 1.
Comparandose el desarrollo en el agua residual contra el medio BG11, se obtuvo
mejor crecimiento en el agua residual, con una tasa de crecimiento de 0.14 y 0.11
d-1 respectivamente y un tiempo de duplicacion para N. limnetica en agua residual
de 4.95 y en medio BG11 de 6.3. Yubin, et al (2014), al igual que el presente
experimento, evaluaron la tasa de crecimiento de 9 cepas de Nannochloropsis, entre
ellos N. limnetica, inoculandola también en medio BG11, obteniendo una tasa de
crecimiento de 0.07 d-1, lo que nos ayuda a corroborar la eficiencia del uso del agua
residual del invernadero para cultivar la microalga N. limnetica. Esto se puede

explicar por la cantidad de nutrientes disponibles en el medio. Como todos los
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organismos, las microalgas tienen un mejor crecimiento cuando la concentracion de
nutrientes es 6ptima para ellas y varia dependiendo de la especie. Esto quiere decir
que a una concentracion de nutrientes alta o baja el crecimiento disminuye.
Makareviciene (2011) cultivando Chlorella sp. en medio BG11, encontrd, que a tres
diferentes concentraciones de nitrato de 203, 544 y 1094.21 ppm, el crecimiento fue
afectado, considerando los 10 primeros dias de cultivo, obtuvo un mayor crecimiento
en el menos concentrado, siguiéndole la segunda y tercera concentracion. Esto
indica en nuestro caso, que la concentracién de nutrientes existentes en el medio
de agua residual de invernadero del cultivo de jitomate es mas adecuada para la

microalga N. limnetica, que la que le proporciona el medio BG11.

Grafica 1 Tendencia de crecimiento de la microalga Nannochloropsis
limnetica cultivada en dos medios: Agua residual de invernadero de
produccion horticolay en un medio comercial BG11.
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Por otro lado es también importante considerar la proporcion de los nutrientes en el
medio. Para el caso de nitrogeno y fosforo, una proporcion de 16:1 es la mas
adecuada (Oswald, 1998), aunque varia dependiendo de la especie y de las
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condiciones externas como luz o temperatura, ya que de estas dependeran los
requerimientos de la microalga. Una proporcion alta de nitrdgeno, respecto a
fosforo, sugiere una limitacion de foésforo, y una proporcion baja, sugiere una
limitacion de nitrégeno. Por lo tanto, limitaciones o excesos, de estos dos nutrientes,
pueden afectar el crecimiento de las microalgas (Borowitzka, 1998). Esto lo
podemos corroborar con lo encontrado por Mayers, (2014). Observo que
proporciones de N:P mayores a 32:1 afectan gravemente la productividad, ya que
las células comienzan a tener problemas para dividirse debido a la falta de Fosforo.
En nuestro experimento la concentracién de NOs~ y PO4* y sus proporciones, se

describen en la siguiente tabla:

Cuadro 7 Concentracién y proporcién N:P de NOs 'y POs* en el medio BG11y
en el agua residual de invernadero de cultivo de jitomate.

Proporcién
NO3 (ppm) PO4 (ppm) FI)\I:P
BG11 1094 5.25 124:1
Agua 5:1
residual de 830 120
invernadero

La proporcién tan alta entre nitrdgeno respecto a fosforo, que hay en el medio BG11
como se indica en la tabla 1, sugiere que la limitacion de fosforo puede ser la razén
principal por la que se obtuvo un mejor crecimiento en el agua residual de
invernadero. Aunque algunos autores lo utilizan para evaluar el crecimiento de
microalgas de agua dulce (Makareviciene, 2011., Yubin et al., 2014), el medio BG11,
debe ser usado mas para mantener cultivos y no para crecer microalgas de manera
optima. De los datos analizados mencionados en la seccién 2.3, se obtuvo la
proporcion de N:P en el agua residual a lo largo del afio. La que aparece con mas
frecuencia es 5:1, lo que concuerda con la proporcion obtenida en este
experimento, pero va desde 4:1 hasta 25:1. Sin embargo estas proporciones siguen
dentro del rango requerido por las microalgas. Para el medio de agua residual de
invernadero, una proporcion de N:P de 5:1, parece ser adecuado para el crecimiento
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de N. limnetica, aunque se requiere una investigacion posterior, para encontrar el

Optimo de crecimiento.

Ya que se pudo constatar que la microalga N. limnetica puede crecer en agua
residual de invernadero de produccion de jitomate, el siguiente paso fue comprobar,
gue puede ser cultivado a las diferentes concentraciones de nutrientes que se dan
a lo largo de todo el afo, ya que varian considerablemente, como se puede
constatar en la tabla 2, donde se observa la concentracién minima, maximay la mas

frecuente para NOz™ y PO4%.

Cuadro 8 Valores maximos, minimos y mas frecuente, de nutrientes
encontrados en las aguas residuales de produccién horticola de invernadero
del 2012 al 2016.

. Fosfatos
Nitratos m
(ppm) (bpm)
Méaximo 2347.9 337
?"as 886 160
recuente
Minimo 664.5 93

Los tres medios preparados a partir del histérico del agua residual del invernadero

del 2012 al 2016 se muestran en el siguiente cuadro:

Cuadro 9 Medios preparados para evaluar si la microalga N. limnetica puede
crecer en las variaciones de nutrientes existentes en el agua residual del
invernadero del cultivo de jitomate.

) Fosfatos
Nitratos m
(ppm) (bpm)
Maximo 2112.8 302.5
?"as 1052 238
recuente
Minimo 618 121.55
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Como se puede observar en la gréfica 2, la microalga N. limnetica pudo ser cultivada
en agua residual de invernadero de manera satisfactoria y crecer a las diferentes
concentraciones de nutrientes existentes en el agua residual a lo largo de todo el
afio de produccién de jitomate. Sin embargo se obtuvo un mejor crecimiento en la
mas frecuente, siguiéndole la minima y la maxima. Las tasas de crecimiento y

tiempo de duplicacion se observan en el cuadro 10.

Cuadro 10 Tasas de crecimiento y tiempo de duplicacién para la microalga N.
limnetica a tres concentraciones diferentes en agua residual de invernadero
de produccion de jitomate.

Tasa de Tiempo de
crecimiento d! duplicacién
Maximo 21 3.35
Mas 24 2.94
frecuente
Minimo 22 3.12
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Gréfica 2 Crecimiento en el tiempo de la microalga N. limnetica en tres
concentraciones diferentes de agua residual de invernadero de produccion
de jitomate.
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Con base a la informacion obtenida, se pudo escalar las microalga N. Limnetica de

manera optima hasta los reactores de 600L en el exterior.

6.1.1 Escalamiento y procesamiento.
Ya que se obtuvo suficiente inoculo y se encontraron las condiciones de crecimiento

a escala de un litro, se inoculé6 manteniendo una proporcion de 1:10, el reactor de

60L en agua residual del invernadero. Es importante mencionar que la esterilidad y
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asepsia con la que se manejé el cultivo, fueron necesarios para evitar
contaminaciones. La tasa de crecimiento obtenida fue mayor que en el cultivo en
botellas alcanzdndose hasta 0.37 d-1, lo que era esperado ya que en el

fotobiorreactor tubular cerrado que se construyo, la incidencia de luz es mayor y se

le inyectd CO2 para controlar el pH y como fuente de carbono.
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llustracion 2 Fotobiorreactor
tubular cerrado de 60L.

Cuando la concentracion de microalga dentro del biorreactor de 60L se incrementd,
se inocularon los biorreactores tubulares cerrados MK-750 con un volumen total

cada uno de 600L, midiéndose el crecimiento por densidad éptica a 750nm.
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llustraciéon 3 Fotobiorreactores de 600L donde se cultivé la microalga
Nannochloropsis limnetica.

En cuanto se alcanzo6 una concentracion optima de 1.5 de densidad éptica a 750nm,
se cosechg, es decir, se separ6 el agua de la microalga, llevandose a cabo, en una
centrifuga industrial marca Centrimax y posteriormente se almacené a -20°C. Como
paso final la muestra se secé en horno a 40°C almacenandose hasta su uso en la

elaboracion de las dietas.
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llustracion 4 Microalga Nannochloropsis limnetica al ser centrifugada
(izquierda) y congelada (derecha).

\

&

llustracidon 5 Microalga después de ser secada en horno a 40°Cy lista
para ser utilizada como alimento para tilapia.
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6.2 Dietas.

En el cuadro 11 se muestran los resultados obtenidos de la composicion nutrimental

de los dos ingredientes utilizados para la elaboracion de las dietas.

Cuadro 11 Bromatologicos del alimento control de Purinay de la microalga N.

limnetica.

Ingrediente Proteina Lipidos Carbohidratos Cenizas Humedad

Purina 26.98
N. limnetica  37.75

5.19
13.76

50.11
21.54

17.76

9

9.19

Posteriormente se elaboraron 4 dietas balanceadas con diferentes proporciones de

microalga. Cabe remarcar que en la etiqueta proporcionada por el proveedor de

Purina, mencionan que la proporcion de proteina en su alimento esta por encima

del 32%, lo que en los analisis realizados no sali6 asi, con lo que se puede constatar

que las dietas enriquecidas con microalga cubren de manera mas eficiente los

requerimientos de la tilapia ya que Purina tanto en proteina como en carbohidratos

esta fuera del rango. Probablemente incluyen méas carbohidratos para abaratar

costos, ya que la proteina proveniente de harina de pescado, es lo que representa

un mayor costo.

Cuadro 12 Dietas finales respecto a los requerimientos nutricionales de la

tilapia.

Proteina % Lipidos % Carbohidratos % Humedad % Cenizas %
Requeridos 30-40 6-12 20-40 <15 5-15
Purina 100% 26.98 5.19 50.11 9.00 8.72
Purina 95% + NL 5% 27.52 5.62 48.68 9.01 9.17
Purina 90% + NL 10% 32.58 6.78 33.65 11.72 15.28
Purina 85% + NL 15% 32.86 7.16 32.98 11.58 15.41
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6.3 Validacion de la dieta.
Los efectos de las dietas experimentales en el crecimiento de los peces y el uso del

alimento en los 60 dias que duro el experimento, se pueden observar en el cuadro
13. Todas las dietas en general fueron bien aceptadas ya que no se encontro
diferencia significativa respecto al control para ninguna de las 4 dietas. Estos datos
indican que la microalga N. limnetica puede remplazar sin ningan problema la
proteina proveniente de harina de pescado. Los valores mas altos de supervivencia
se obtuvieron en el control y en la dieta Con + 10% NL. Las diferencias en
supervivencia se atribuyen al manejo ya que no se observé ningun deterioro en los

peces relacionados al efecto de la microalga.

Variables clave como peso final, longitud final, altura maxima final, peso ganado,
tasa de crecimiento especifico, peso ganado individual, alimento consumido, tasa
de conversion alimenticia, consumo de proteina, consumo de nitrégeno y PER, no

mostraron diferencias significativas.

Cuadro 13 Crecimiento promedio y asimilacion del alimento para
Oreochromis niloticus alimentada con las dietas experimentales.

Dieta
Con+5% Con +10% Con + 15%

Valores Promedio* Control NL NL NL
Supervivencia % 96.672 95.002 96.672 93.332
Peso inicial (mg) 8402 8202 7482 7172
Peso final (mg) 71072 77572 64372 81032
Longitud patrén inicial 26.2902 28.8202 27.4502 28.1802
Longitud patron final (mm) 72.7912 74.3802 68.6602 77.7002
Altura maxima inicial (mm) 10.7602 10.5602 9.6002 10.5102
Altura méaxima final (mm) 21.6602 23.4302 20.9602 23.1602
Peso ganado (%) 7542 8482 8152 10492
Tasa de crecimiento 35542  3.736*  3.688° 4.060°

especifico (% d-1)
Peso ganado individual (mg

/dia) 242.727%  255.4502  288.385%  217.7452
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Alimento consumido (mg /dia) 247.601%
Tasa de conversion 1.020a
alimenticia

Consumo Proteina (mg /dia) 6.680°

Consumo de N (mg /dia) 1.0692
PER 36.3372

268.1372
1.0502

8.6792
1.3892
29.4342

273.9692
0.9502

8.2902
1.3262
34.7882

264.8432
1.2162

7.6582
1.2252
28.4332

! Los valores seguidos por las mismas letras con subindice no son

significativamente diferentes (p > 0.05).

Gréfica 3 Tendencia de crecimiento en g para las dieta control y las dietas
enriquecidas con microalga al 5%, 10% y 15% en el tiempo.
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Gréfica 4 Tendencia de crecimiento en la longitud patron para las dieta
control y las dietas enriquecidas con microalga al 5%, 10% y 15% en el
tiempo.
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Gréafica 5 Tendencia de crecimiento en la altura maxima para las dieta control
y las dietas enriquecidas con microalga al 5%, 10% y 15% en el tiempo.
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6.4 Aminoacidos Nannochloropsis limnetica vs requerimientos de tilapia.
Como se menciona anteriormente, con base a los resultados obtenidos, la microalga

N. limnetica pudo reemplazar de manera muy eficiente la proteina de harina de
pescado hasta en un 15% ya que no se encontrg diferencia significativa. Esto se
puede constatar con la eficiencia de utilizacion del alimento, ya que la proteina si
esta siendo asimilada. Si comparamos los requerimientos nutricionales de la tilapia
con los aminoéacidos aportados por la microalga N. limnetica se puede observar que
en su mayoria cubren los requerimientos de la tilapia (Cuadro 14), en especial el de
la Argininay la Lisina, de gran importancia para las especies acuicolas. Sin embargo
si se presenta una deficiencia en Metionina y triptéfano lo que a largo plazo puede
ocasionar alta mortalidad y cataratas bilaterales (FAO, 1994), aunque eso no se
observé en el presente experimento, es importante tomarlo en cuenta para que se
use la microalga N. limnetica en dietas de pescado como un complemento o se
incluyan harinas que contengan estos 2 aminoacidos antes mencionados, como es

el caso la harina de soya que si los contiene.

Cuadro 14 Aminoacidos requeridos para la tilapia Oreochromis niloticus Vs
los aminoé&cidos proporcionados en N. limnetica.

L. Requerimientos Aminoacidos en N.
Aminoacidos . . - . .
aminoacidos tilapia Limnetica
Arginina 1.81 7.55
Histidina 0.75 1.33
Isoleucina 1.34 3.28
Leucina 1.46 9.83
Lisina 2.2 6.98
Metionina 0.75 “
Fenilalanina 2.38 5.32
Treonina 1.7 4.04
Triptofano 0.43 “
Valina 1.2 7.41

Es importante remarcar que la microalga N. limnetica posee valores nutricionales

adecuados para el crecimiento de juveniles de la tilapia hasta una inclusion del 15%,
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enriqueciendo un alimento comercial de alta calidad como es la marca purina. No
se encontré informacion de esta microalga siendo usada en dietas para la
alimentacion de la tilapia, de alli la importancia de la presente investigacion. Sin
embargo es importante considerar diferentes investigaciones con otras microalgas
que si encontraron efectos negativos en inclusiones altas. El-Dahhar, et al. (2014)
usaron la microalga Nannochloropsis oculata para alimentar alevines de Liza
Ramada en una proporcion de 0, 7, 14, 21, 28% encontrando los mejores resultados
respecto a peso ganado y tasa de conversion alimenticia al 21% siendo afectado el
crecimiento del pez por encima de estos valores. Esto también concuerda con lo
encontrado por Olvera, et al. (1998), quien utilizando alevines de tilapia con la
microalga Spirulina maxima en proporcién de 20, 40, 60, 80 y 100% obtuvo los
mejores resultados con 40%. El-Sayed, et al. ( 2013) también encontré que se
puede utilizar la microalga Spirulina hasta en un 50% para mejorar el crecimiento
de la tilapia. Estas investigaciones sugieren que hay que tener cuidado con
inclusiones altas de microalga, principalmente por cuestion de palatabilidad, pero
ayudan a reforzar nuestra investigacion comprobando que las microalgas si pueden
ser usadas para substituir proteina animal, pero que debe ser complementada con
otros ingredientes que contengan los aminoacidos que no contiene la microalga N.
limnetica. También es importante agregar que aunque en nuestro caso solo se
enriqgueci6 un alimento comercial, a futuro se esperaria poder substituir
completamente la harina de pescado por lo que se podria realizar una nueva

investigacion al respecto aunque cabe esperar un resultado parecido.

6.5 Costos.
Es de suma importancia considerar el costo de una dieta enriquecida con microalga,

ya que muchos productores solo incluiran este tipo de ingredientes en la dieta para
sus peces si el precio es menor, o si el precio es parecido pero le pueda aportar un
beneficio adicional. Con base a este criterio y considerando reemplazar por
completo la harina de pescado, se realizo un analisis del costo de los principales
ingredientes usados para la elaboracién de una dieta en el mundo. Principalmente
se buscaron ingredientes de bajo costo con alto contenido de proteina, que cubran

todos los requerimientos de la tilapia. Los mas usados son harina de pescado,
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harina de soya, harina de trigo, aceite de pescado, lectina de soya y una premezcla
de vitaminas y minerales (FAO, 2018). Los costos se evaluaron con base a la

siguiente formulacion:

Cuadro 15 Formulacién de dos dietas elaboradas a partir de Harina de
pescado la primeray harina de microalga la segunda.

Harina de pescado 60 8 5 1 15 11 16.0% 9.60 128 0.80 0.16 2.40 1.76
Harina de soya 48 12 38.4 4.4 8 40.0% 19.20 0.48 15.36 176 3.20 0.00
Harina de trigo 10 23 72 11 4.7 32.0% 3.20 0.74 23.04 3.52 1.50 0.00
Aceite de pescado 15 75 10 0 0 4.0% 0.60 3.00 0.40 0.00 0.00 0.00
Lecitina de soya 15 75 10 0 0 4.0% 0.60 3.00 0.40 0.00 0.00 0.00
Mix de vitaminas y minerales 100 4.0% 0.00 0.00 0.00 0.00 4.00 0.00
Total 100%
33.20 8.50 40.00 5.44 11.10 1.76 100.00
Harina de pescado 60 8 5 1 15 11 0.0% 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Harina de soya 48 12 38.4 4.4 8 0 36.0% 17.28 0.43 13.82 1.58 2.88 0.00
Harina de trigo 10 23 72 11 4.7 0 25.0% 2.50 0.58 18.00 275 118 0.00
Aceite de pescado 15 75 10 0 0 0 2.5% 0.38 1.88 0.25 0.00 0.00 0.00
Lecitina de soya 15 75 10 0 0 0 2.5% 0.38 1.88 0.25 0.00 0.00 0.00
Mix de vitaminas y minerales 100 0 2.0% 0.00 0.00 0.00 0.00 2.00 0.00
Harina de microalga 37.75 13.76 2154 0 17.76 9.19 32.0% 12.08 4.40 6.89 0.00 5.68 294
Total 100%
32.61 9.16 39.22 4.33 11.74 2.94 100.00




Cuadro 16 Comparacion de costos en pesos Mexicanos de un alimento para
el estadio de juvenil con y sin la microalga N. limnetica.

Alimento Inicial sin microalga

Ingrediente Cantidad Costo ingredientes por kilo |Costo de lo usado por kilo |Costo bulto 25 Kg |Costo bulto 25 Kg publico
Harina de pescado 16%| S 2839 | S 4.54

Harina de soya 40%| $ 7.21|$ 2.88

Harina de trigo 32%| S 8.86 | $ 2.84

Aceite de pescado 4%| S 30.00 | $ 1.20

Lecitina de soya 4%| $ 30.00 | $ 1.20 ? 336.52 13 700.00
Mix de vitaminas 2%| S 20.00 | $ 0.40

Minerales 2%| S 20.00 | $ 0.40

Harina de microalga 0%| $ 35.00 | $ -

Totales 84% S 13.46

Alimento Inicial con microalga

Ingrediente Cantidad Costo ingredientes por kilo |Costo de lo usado por kilo |Costo bulto 25 Kg |Costo bulto 25 Kg publico
Harina de pescado S 2839 S -

Harina de soya 49%| S 7.21|$ 3.53

Harina de trigo 29%| $ 8.86|$S 2.57

Ace'it.e de pescado 2.5%| S 30.00 | $ 0.75 $ 33127 | $ 200.00
Lecitina de soya 2.5%| S 30.00 | $ 0.75

Mix de vitaminas 1.0%| $ 20.00 | S 0.20

Minerales 1.0%| $ 20.00 | $ 0.20

Harina de microalga 15.0%| S 35.00 | $ 5.25

Totales 100% S 13.25

En el cuadro 16 se puede comparar el costo de un bulto de 25 kilos de cuanto sale
aproximadamente un bulto comercial que utilice como base la harina de pescado y
un bulto reemplazando la harina de pescado por la microalga N. limnetica. Como se
puede constatar, los precios son muy parecidos. Sin embargo considerando que lo
gue la microalga pretende substituir principalmente es la harina de pescado, vale la

pena ahondar un poco mas en este punto.

La harina de pescado segun el Banco mundial (2018), ha ido incrementando su
precio en los ultimos 20 afios como se puede observar en la gréfica 6. Alcanzando
un precio de casi 30 mil pesos la tonelada en el 2016. Eventualmente como se
puede constatar con base al incremento poblacional, los precios se seguiran
incrementado por lo que eventualmente el costo para la harina de pescado sera

mucho mas caro que el de las microalgas que paulatinamente han ido bajando en
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los dltimos afos, principalmente porque es un ingrediente que no depende de la

estacionalidad y de factores como la sobrepesca.

Gréfica 6 Precio mensual de la harina de pescado-Peso Mexicano por
tonelada.
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Banco mundial (2018)

Por ultimo hay un factor mas a considerar como es el Omega 3. Aunque no se hizo
el analisis en la presente investigacion, autores como Paalares y colaboradores
(2016) encontraron que agregando Omega 3 y 6 en la dieta de tilapia se incremento
al doble el contenido de este compuesto en la tilapia, lo que da un valor agregado
al consumo de este organismo, ya que como Sse mencion0 en puntos anteriores,
este compuesto es de suma importancia en la nutricion humana, por lo que, ya que
la harina de pescado normalmente contiene este compuesto pero no todas las
microalgas, el que hayamos seleccionado esta microalga que si lo contiene le da la

posibilidad de convertirse en un ingrediente esencial en el futuro para la produccion
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acuicola. Ademas hay que considerar que el nivel de omega que contiene el aceite
de pescado es inferior al que proveen las microalgas por lo que se puede

incrementar alin mas el contenido de este compuesto en los peces.
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6.6 Resumen de resultados y discusion.
La microalga N. limnetica puede ser cultivada en agua residual de invernadero de

produccion horticola a lo largo de todo el afio en cantidad y calidad suficientes para

enriquecer dietas para tilapia.

Comparando el crecimiento con el medio BG11, presenta una mejor tasa de
crecimiento y menor tiempo de duplicacién en agua residual de un invernadero de

produccion horticola.

La microalga N. limnetica pudo ser utilizada para elaborar 3 dietas en una proporcion

de 5%, 10% y 15% que cubren los requerimientos nutricionales de la tilapia.

La microalga N. limnetica puede remplazar hasta en un 15% un alimento comercial
(Purina) a base de harina de pescado sin diferencias significativas en la

supervivencia, asimilacion, peso y crecimiento de la tilapia Oreochromis niloticus.

EL costo de un alimento enriquecido con un 15% de la microalga N. limnetica es
muy parecido a un alimento que utiliza la harina de pescado como ingrediente, sin
embargo el hecho de que se pueda incrementar el contenido de omega 3, le da un
valor agregado, lo que probablemente permitira una mejor aceptacion por los
productores de tilapia en el mundo. Ademas considerando la tendencia al
incremento de precios de la harina de pescado, en un futuro cercano, el substituir la

harina por microalga como fuente de proteina permitira obtener un costo menor.
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7. Conclusiones
Se pudo elaborar una dieta enriquecida con la microalga N. limnetica que cubre los

requerimientos nutricionales de la tilapia (Oreochromis niloticus), comprobandose
que la microalga N. limnetica puede remplazar hasta en un 15% un alimento
comercial de alta calidad elaborado a base harina de pescado no encontrandose

una diferencia significativa en su crecimiento, supervivencia y asimilacion.
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