| Universidad auténoma de Querétaro
Facultad de ingenieria

DESARROLLO DE UN ALIMENTO FUNCIONAL
ELABORADO CON LARVA DE MOSCA SOLDADO-
MICROALGAS Y SU EFECTO FISIOLOGICO EN TILAPIA

Tesis
Que como parte de los requisitos para
obtener el grado de

Doctor en Ingenieria de Biosistemas

Presenta

M. en C. Maria Isabel Nieto Ramirez

Dirigido por

Dr. Juan Fernando Garcia Trejo

Querétaro, Qro. A 30 de noviembre, 2023



REPOSITORIO
INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

Direccion General de Bibliotecas y Servicios Digitales
de Informacion

[©loke)

DESARROLLO DE UN ALIMENTO FUNCIONAL
ELABORADO CON LARVA DE MOSCA SOLDADO-
MICROALGAS Y SU EFECTO FISIOLOGICO EN TILAPIA

por

Maria Isabel Nieto Ramirez

se distribuye bajo una Licencia Creative Commons
Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0
Internacional.

Clave RIl: IGDCC-215027



UNIYERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO)

Universidad Autdnoma de Querétaro
Facultad de Ingenieria
Maestria en Ciencias en Ingenieria de Biosistemas

DESARROLLO DE UN ALIMENTO FUNCIONAL
ELABORADO CON LARVA DE MOSCA SOLDADO-
MICROALGAS Y SU EFECTO FISIOLOGICO EN TILAPIA

Tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el Grado de
Doctorado en Ingenieria de Biosistemas

Presenta:
M. en C. Maria Isabel Nieto Ramirez

Dirigido por:
Dr. Juan Fernando Garcia Trejo

Dr. Juan Fernando Garcia Trejo
Presidente

Dra. Ana Angélica Feregrino Pérez
Secretario

Dra. Rocio Campos Vega
Vocal

Dr. José Guadalupe Gomez Soto
Suplente

Dr. Ramoén Gerardo Guevara Gonzalez
Suplente

Centro Universitario Querétaro, Qro.
Noviembre, 2023
México.



AGRADECIMIENTOS
Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCyT) por
conceder la beca de manutencion para el desarrollo de este proyecto de posgrado

con la finalidad de obtener el grado de Doctor en Ingenieria de Biosistemas.

Al Dr. Juan Fernando Garcia por su apoyo, acompafiamiento y paciencia durante
el desarrollo de este proyecto.

A los doctores que conforman mi comité sinodal por sus consejos, correcciones y

apoyo durante el progreso del experimento y escritura de tesis.

A mis compafieros de laboratorio que me apoyaron en todo momento.

A mis papads y hermana por sus porras, apoyo y comprensién durante este
proceso.

A Vane, Montse y Jime que me ayudaron en los tropiezos, por su apoyo en el

laboratorio y en el invernadero.

A mis alumnos por inspirarme a estar en constante preparacion para poder darles

un ejemplo y motivacién a crecer.



DEDICATORIA

Este trabajo se lo dedico a las mujeres mas importantes en mi vida: mi mama, mi
abue lolis, mi abue fufu y a mi hermana que me han demostrado el valor, la fuerza
y las ganas de seguir adelante sin importar las situaciones complicadas que se
puedan presentar desde el nacimiento de un nuevo integrante de la familia hasta
superar enfermedades fuertes. La fortaleza y las ganas de seguir adelante, asi
como, la actitud positiva son las que me han acompafiado ante este proceso de

superacion académica.



INDICE

| INTRODUCCION ......ciiiiitieeeeeeieteeeee et ee et es ettt s et n e, 13
LI ANTECEDENTES......coiiiotiteteece ettt n e, 15
I HIPOTESIS. ..ottt ettt ettt anas 19
HI OBJETIVOS.... ..ottt ettt ee et s et n et n e, 20
HEE GENERAL......ocoieieeeeeteeeteeeee ettt n ettt st en e, 20
LI ODbjetivos PartiCUIAreS ..o 20
V. METODOLOGIA ...ttt 20

IV.I Obtencion de carvacrol y harinas de larva de mosca soldado y microalgas

................................................................................................ 21
IV.I.I  Obtencion del carvacrol...........cccceeeeii i, 21
IV.LLII Obtencion de [as harinas...........cccceee 23
IV.LIII  Caracterizacion bromatologica de las harinas............ccccevvvvvceeneeennn. 23

V.1 Formulacién de los alimentos experimentales con harina de microalga y

de larva de mosca SOlIdado............cooeeieiiieii e, 27
IV.ILI Alimentos experimentales ... 28
IV.ILLII Determinaciones fisicas de los alimentos .............ccccceeeeeeeeeeeeeeeee, 29

IV.IIl Determinacion de las variables de crecimiento .............ccccccvvvvennnnnnnnnnns 31

IV.IIl.I Evaluacién de los alimentos experimentales sobre la fisiologia de la

tilapia alimentada............ccoooiiiiiiiiii e 31

IV.1ILII Evaluacion del alimento adicionado con carvacrol sobre la fisiologia

(0 L= (] F= T = ST 32
V.11 Estado fisioldgico de la tilapia ...........ccoooeeeeeiiiiiiiiiii e, 33
V.11V Monitoreo del CreCimMIiENtO .........cceuvueviiiiieeeeeeeeeee e 33

IV.III.V Variables asociadas a la producCion............ccccceeeiii, 34



IV.ILVI ANalisis 0rgan0SOMALICOS.........ccvvvrirriiiieeeeeeeeeeee e e e 35

IV.LVII Calidad d€ agUa..........ccoovviiiiiiiiiie e e eaanns 36
IV.IHLVIE  ANALISIS @STATISTICO ..eneeeeee e 36
RESULTADOS Y DISCUSION ...coee oottt ettt eeea e, 36

V.l Caracterizacion proximal de la harina de microalgas y larva de mosca
(50 ] (0 = o [o 1P 36

V.l Formulacion y elaboracion de los alimentos experimentales.................... 40

V.1 Determinacion de las variables de crecimiento y fisiologia de la Tilapia

Vi

VII

V.III.I  Determinacion de las variables de crecimiento de la tilapia alimentada

con tres dietas experimentales ...........ccovvi e 44

V.IILII  Determinacion de las variables de crecimiento en la tilapia alimentada

con dos dietas adicionadas con aceite de 0régano ...........ccccceeeeeviiiiiiiiieeeennn. 51
V.IILIT Monitoreo de la calidad de agua ...............ueeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 57
CONCLUSIONES .....coiiiiieiei ittt ettt e e e e e e eeeeeeens 60

BIBLIOGRAFIA .o e 61



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Caracterizacion bromatolégica de la harina de microalga y larva de

MNOSCA SOIAAUO. ... e e e e 37
Cuadro 2. Caracterizacion bromatologica de las harinas complementarias. ......... 38
Cuadro 3. Perfil de aminoacidos de la harina de larva de mosca soldado............. 38

Cuadro 4. Concentracion en porcentaje de acidos grasos contenidos en harina de
larva de MOoSCa SOIdATO. ......ooeeiiieeee e 39
Cuadro 5. Férmula y composicién quimica de los alimentos experimentales para
tilapia en etapa de AleVIN. ........ccooii i e ———— 41
Cuadro 6. Caracteristicas fisicas de los alimentos elaborados..............ccccccuvvennnnns 42
Cuadro 7. Evaluacion del tipo de desarrollo de alevines de tilapia alimentados con
las cuatro diferentes dietas experimentales.................uuuveviiiiiiiiiiiiiiiiiie 48
Cuadro 8. Variables de produccién calculadas para los alevines alimentados con
los cuatro diferentes alimentos experimentales. ............cooovviiiiiiiieeeeeeviiee e, 49
Cuadro 9. Proteina total, glucosa, colesterol y triglicéridos cuantificados en plasma
obtenido de alevines de tilapia alimentados con las cuatro diferentes dietas. ....... 50
Cuadro 10. Determinacion del factor de condicién y los indices 6rgano-soméaticos
de los alevines de tilapia alimentados con las cuatro dietas experimentales......... 50
Cuadro 11. Tipo de crecimiento en alevines de tilapia alimentados con alimento
mezcla adicionado con aceite de Orégano. ..........ccoeeeriiiiiiiiiiiiiee e e e 53
Cuadro 12. Variables de produccion de alevines de tilapia alimentada con el
alimento mezcla adicionado con aceite de orégano y con alimento comercial
adicionado con aditivo COMEICIAL. .........cooiiiiiiiiiiiie e 55
Cuadro 13. Proteina total, glucosa, colesterol y triglicéridos analizados en plasma

obtenido de alevines de tilapia alimentados con las cuatro dietas experimentales.

Cuadro 14. Determinaciones organo-somaticas de alevines de tilapia alimentados
con los cuatro alimentos experimentales. ..............uuueiiiiiiiiiiii e 57

Cuadro 15. Monitoreo de las condiciones fisicas y quimicas de agua de los



diferentes alimentos suministrados a los alevines de tilapia durante las 15

SeMANas de EXPEINMENTO. . ....uuuii i e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeran s 58



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Diagrama general del desarrollo de un alimento funcional y su efecto
sobre la fisiologia y produccion de tilapia. ...........oocoveiiiiiiiieiiiii e 21
Figura 2. Pre-tratamiento de las harinas de microalga y larva de mosca soldado
(secado, molienda y tamizad). .........uiiiiieeiiiiiee e 23
Figura 3. A) harinas para el alimento de larva de mosca soldado, B) harinas para
el alimento mezcla (microalga + larva de mosca soldado), y C) mezclado de las
harinas correspondientes para cada uno de los alimentos experimentales........... 29
Figura 4. Sistema de cultivo experimental de tilapia. A) Sistema con estanques de
370 L, B) Sistema con estanques de 1100 L. ........ccoovviiiiiiiiiiie e 32
Figura 5. A) Biosistema para la evaluacién de tres alimentos con harina de
microalga y de larva de mosca soldado con dos niveles de inclusion de aceite
esencial de 0régan; 1Y 2 90, .....uuuiiieeeeeieeeeiiei e e e et e e e e e e e e e e e e e e eaaan 33
Figura 6. Alimento elaborado y separado por diferentes tamafios; tamiz 30 (0.5
mm), tamiz 20 (0.8 mm) y tamiz 10 (2 MM). ...euuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 42
Figura 7. A) Reproductor macho y B) reproductor hembra de tilapia utilizados para
|2 ODLENCION A NUEBVO. .....uiiiiiiiiiiiiiiiiii e eennnnes 44
Figura 8. A) Reproductor hembra de tilapia con huevo fecundado. B) Sistema de
jarra para la eclosion de huevo de tilapia............c..eeeeeiieeiiiiiiiii e 44
Figura 9. A) Sistema de 12 estanques de 370 L de volumen para la eclosion y
cultivo de alevines. B) Sistema de 12 estanques de 1100 L para el mantenimiento
0 AIEVINES ... ettt nnnnn 45
Figura 10. Crecimiento en peso de alevines de tilapia alimentados con las cuatro
dietas experimentales desde los 5 dias de eclosion. DB: alimento mezcla, DC:
alimento comercial, DLMS: alimento larva y DM: alimento microalga. Los
resultados presentan la desviacion estandar de cada medicién con un valor de p <
0.05, N = 50, 1ttt e e e e e e e e e e s e aaaas 46
Figura 11. Desarrollo de alevines de tilapia respecto a su longitud (mm)

alimentados con los cuatro diferentes alimentos experimentales desde los 5 dias



de eclosion. DB: alimento mezcla, DC: alimento comercial, DLMS: alimento larva y
DM: alimento microalga. Los resultados se presentan con la desviacion estandar
de cada medicion con un valor de p < 0.05, N = 50. ..cccooiiiiiiiiiiiiiiiie e 47
Figura 12. Crecimiento en peso de alevines de tilapia alimentados con el alimento
mezcla (DB) adicionado con aceite de orégano (0.0, 0.1 y 0.2 %) y con alimento
comercial (DC) adicionado con aditivo (0.0, 0.1 y 0.2 %). Los resultados se

expresan como la desviacion estandar de cada medicion con un valor de p < 0.05,

Figura 13. Crecimiento en longitud total de alevines de tilapia alimentados con
alimento mezcla (DB) adicionado con aceite de orégano (0.1 y 0.2 %) y con
alimento comercial (DC) adicionado con aditivo (0.1 y 0.2 %). Los resultados se

expresan en la desviacion estandar de cada medicion con un valor de p < 0.05, n



RESUMEN

Los alimentos funcionales son una alternativa al uso de antibioticos, asi como un
mayor rendimiento de produccion. El presente trabajo tuvo como objetivo el
desarrollo de un alimento funcional con harinas de larva de mosca soldado y
microalgas adicionado con inmunoestimulantes y evaluar su efecto en la fisiologia
de Tilapia. Para cumplir con este objetivo se disefiaron y formularon tres dietas
con la inclusion de larva de mosca soldado negro y microalgas (dieta solo larva,
dieta solo microalga y dieta mezcla larva-microalga) y una dieta comercial.
Ademas, la dieta mezcla fue adicionada con aceite de orégano con 52 % de
carvacrol a los niveles 0.0, 0.1 y 0.2 % de aceite. Por otro lado, se adicion6
alimento comercial adicionado con un aditivo comercial con ajo y canela a los
niveles 0.0, 0.1 y 0.2 %. Se evaluaron las caracteristicas fisico-quimicas de los
alimentos, asi como el crecimiento de los alevines alimentados con las dietas
experimentales. La bioquimica sanguinea, y los analisis organosomaticos se
realizaron al final de la experimentacién. Los resultados mostraron un mayor
crecimiento en los alevines alimentados con la dieta mezcla, asi como con el 0.2
% de aceite adicionado. Por otra parte, la dieta comercial con el 0.2 % de aditivo
comercial presentd mayor crecimiento y un factor de conversion alimenticia bajo.
La concentracién de proteina y glucosa fue mayor en los alevines alimentados con
la dieta comercial adicionada con el 0.1 % del aditivo. En conclusion, la inclusién
de larva de mosca soldado negro y microalgas incrementa la tasa de crecimiento
sin afectar su condicion bioquimica (proteina, glucosa, colesterol y triglicéridos en
suero), asi como el desarrollo correcto de los érganos. Ademas, la inclusion de
aceite de orégano puede ser incluido en nuevas dietas para el desarrollo correcto

de alevines de tilapia.

Palabras clave; Alimento funcional, microalgas, larva de mosca soldado, carvacrol,

Tilapia.



ABSTRACT

Functional aquafeeds are an alternative to the use of antibiotics, as well as a
higher production yield. The aim of this work was the development of a functional
aquafeed with meals of soldier fly larvae and microalgae added with
immunostimulants and to evaluate its effect on the physiology of Tilapia. Three
diets were designed and formulated with the inclusion of black soldier fly larvae
and microalgae (larvae diet, microalgae diet, and mixed larvae and microalgae
diet) and a commercial diet. In addition, the mixed diet was added with oregano oll
with 52% carvacrol at levels 0.0, 0.1 and 0.2% oil. On the other hand, commercial
aguafeed added with a commercial additive with garlic and cinnamon was added at
levels 0.0, 0.1 and 0.2 %. The physicochemical characteristics of the aquafeed
were evaluated, as well as the growth of the fingerlings fed with the experimental
diets. Blood biochemistry and organosomatic analyzes were performed at the end
of the experimentation. The results showed a higher growth in the fingerlings fed
with the mixed diet, as well as with 0.2 % of added oil. On the other hand, the
commercial diet with 0.2 % of commercial additive presented higher growth and a
low feed conversion factor. The concentration of protein, glucose, triglycerides, and
cholesterol was in the fry fed with the commercial diet added to 0.1 % with the
commercial diet. In conclusion, the inclusion of black soldier fly larvae and
microalgae increases the growth rate without affecting their biochemical condition
(protein, glucose, cholesterol, and triglycerides in serum), as well as the correct
development of the organs. In addition, the inclusion of oregano oil can be included

in new diets for the correct development of tilapia fingerlings.

Key words; Functional aguafeed, microalgae, Black Soldier fly larvae, carvacrol,
Tilapia.



|  INTRODUCCION

La acuicultura, de acuerdo con la Administracion Nacional Oceanica y Atmosférica
(NOAA), es una actividad que se dedica a la reproduccion, crianza y cosecha de
peces, mariscos y algas en cualquier tipo de ambiente acuatico. Esta actividad
tiene como objetivo la produccion controlada de organismos acuaticos que mejore
el abastecimiento de su consumo. A nivel mundial, la producciéon acuicola de
especies animales incrementd en un 2.7 % del afio 2019 al 2020 (FAO, 2022). En
México se alcanz6 un incremento en la produccion acuicola y pesquera del 1.6 %
entre el afio 2019 y 2020. Este incremento se debe al crecimiento demogréfico
gue se ha presentado en afios recientes resultando en un aumento en el consumo
de alimentos de origen acuicola (de 19.6 kg en 2010 a 20.5 kg en 20219 per
capita) (SAGARPA, 2021).

En la actualidad los sistemas alimentarios acuicolas van en incremento de una
manera sostenible tomando en cuenta 1) la aplicacion de practicas acuicolas
sostenibles, 2) incluir en la acuicultura nuevas estrategias de desarrollo a nivel
nacional, regional y mundial, 3) satisfacer la demanda de alimentos acuéticos
incrementando la produccién acuicola y 4) incrementar las capacidades de uso y
aplicacién de tecnologias y practicas innovadoras para generar una produccion
acuicola mas eficiente. Dentro de la intensificacion de los sistemas acuicolas de
produccién es necesario la mejora genética en los programas de mejoramiento,
los piensos o alimentos, la bioseguridad y el control de las enfermedades (FAO,
2022). Debido a la intensificacion de la produccién acuicola se ha realizado el uso
indiscriminado de antibiéticos como control de enfermedades generando no solo
resistencia antibiotica, si no contaminacion del agua, del suelo y del producto final
(Chen et al., 2020; Shao et al., 2021).

Nuevas formulas para piensos o alimentos han sido desarrolladas con el objetivo
de disminuir los costos de produccién, la pesca, el uso de antibi6ticos y mejorar la
alimentacion animal. La nutricion acuicola, como parte esencial de la alimentacion

de organismos acuaticos, implica la interaccion entre los nutrientes con las partes



u organos del pez, tomando en cuenta la composicion del alimento, la ingestion,
liberacion de energia, la eliminacion de los residuos, asi como la sintesis de
compuestos para su mantenimiento (Hardy et al.,, 2022; Prabu et al., 2017).
Debido a esta interaccion de nutrientes, se busca la formulacion de alimentos
alternativos con ingredientes dietéticos que proporcionan beneficios sobre el
crecimiento y salud del organismo (Bullon et al., 2023). Estos alimentos
alternativos se caracterizan por tener nutrientes y aditivos con diferentes
funciones, las cuales coadyuven al sistema digestivo, promueven el crecimiento e
incluso estimulen el sistema inmune (Alemayehu et al.,, 2018). Algunos de los
compuestos que caracterizan a los alimentos funcionales son aditivos no
nutritivos, como derivados de plantas (fitogénicos), probidticos, enzimas,
aglutinantes de micotoxinas, entre otros (Dawood et al., 2022; Rashidian et al.,
2023; Rohani et al., 2022).

Dentro de la formulacion de estos alimentos se encuentra la adicion en diferentes
proporciones de harina de microalgas y/o larva de mosca soldado ya que
presentan nutrientes indispensables para el crecimiento de los peces (Chen et al.,
2021; Mohan et al., 2022; Ratti et al., 2023; Sarker et al., 2020; Tippayadara et al.,
2021; Zahran et al., 2023). Por otra parte, los ingredientes no nutritivos pueden ser
compuestos con funcidon inmunoestimulante; es decir, ingredientes que pueden
activar el sistema inmune con el fin de prevenir enfermedades (Chieng et al.,
2018). Estos ingredientes son generalmente obtenidos de aceites esenciales de
plantas tales como polifenoles, flavonoides, terpenoides, alcaloides entre otros
(Abdel-Latif et al., 2020; Dawood et al., 2022; Huyben et al., 2021). Dentro de los
compuestos con estas caracteristicas usados en la alimentacion acuicola se
encuentra el carvacrol (Abdel-Latif et al., 2020; Firmino et al., 2021; Shourbela et
al., 2021).

Es por ello que el presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar un alimento
funcional con base en microalga y larva de mosca soldado, adicionado con

carvacrol para evaluar el efecto que tuvo sobre el rendimiento, la sobrevivencia y



la fisiologia de tilapia.
.. ANTECEDENTES

La intensificacion de los sistemas de produccién acuicola permite el cultivo de un
mayor numero de organismos en espacios mas reducidos. Sin embargo, la
alimentacion en estos sistemas ha presentado diversas problematicas desde la
obtencion de grandes volumenes de alimento hasta los elevados costos de obtencion
debido a la demanda de harina y aceite de pescado. Ademas de la alimentacion, el
manejo y control de enfermedades es un tema critico por considerar en sistemas de
cultivo semi-intensivos e intensivos debido a la alta incidencia que estos presentan
(Duarte et al., 2019; Wuertz et al., 2021). Es por ello por lo que se han propuesto
alimentos funcionales acuicolas que mejoren la nutricion vy fisiologia de los peces, asi

como las caracteristicas fisicas y quimicas de estos (Rashidian et al., 2023).

La alimentacion acuicola involucra, ademas de la nutricidén, otros aspectos como la
composicion del alimento, su forma de ingestion, la liberacién de energia y la
eliminacion de residuos generados de su metabolismo (Prabu et al.,, 2017). Parte
esencial de los alimentos acuicolas son las harinas que proporcionan proteinas,
lipidos y energia necesaria para el desarrollo de los peces. Sin embargo, debido a la
alta demanda de harina y aceite de pescado ha generado la disminucion de
poblaciones de peces silvestres y por tanto incrementado los costos de los alimentos
(Oliva-Teles et al., 2022). Debido a esto, se busca sustituir de manera total o parcial la
harina de pescado por nuevas fuentes de proteina y de aceite. Harinas de una gran
variedad de plantas y semillas han sido usadas: harina de soya, de canola, de semilla
de algoddn (Jannathulla et al., 2019).

Actualmente hay otras alternativas como el uso de harinas provenientes de insectos:
gusano de la seda (Bombix mori), mosca soldado negra (Hermetia illucens), mosca
domeéstica (Musca domestica), gusano amarillo (Tenebrio molitor), gusano de la harina
(Alphitobius diaperinus), grillo de casa (Gryllodes sigillatus), y grillo de campo de
Jamaica (Gryllus assimilis) (Alfiko et al., 2022). La harina de larva de mosca soldado

negro se ha distinguido como una buena alternativa proteica en alimentos



balanceados acuicolas debido a su capacidad de bio-convertir residuos orgéanicos en
materia con alto contenido nutricional. Esta harina contiene altos porcentajes de
proteina (40-45 %) con un perfil de aminoacidos aceptable para la alimentacion
acuicola principalmente en el contenido de lisina, metionina, leucina e isoleucina.
Ademas, dentro del contenido de grasas totales (30-35%) se encuentran acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) (Cengi¢-DZomba et al., 2020). Debido a esto, esta
harina se ha usado en diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado, desde
un 25 % hasta 100 % (Oteri et al., 2021). Una gran variedad de formulas para
alimentos acuicolas con harina de larva de mosca soldad han sido evaluadas en
diversas especies acuaticas como salmoén del Atlantico (Salmo salar), carpa (Cyprinus
carpio), tilapia (Oreochromis niluticus), lobina europea (Dicentrarchus labrax), pez
cebra (Danio rerio), entre otros (Abdel-Tawwab et al., 2020; Belghit, Liland, et al.,
2019; Tippayadara et al., 2021; Zhou et al., 2018). Los resultados de la evaluacion de
este tipo de alimentos han demostrado incrementar el crecimiento en tilapia
alimentada con el 75 % de sustitucién de harina de pescado (Limbu et al., 2022).
Ademas, en este mismo organismo, el uso de harina de larva de mosca soldado no
afecta los indices hepaticos y viscerales (Tippayadara et al.,, 2021), y mejora la
digestibilidad aparente (Muin & Taufek, 2022) a diferencia de la alimentacién con
harina de pescado. En otros peces como la lobina europea, la alimentacién con harina
de larva de mosca soldado incrementa la actividad de lisozima como parte del sistema
inmune (Abdel-Latif et al., 2021). La inclusién de esta harina de insecto al 10 % en
alimentos para salmon también increment6 la tasa de crecimiento especifico, la
ganancia de peso, la tasa de eficiencia proteica y la tasa de crecimiento térmico a
diferencia de la inclusion de larva de mosca soldado al 20 y 30 % (Fisher et al., 2020).
Sin embargo, Belghit et al., (2019) no reportan diferencias significativas en las tasas
de crecimiento, la digestibilidad aparente, la actividad de enzimas digestivas, la
composicion quimica proximal de salmén del Atlantico alimentado con 33, 66 y 100 %

de sustitucion de harina de pescado por harina de larva de mosca soldado.

Ademas de las harinas de insectos, las microalgas son otra alternativa a la sustitucion
de harina de pescado debido a su contenido nutricional (mejoradores del crecimiento)

y a su contenido en compuestos inmunoestimuladores (Joshua & Zulperi, 2020).



Diferentes especies de microalgas se han usado en la alimentacion de peces como
Chlorella sorokiniana, Chlorella vulgaris, Nannochloropsis oculata, Schizochytrium sp.,
Spirulina sp. (Ahmad et al., 2022; Karapanagiotidis et al., 2022; C. Liu et al., 2022;
Tokusoglu & tGUnal, 2003). Una de estas especies mas usada es Chlorella vulgaris
debido a su contenido en aminoacidos como lisina, leucina, alanina, treonina, asi
como su alto contenido en &cidos grasos (acido oléico, palmitico, linolénico y linoléico)
(Ahmad et al., 2020). Esta microalga sola y combinada con larva de mosca soldado se
ha evaluado en la alimentacién de trucha arcoiris mejorando los parametros de
produccion y la salud intestinal (Liu et al., 2022). Ademas, en pez dorado, se ha
demostrado no tener diferencias en la tasa de crecimiento, el factor de conversion
alimenticia y la tasa de ganancia de peso cuando se reemplaza en un 30 % la harina
de pescado por harina de Chlorella vulgaris demostrando ser una alternativa potencial
como insumo proteico (Karapanagiotidis et al., 2022). En tilapia alimentada con
Chlorella vulgaris los parametros de produccion incrementan cuando se incrementa el
porcentaje de inclusion de la microalga (2.5 hasta 20 g/kg) (Abdel-Tawwab et al.,
2022). Por otro lado, Nanncloropsis oculata también se ha usado en la produccién de
alimentos acuicolas principalmente por su perfil de aminoacidos con mayor realce en
su alto contenido &cidos grasos, principalmente de acido araquidénico (Cabrita et al.,
2022). Esta microalga incrementa la tasa de crecimiento especifica y el factor de
conversién alimenticia, sin presentar diferencias significativas en el factor de condicion
y el indice hepatosomatico en tilapia (Zahran et al., 2023). Sin embargo, Salem et al.
(2022) demostraron que la alimentacion de tilapia con la suplementacién del 10 % de
Nannochloropsis oculata incrementa los parametros de produccion, la actividad de
lisozima, los niveles de inmunoglobulina M (IgM), y mantiene los niveles antioxidantes
y de salud hepatica. En pez dorada, se ha utilizado Nannochloropsis gaditana como
insumo proteico de forma entera e hidrolizada sin presentar diferencias significativas
en la tasa de crecimiento especifico y el factor de conversion alimenticia (Ayala et al.,
2023). En salmon, la inclusién de N. oceénica no incrementd los pardmetros de
produccion a diferencia de la dieta sin microalga y no presentd diferencias

significativas en la composicién quimica del salmon (C. Liu et al., 2022).

Los alimentos funcionales tienen como objetivo proporcionar beneficios de



crecimiento, salud, medio ambiente y economia a diferencia de los alimentos
convencionales (Olmos Soto et al.,, 2015). Debido a esto, ademas de incluir
alternativas proteicas para la nutricion acuicola debe contener aditivos con funciones
sobre la salud del pez, tal como derivados de plantas (fitogénicos), probiéticos,
prebidticos, simbidticos, enzimas, aglutinantes de micotoxinas, entre otros
(Encarnacao, 2016; Rohani et al., 2022). Dentro de los aditivos de origen vegetal se
han usado extractos herbales o aceites esenciales de plantas medicinales (Tadese et
al., 2022). El extracto herbal de Salvia officinalis y Lippia citriadora adicionado en
alimentos para pez dorado han demostrado incrementar los parametros de produccion
(tasa de crecimiento especifica y de conversion alimenticia) sin afectar el sistema
inmune (IgM, actividad del complemento y los niveles bacterioliticos) a diferencia de
un alimento convencional (Salomén et al., 2020). Ademas, en tilapia se han usado
diversos extractos herbales de diferentes especies de plantas medicinales:
Mitracarpus scaber, Tamarindus indica L., Olea europea, Echinacea purpurea, Melissa
officinalis, Hypericum perforatum, Origanum vulgare, entre otros presentando mejoras
en el crecimiento, digestibilidad y en su sistema inmune (Abdel Rahman et al., 2018;
Adeniyi et al., 2022; Adeshina et al., 2021; Fazio et al., 2022; Mohammadi et al.,
2020).

El aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) se ha usado como aditivo en la
formulacién de alimentos acuicolas debido a su composicion quimica (carvacrol y
timol mayoritariamente) (Alagawany et al., 2020). Los alimentos con aceite esencial de
orégano se han evaluado en salmén (Salmo labrax) a concentraciones minimas
(0.005%, 0.01%, 0.02% y 0.04%) sin mostrar una diferencia significativa sobre los
parametros de produccion. Sin embargo, se presentd un incremento en las
vellosidades intestinales en los organismos alimentados con el 0.04 % de aceite
esencial (Ozel et al., 2022). La adicion de este aceite al 0.2 % en alimento para carpa
(Cyprinus carpio L.) presentd un incremento significativo en el sistema inmune,
principalmente en la actividad de lisozima y de fagocitos (Abdel-Latif et al., 2020). Por
otro lado, la adicion de aceite esencial de orégano en diferentes concentraciones (O,
0.05%, 0.1 %, 0.15 % y 0.2 %) en alimentos para bagre (Rhamdia sp.) no presento

diferencias significativas en los parametros de produccién ni en los indices hepato-



somaticos y viscero-somaticos (Cararo et al., 2017). En tilapia (Oreochromis niloticus)
se evalud alimentos adicionados con aceite esencial de orégano al 0, 0.1y 0.2 % bajo
tres densidades de cultivo: baja, mediana y alta. Un incremento en la tasa de
crecimiento especifico fue observado en los peces alimentados con el 0.1y 0.2 % a
una densidad de cultivo media. Sin embargo la tasa de conversion alimenticia mas
baja se presentd a una densidad baja con la inclusion de 0.1 % de aceite (Shourbela
et al., 2021). Actualmente el uso de aceite esencial de orégano proviene de la especie
Origanum vulgare, sin embargo, en México la especie de orégano mas comercializada
y usada es Lippia graveolens. El uso de orégano mexicano en la acuicultura ha
tomado realce por su composicion quimica principalmente en carvacrol y timol.
Ademéas de su funcibn como antimicrobiano, estimulador de crecimiento y

inmonoestimulador (Escobedo-Bonilla et al., 2021).

I HIPOTESIS

Un alimento funcional con ingredientes de alto valor nutricional con base en
harinas de larva de mosca soldado, microalgas y carvacrol, estimulara el sistema

inmune innato, asi como las condiciones bioquimicas y organosomaticas de la



tilapia para mejorar su rendimiento y supervivencia debido al contenido de

proteina, aminoacidos esenciales y grasas a diferencia de un alimento comercial.

I OBJETIVOS

Ill.I' GENERAL

Desarrollar un alimento funcional con base en harinas larva de mosca soldado y
microalgas, adicionado con carvacrol que mejore el sistema inmune, incremente el

rendimiento, asi como la supervivencia de la tilapia.
lll.I.I  Objetivos particulares

e Determinar el contenido quimico proximal de las harinas de microalga y
larva de mosca soldado que se utilizardn en la formulacion de las dietas

experimentales para tilapia.

e Obtener un alimento balanceado con una formulacion a partir de harina de
larva de mosca soldado y microalgas adicionado con carvacrol que cumpla

con los requerimientos nutricionales de la tilapia.

e Determinar las variables de crecimiento, érgano-somaticas, y metabdlicas

en tilapia alimentada con las dietas experimentales.

IV METODOLOGIA

El desarrollo de un alimento funcional con ingredientes alternativos y su efecto
sobre la fisiologia y produccion de tilapia se realiz6 en tres etapas. Estas etapas

se presentan de manera general en la Figura 1.
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Figura 1. Diagrama general del desarrollo de un alimento funcional y su efecto sobre la
fisiologia y produccién de tilapia.

La primera etapa const6 de la obtencion de las harinas de larva de mosca
soldado-negra y microalga, asi como su analisis bromatolégico, ademas de la
obtencion de carvacrol. La segunda etapa consistioé en el desarrollo y formulaciéon
del alimento con harina de microalga y de larva de mosca soldado, y la inclusién
de aceite de orégano (fuente de carvacrol). Por ultimo, en la tercera etapa se
evalu6 el alimento funcional sobre el estado fisiolégico y de produccion de la

tilapia.

IV.I Obtencidon de carvacrol y harinas de larva de mosca soldado y

microalgas

La primera etapa consistio en la obtencién de los insumos para la formulacién del
alimento para peces: aceite de orégano como fuente de carvacrol, harina de
microalga (Chlorella vulgaris) y harina de larva de mosca soldado (Hermetia

illucens). Ademas, se realizo la caracterizacion bromatologica de las harinas.

IV.l.I Obtencién del carvacrol

El carvacrol se obtuvo y dosificé en el alimento por medio de aceite esencial de



orégano. Se obtuvo orégano comercialmente y se molié en un molino con aspas
para granos (pulvex). La harina obtenida se tamizé hasta obtener un tamafio de
particula de 0.41 mm (tamiz no. 40) y se conservo en frascos protegidos de la luz
hasta su analisis.

La extraccion del aceite esencial de orégano se realiz6 por microondas de la
marca Anton Paar® Multiwave pro. Se colocaron 7 gramos de orégano con 25 ml
de n-hexanos por cada tubo de extraccién (8 tubos en total). La extraccion se
realiz6 a 60 °C por 15 minutos. Los extractos obtenidos se mezclaron y se
colocaron en agitacion constante hasta volatilizar el solvente y concentrar el aceite
esencial. El aceite obtenido se conservo en frascos ambar protegidos de la luz a —
20 °C.

Se derivatiz6 una alicuota del aceite y se mezcl6 con BSTFA (N,O-
bis[trimethylsilyl]trifluoroacetamide) + 1% TMCS (trimethylchlorosilane). La
solucién fue mezclada por 2 minutos a temperatura ambiente. Se inyecté por
triplicado 1 pl de esta soluciébn en un cromatégrafo de gas (CG) de la marca
Agilent serie 7890A (Wilmington, DE, USA), acoplado a un detector de masas
(MS) de cuadrupolo simple (modelo 5975C) equipado con una fuente de ionizacion
de electrones (El). El flujo del gas (Helio) se mantuvo a 1 ml por minuto. La
temperatura del inyector se programé a 250 °C en modo Splitless. Se utilizdé una
columna capilar HP-5MS (30 cm de largo, 250 um de didmetro interno, y 0.25 pum
de espesor). La temperatura inicial del horno fue de 100 °C por 1 minuto,
incrementando 6 °C por minuto hasta llegar a 220 °C y se mantuvo por 1.23
minutos. Después se incrementd 10 °C por minuto hasta llegar a 290 °C y
finalmente incrementd 40 °C por minuto hasta 310 °C por 7.5 min. La energia de
El se programé a 70 eV y el rango de masa fue de 50 a 700 m/z. El control de GC-
MS vy el procesamiento de datos se realizé en el software Chem-Station (Agilent

Technologies).



IV.I.II Obtencién de las harinas

El Laboratorio de bioingenieria de la Universidad Autdbnoma de Querétaro Campus
Amazcala cuenta con una planta piloto de produccion de microalgas localizada en
el municipio de Colon en el Parque Agroindustrial (AgroPark). Ademas, este
Laboratorio cuenta con una planta piloto de larva de mosca soldado localizada en
la Universidad y Campus ya mencionados. Las microalgas y la larva de mosca

soldado fueron obtenidos de dichas plantas piloto.

La produccion de microalgas se realiz6 en medio con agua residual agricola. Se
centrifugo por medio de una centrifuga industrial para eliminar el exceso de agua.
Después se deshidraté en un horno de conveccion forzada de la marca Memmert
a 40 ° C (Figura 2). La produccion de harina de larva de mosca soldado se realizé
deshidratando a 70 °C la larva en un horno de conveccion. Ambas fuentes
proteicas se molieron en un molino pulverizador y se separé el tamafio de
particula mediante un tamiz del No. 40 (0.41 mm). Las harinas obtenidas se

almacenaron en bolsas plasticas a temperatura ambiente protegidas de la luz.

Figura 2. Pre-tratamiento de las harinas de microalga y larva de mosca soldado (secado, molienda
y tamizado).

IV.L1II Caracterizacion bromatolégica de las harinas

IV.LIII.I Humedad y cenizas
La determinacion de humedad y cenizas se realiz6 tomando 1 gramo de cada

muestra (microalga y larva de mosca soldado) en crisoles a peso constante. Se



registré el peso inicial o humedo, y se procediéo al secado en una estufa de
conveccion forzada, de la marca Memmert, a una temperatura de 100 °C durante
24 horas. Una vez transcurrido el tiempo, se dejaron enfriar las muestras en un
desecador durante 40 min — 1 hora, y se peso el crisol con la muestra contenida;
después se ingreso el crisol a la estufa por 1 hora, y se repitid el procedimiento
hasta obtener el peso constante. Después de la obtencion de la humedad, la
misma muestra analizada se inciner6 en una mufla, de la marca Feliza, a 500 °C
por seis horas. La muestra se dej6 enfriar en un desecador, seguidamente se
registré su peso. Los datos obtenidos de estas determinaciones se calcularon con

las siguientes formulas;

% humedad = AC x 100
(1]
Donde:
A = Peso del crisol con la muestra hiumeda (g)
B = Peso del crisol con la muestra seca (Q)
C = Peso del crisol sin la muestra (g)
% cenizas = a—b x 100

(2]
Donde:
a = Peso del crisol con las cenizas (Q)
b = Peso del crisol sin la muestra (g)

¢ = Peso de la muestra seca (Qg)

IV.L1LII Proteina total (g/1009)

El analisis de proteina total se realizO por el método de TKN (Total Kjeldhal
Nitrogen), mediante una digestion asistida por microondas. Se tomé 2 g de
muestra con 8 ml de acido sulfarico y 2 ml de peréxido de oxigeno (30 %). La

digestibn se realiz6 de acuerdo con método descrito por TKN con las



especificaciones para microondas (Multiwave PRO, Anton Parr ®). Una vez
digerida la muestra se analiz6 por el método de Nessler (Método HACH 8075,

2010) en un espectrofotometro DR600, de la marca HACH Company®.

IV LI Grasas totales (g/100q)

La determinacion de grasas totales se realiz6 mediante una extraccion con
acetona:hexanos en una relacion 1:2 por microondas, (Multiwave PRO, Anton
Para ®), como se describe en el método EPA 450. Después de la extraccion la
determinacion se realizé por gravimetria; es decir, el solvente (acetona:hexanos)
de la muestra se evapord, y secdé en un horno de conveccion forzada a 60 °C
hasta obtener su peso constante. Los resultados se registraron y se realizaron los

calculos con la siguiente formula;

x 100

% grasa =

(3]
Donde:
A = Peso del tubo mas la grasa (g)
B = Peso del tubo sin muestra (g)

C = Peso de la muestra seca (Q)

IV.LILIV Calorias (Cal/g)

La determinacion del poder cal6rico o las calorias totales en la microalga y la larva
de mosca soldado se realizaron en una bomba calorimétrica de la marca Parr
modelo 6200 (método isoperbdlico). La muestra procesada se densific6 en la
peletizadora manual incluida en el equipo, obteniendo un pellet con un peso entre
05y1lqg.

IV.LIII.VCarbohidratos totales (g/1009)

Los carbohidratos totales se determinaron por el método espectrofotométrico de
antrona. Se tomaron las muestras para ser digeridas con acido clorhidrico (HCI) en
un termobafio, marca Thermo Scientific, por un periodo de 3 horas. Después de la



digestion las muestras se dejaron enfriar, y se neutralizaron con carbonato de
sodio. Las muestras neutralizadas se llevaron a un volumen total de 100 ml y
fueron centrifugadas a 10 000 rpm por 10 minutos. La reaccién del reactivo
antrona se preparé en acido sulfurico (H2SO4) se agreg6 a la muestra en un bafio
frio. Después la reaccion se calentdé en un termobafio a ebullicibn por 8 minutos.
Ademas, se realizé una curva de calibracion con glucosa y se realizd el mismo
proceso de la muestra. La reaccion se leyd en un espectrofotometro de microplaca

Multiskan®, de la marca Thermo Scientific a una longitud de onda de 630 nm.

IV.LILVI Cuantificacion de aminoacidos

Se realizé la obtencion de aminoacidos comenzando con una digestion acida de la
muestra de harina de larva de mosca soldado utilizando acido clorhidrico 6N. Las
muestras se dejaron deshidratar en un horno de conveccion forzada a 110 °C por
24 h. Se resuspendi6 la muestra en acido clorhidrico. Se tomé una alicuota de 20
pl de la muestra y se derivatizé con el reactivo ACCQ-Fluor (WAT052880-Waters
Corporation, USA). Primero se agreg6 60 pl de buffer de borato ACCQ-Fluor se
mezcld. Después se agregaron 20 ul del reactivo ACCQ-Fluor y se mezclé por 30
segundos. La mezcla se transfirié a viales limpios y se calentd en un bafio maria a
55 °C. La muestra se inyect6 en un cromatografo liquido de alta definicion (HPLC,
Waters module) acoplado a un detector PDA (PDA modelo 2998). Se tomaron 10
pl de la muestra para separarlo en una columna C18 de boro silicato (3.9 mm x
150 mm) en fase reversa para aminoacidos (Acc Tag). Se utilizé un eluyente A de
Waters AccQ Tag (WAT052890) y se diluyé con agua miliQ al 10%. Ademas, se
utilizé como eluyente B acetonitrilo al 60 % en un gradiente de separacion con un
flujo de 1.0 ml/min. El gradiente de separacion fue del minuto O al 2 diluyente A
100%, minuto 2 (diluyente A 98%), minuto 15 diluyente A 93 %, minuto 19
diluyente A 90%, minuto 32 diluyente A 67%, minuto 38 diluyente A0%, y minuto
56 diluyente B 100%. La deteccion de los aminoacidos se realizé en un PDA a 254
nm a 37 °C dentro de la columna. La identificacion de los aminoéacidos se realizo

con el software Empower Pro y la cuantificacion se obtuvo con base en el estandar



de calibracion de cada aminoacido.

IV.LIHLVII Cuantificacion de acidos grasos

Extraccion

Se tom6 50 mg de muestra seca y se mezclo con 400 ul de NaOH (1.25 M con
metanol) y se llevé a sonicacion por 5 minutos. Después se agreg6 400 pl de
H2S04 (1.75 M con metanol) y se llevé a sonicacion por 5 minutos. Por ultimo se
agregaron 800 pul de hexano. La solucién se mezclé y centrifugé a 10 000 g por 5

minutos. Se recupero el sobrenadante y se conservo en congelacion hasta su uso.

Para la cuantificacion se tomo 1 ul del extracto y se inyectd en un cromatégrafo de
gases (GS) de la marca Agilent serie 7890A acoplado a un espectrometro de
masas (Agilent modelo 5975C) equipado con una fuente de ionizacion de
electrones. El flujo del gas (Helio) se mantuvo a 1 ml por minuto. La temperatura
del inyector se dejo a 250 °C en modo splitless. Se utiliz6 una columna capilar HP-
88 (30 cm x 0.25 mm de didmetro interno x 0.25 um). La temperatura inicial fue de
50 °C y se mantuvo por un minuto hasta incrementar a 175 °C con un rango de 15
°C por minuto durante 5 minutos. La energia de ionizacién se programo6 a 70 eV y
el rango de masa de 50-110 m/z. La identificacion y cuantificacion de los acidos
grasos con un estandar Supelco 37 mezcla para acidos grasos. El procesamiento

de datos se realiz6 en el software Chem-Station C.01.10.

IV.Il Formulacién de los alimentos experimentales con harina de microalgay
de larva de mosca soldado

La segunda etapa consistio en la formulacion y caracterizacion del alimento para

peces. Primero se considero los requerimientos nutricionales de la tilapia, y de

acuerdo con el contenido bromatoldgico de cada insumo se hizo la formulacién del

alimento. Se realizé un balance teérico del alimento en relacién con el contenido

bromatolégico de las microalgas y la larva de mosca soldado; para ello se

ajustaron los contenidos de proteina, lipidos y carbohidratos a los requerimientos



de la tilapia. Las dietas se realizaron considerando principalmente la parte proteica
para obtener alimentos isoprotéicos. La parte esencial de este balance se baso en
la concentracion del aminoacido lisina, por ser el aminoacido esencial en el
desarrollo fisioloégico de la tilapia. Utilizando la lisina como referencia en la
formulacion, se expresé la concentracion de otros aminoacidos por el porcentaje

de lisina de acuerdo con Miles y Chapman (2011).

IV.1l.1 Alimentos experimentales

Se prepararon tres alimentos experimentales: alimento mezcla (DB) que contenia
15 % de larva de mosca soldado-negra mas 5 % de microalgas, alimento larva
(DLMS) que contenia 20 % harina de larva de mosca soldado y alimento microalga
(DM) que contenia 15 % de Chlorella vulgaris como microalga. Cada uno de los
alimentos contenian las siguientes harinas en comun: carne y hueso, maiz, pasta
de soya, salvado y gluten de trigo en diferentes porcentajes para cumplir los
requerimientos de la tilapia. Todas las harinas se procesaron en un molino
pulverizador eléctrico oscilante y se separé a un tamafio de particula de 0.6 mm

por medio de un tamiz, (no. 30) de la marca MONT INOX.

Las harinas se mezclaron de forma manual hasta obtener una mezcla homogénea,
se agrego el aceite de larva de mosca al final de cada mezcla, asi como el agua
necesaria como aglutinante y se mezclé de manera manual (Figura 3). Las
mezclas se densificaron mediante una peletizadora bajo condiciones de
temperatura y luz controladas (temperatura ambiente y protegido de la luz) para
evitar la degradacion de los compuestos nutricionales. Los pelets obtenidos se
deshidrataron a 50 °C en un horno de conveccion forzada (Memmerk®) durante 24
horas. Ademas, se procesaron en un molino para granos manual hasta obtener el
tamafio de particula necesario en cada etapa de crecimiento del pez. Los

alimentos procesados se almacenaron a 4 °C protegidos de la luz hasta su uso.



Figura 3. A) harinas para el alimento de larva de mosca soldado, B) harinas para el alimento
mezcla (microalga + larva de mosca soldado), y C) mezclado de las harinas correspondientes para

cada uno de los alimentos experimentales.

Ademas, se utilizo la dieta mezcla (DB) como alimento base para la adicién del
aceite de orégano como fuente de carvacrol. Este aceite fue agregado por
aspersion usando etanol como eluyente a los porcentajes 0.0, 0.1, y 0.2. Se colocé
el alimento en charolas y se adicion6 con el aceite, se dejé reposar cubierto de la
luz por 24 h y se almacend en frascos cubiertos de la luz. Ademas, se adiciono
alimento comercial con un aditivo comercial que contenia ajo (Allium sativum) y
canela (Cinnamomum verum) con los porcentajes 0.0, 0.1 y 0.2 %. Este aditivo se
agrego siguiendo las indicaciones del fabricante: mezclar el aditivo en polvo por

completo en el alimento seco.

IV.IL.II Determinaciones fisicas de los alimentos

Las dietas procesadas se evaluaron fisicamente; flotabilidad, solubilidad, densidad
aparente, asi como el indice de absorcion y solubilidad en agua. La velocidad de
medicion fue de 2 mm/s y la fuerza maxima aplicada fue registrada. La flotabilidad
del alimento fue analizada a temperatura ambiente colocando 10 pelets en un
vaso de precipitado de 250 ml. Se colocé 100 ml de agua destilada y se registro la
cantidad de pelets flotando después de 20 minutos. La flotabilidad fue calculada

de acuerdo con la siguiente ecuacion;

F= (Ff) x 100
~ \Fi



(4]

F = Flotabilidad
Ff = Cantidad de pelets flotantes
Fi = Cantidad de pelets inicial

La solubilidad del alimento se realiz6 con 10 pelets previamente pesados y se
colocaron en un tubo conico de 50 ml. Se agregd 40 ml de agua destilada y se
llevé a agitacion durante 6 horas. Después del tiempo de agitacion se filtro la
mezcla con una malla del numero 8 (2.38 mm). Los so6lidos obtenidos se colocaron
en un recipiente previamente pesado y se colocaron en un horno de conveccion a
100 ° C por 4 h. Después del tiempo de deshidratacion se peso6 la muestra. La
solubilidad se report6 como la diferencia de entre el peso inicial de alimento

menos el peso final de la muestra.

La densidad aparente se determiné con 10 g de alimento colocados en una
probeta de 100 ml. Se agregé 60 ml de agua y se agitdé para eliminar el aire
contenido entre el alimento y el agua. Se registr6é el volumen final y se calcul6 la
densidad dividiendo el peso de la muestra entre el volumen final registrado (g/ml).

El indice de absorcion y solubilidad en agua se determiné con 2.5 g de alimento
previamente molido y tamizado (200 um) y disuelto en 30 ml de agua destilada. La
mezcla se incub6 a 30 ° C durante 30 minutos con agitacion intermitente. Después
del tiempo de agitaciébn las muestras fueron centrifugadas a 3000 g por 10
minutos. El sobrenadante se colocé en contenedores previamente pesados y se
deshidrataron a 135 © C durante 2 h. El precipitado obtenido se peso y se utilizd
para calcular el indice de absorcion en agua de acuerdo con la siguiente ecuacion;
AA = -2

mp

ne)

IAA = indice de absorcion en agua
Pp = Peso del precipitado



Pmp = Peso de la muestra en polvo

El indice de solubilidad en agua se calcul6 con la siguiente ecuacion;

P
ISA = < Ss>x100
Prnp
(5]
ISA = indice de solubilidad en agua
Pss = Peso del sobrenadante seco

Pmp = Peso de la muestra en polvo

IV.lll Determinacién de las variables de crecimiento

IV.11l.I Evaluacién de los alimentos experimentales sobre la fisiologia de la tilapia
alimentada

La tercera etapa consistio en la evaluacion de los tres alimentos formulados
(alimento mezcla, alimento larva y alimento microalga) en comparacion con un
alimento comercial. La evaluacion se realizé con un disefio experimental factorial 3
X 2 con un acomodo por bloque al azar. El cultivo de tilapia comenzd con la
reproduccion de los organismos hasta obtener el huevecillo de las hembras. Los
huevos obtenidos se dejaron eclosionar en un sistema por medio de jarras de
eclosion tipo McDonald durante 7 dias a condiciones de invernadero (24.75 +
1.5169 °C). Después de la eclosion, los alevines de tilapia obtenidos se colocaron
en estanques de 370 L durante seis semanas (45 dias aprox.) (Figura 4 A). Estos
alevines de 5 dias de eclosion se alimentaron con las diferentes dietas por medio
de alimentadores automaticos, cuatro veces al dia (8:00, 12:00, 15:00, y 17:00).
Después de las seis semanas, los alevines se cambiaron a un sistema
experimental con estanques de 1,100 L (Figura 4 B) para incrementar el espacio

de cultivo requerido durante su crecimiento.



60 cm

Figura 4. Sistema de cultivo experimental de tilapia. A) Sistema con estanques de 370 L, B) Sistema
con estanques de 1100 L.

En cada uno de los sistemas se colocaron equipos de aireacion para mantener las
condiciones de oxigeno adecuadas para la tilapia. Ademas, se realiz6 un recambio
de agua semanal en su totalidad para retirar los compuestos nitrogenados que se

concentraban en el sistema de cultivo.

IV.IIl.IIEvaluacion del alimento adicionado con carvacrol sobre la fisiologia de
tilapia

Se realizé la evaluacion del alimento mezcla (microalga al 5 % + larva 15 %) con la
adicién de dos niveles de inclusion porcentual del aceite de orégano; 0.0, 0.1y 0.2
% en comparacion con un alimento comercial adicionado con el aditivo comercial a
las concentraciones 0.0, 0.1 y 0.2 %. El experimento consistié en un sistema en
recirculacion de 18 peceras de 12 L con 15 alevines de tilapia por pecera de 0.7 +
0.1 g con una edad de 45 dias (Figura 5). Los organismos fueron alimentados al
10 % de su masa corporal dividido en 6 dosis al dia durante 9 semanas. Las
condiciones de oxigeno se mantuvieron en 6 =+ 2 mg/L, de temperaturaa 28 £1 °C

y de pH a 7 = 1. Se realizé un recambio en su totalidad de agua una vez por



semana a cada una de las peceras.

1314 |15 (| 16 | 17 | 18

Figura 5. A) Biosistema para la evaluacién de tres alimentos con harina de microalga y de larva de mosca
soldado con dos niveles de inclusion de aceite esencial de orégano; 1y 2 %.

V.1 Estado fisiolégico de la tilapia

V. Produccion de tilapia

La evaluacion de la produccion de tilapia dependié de la medicion de las
condiciones fisiologicas de crecimiento y desarrollo; es decir, se realizaron
biometrias semanalmente, y se realizé la bioquimica sanguinea de los peces al
finalizar el experimento. Ademas, se realiz6 el andlisis de los parametros de
produccion y se calcularon los indices organosométicos como parte de la

evaluacion fisiologica de la tilapia.
V.11V Monitoreo del crecimiento

El monitoreo del crecimiento se realiz6 una vez por semana tomando el 10 % de la
poblacién de cada tratamiento. Estas mediciones constaron del pesaje de cada
pez y la medicion de su longitud. El peso se midi6 con una balanza Precisa
BJ610C colocando un vaso con agua, se marca en ceros la balanza y se introduce
al pez dentro del vaso para obtener asi su peso humedo. La longitud de obtuvo

por la medicidbn mediante un vernier Mitutoyo Absolute IP67 registrando longitud



total (longitud de cabeza al final de la aleta caudal) y longitud patron (longitud de
cabeza al inicio de la aleta caudal). En la evaluacion de los alimentos con aceite
de orégano se realizaron las mediciones a toda la poblacion (15 peces por pecera)
una vez por semana durante 9 semanas. El monitoreo del crecimiento de tilapia
permite calcular el tipo de crecimiento que puede presentar el organismo de
acuerdo con el analisis de regresion lineal entre el peso y la longitud patrén de

cada pez.
V.11V Variables asociadas a la produccion

Los resultados obtenidos de las biometrias y la respuesta metabdlica permitieron

calcular las variables asociadas a la produccion;

organismos finales * 100

Supervivencia % = - —
organismos iniciales

(6]
Se calculd el porcentaje del peso ganado ya que indica cuanto peso gano el

individuo durante el tiempo de experimentacion;

100 * (peso final — peso inicial)

Peso ganado % = —
peso inicial

[7]
Ademas, se calculé la tasa especifica de crecimiento del individuo durante el

periodo de experimentacion;

Tasa especifica de crecimiento % por dia (T.E. C)

_1001n = (peso final — In peso inicial)

dias del experimento
(8]
Se calcul6 el aumento en el peso individual en promedio por dia de

experimentacion por organismo;



(Peso final — peso inicial)

Peso ganado individual g por dia = edad en dias

[9]
Se calcul6 el alimento que consume un individuo en promedio por cada dia de

experimentacion;

Y. alimento individual por seman

Alimento consumido individual g por dia = - -
namero de dias

[10]
Se calculo la eficiencia con la que los individuos convierten el alimento ingerido en

biomasa;

alimento ingerido (g)

Tasa de Conversiéon Alimenticia (T.C.A) = —
peso ganado individual (g)

(11]

IV.LVI Andlisis organosomaticos

Los analisis organosomaticos se realizaron por gravimetria de los 6rganos
especificos como visceras, higado, branquias y bazo. Los resultados indican el
indice visceral, hepatosomatico, indice branquiosométicos y bazosomaticos

mediante las siguientes ecuaciones;

Peso hiimedo de las visceras

Indice vi 1 (IVS) =
ndice visceral (IVS) Peso humedo del pez — peso humedo de las visceras

(12]

Peso humedo del higado

Indice hepat atico (IHS) =
ndice hepatosomatico (IHS) Peso hiimedo del pez — peso humedo del higado

(13]

Indice branquiosomatico (IAS)

Peso humedo de las branquias

~ Peso humedo del pez — peso humedo de las branquias
[14]



Peso humedo del bazo

Indice b jtico (IBS) =
ndice bazosomatico (IBS) Peso hiimedo del pez — Peso hiumedo del bazo

(15]

VLV Calidad de agua

Se determiné la temperatura, pH, oxigeno disuelto (OD), nitratos (NOgz’), nitritos
(NO2) y nitrégeno amoniacal (N-NH3) de cada uno de los estanques
experimentales durante las 17 semanas para la evaluacion de los alimentos con
microalga, larva y mezcla. Se usé medidor multiparamétrico HACH® con sensores
especificos para temperatura, pH, y 6xido disuelto. La determinacion de nitratos se
realizé mediante el método de reduccién de cadmio (método HACH 8171, 2010),
la concentracion de nitritos por el método de diazotizacion (método HACH 8507,
2010) y el nitrégeno amoniacal por el método Nessler (método HACH 8038, 2010).
La lectura de la absorbancia se realizé en el espectrofotometro HACH® DR6000

indicada en cada uno de los métodos.

V.V Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente por medio del software
Statgraphics centurion® mediante un andlisis ANOVA de dos vias. Ademas, la
determinacion del tipo de crecimiento se realizdé por medio de regresiones lineales

multiplicativas. Todos los analisis se realizaron con un nivel de confianza de 95 %.

V  RESULTADOS Y DISCUSION

V.l Caracterizacién proximal de la harina de microalgas y larva de mosca
soldado
La produccion de harina de microalga fue de 2.7 kg de microalga seca y 3.2 kg de
harina de larva de mosca soldado, se almacenaron en frascos de cristal y bolsas
plasticas para evitar su contaminacién. La concentracion proteica de las harinas

de microalga y de larva de mosca soldado fue del 35.82 y 60.63 %,



respectivamente. Respecto a la concentracion de grasas se presentdo un mayor
contenido en la harina de microalga debido al desgrasado previo que se realizé a
la harina de larva de mosca soldado. Ademas, se presenta mayor concentracion
de fibra cruda en la harina de microalga. El contenido de minerales en ambas
harinas es muy variado, sin embargo, se resalta mayor contenido de calcio en la
harina de larva de mosca soldado y mayor contenido de magnesio y potasio en la
harina de microalga. Estos resultados se presentan en el Cuadro 1. El contenido
mineral en larva de mosca soldado esté asociado al sustrato en el que se produce
(Spranghers et al., 2017) y presenta un alto contenido en calcio cuando se usa
como sustrato platano, naranja o cereales (Makkar et al., 2014; Romano et al.,
2023).

Cuadro 1. Caracterizacion bromatolédgica de la harina de microalga y larva de mosca soldado.

Determinaciones Mi\C/LC;gﬁZC' Larva MSN
Proteina (%) 35.82 60.63
Grasas totales (%) 23.66 15.01
Carbohidratos totales (%) 8.78 4.67
Humedad (%) 12.30 7.64
Cenizas (%) 16.62 5.73
Fibra cruda (%) 29.28 6.32
Fe (mg/g) 0.046 0.218
Ca (mg/g) 3.377 14.371
Mn (mg/g) 0.055 No detectable
Mg (mg/g) 17.220 7.050
Zn (mg/qg) 0.388 1.108
Cu (mg/g) 0.031 0.007
K (mg/g) 9.378 No detectable
Na (mg/g) 1.194 0.996

MSN; mosca soldado negro



Por otro lado, se realiz6 la caracterizacion proximal de las harinas
complementarias (gluten de trigo, harina de maiz, harina de carne, salvado de
trigo y harina de soya). De acuerdo con esta caracterizacion se obtuvo el 72 % de
proteina en el gluten de trigo, seguido de la harina de carne con el 51.3 % y la
harina de soya con el 46.3 %. El porcentaje mas alto de grasa se presento en la
harina de carne con el 4.59 %. La harina de maiz presento el 80.39 % de
carbohidratos, el contenido de cenizas fue mayor en la harina de carne con el 32.4
% y el salvado de trigo present6 el mayor porcentaje de fibra con el 20.8 %. Estos

resultados se presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracterizacion bromatologica de las harinas complementarias.

. . Gluten de Harina de Harina de Salvado de Harina de
Determinaciones . , .
trlgo maiz soya trlgo carne
Proteina (%) 72.2 7.2 46.3 16.6 51.3
Grasas totales 0.68 0.27 0.06 1.09 4.59
(%)
Carbohidratos 11.52 80.39 32.78 54.08 5.88
totales (%)
Humedad (%) 10.75 9.52 10.67 6.36 4.22
Cenizas (%) 3.71 1.39 6.89 1.07 32.4
Fibra cruda (%) 1.14 1.23 3.30 20.80 1.61

El perfil de aminoacidos de la harina de larva de mosca obtenido se presenta en el
Cuadro 3. Estos resultados presentan una alta concentracion en los aminoacidos
arginina, fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina, treonina, valina, acido aspartico,
acido glutamico, alanina, glicina, prolina y serina. Dentro de los cuales, la lisina es

un aminodcido esencial implicado en la sintesis de proteinas.

Cuadro 3. Perfil de aminoacidos de la harina de larva de mosca soldado

. Harina de larva de
Aminoacidos %
mosca soldado




Arginina (Arg) 1.68
Cisteina (Cys) 0.25
Fenilalanina (Phe) 1.56
Histidina (His) 0.93
Isoleucina (lle) 1.74
Leucina (Leu) 2.80
Lisina (Lys) 2.08
Metionina (Met) 0.5
Tirosina (Tyr) 2.08
Triptofano (Trp) 0.39
Treonina (Thr) 1.58
Valina (Val) 241
Acido aspartico (Asp) 3.32
Acido glutamico (Glu) 4.39
Alanina (Ala) 3.12
Glicina (Gly) 2.41
Prolina (Pro) 2.37
Serina (Ser) 1.80

La cuantificacién e identificacion de acidos grasos contenidos en la harina de larva
de mosca soldado se presenta en el Cuadro 4. Los &cidos grasos de mayor
concentracion son dodecanoico (C12:0), palmitico (C16:0), oléico+elaidico
(C18:1n9 c+t), y linoleico + linolelaidico (C18:2n c+t). Sien embargo, también
presenta bajos porcentajes de acido caprico, miristico, estearico, palmitoleico,
octadecanoico, linolénico y Cis -6,9,12,15-Octadecatetraenoico.

Cuadro 4. Concentracion en porcentaje de acidos grasos contenidos en harina de larva de mosca
soldado.

e % Harina de larva de mosca
cidos grasos %
soldado

Saturados
Ac. Decanoico (C10:0, caprico) 0.14




Ac. Dodecanoico (C12:0, laurico) 7.06

Ac. Tetradecanoico (C14:0, miristico) 1.79
Ac. Hexadecanoico (C16:0, palmitico) 3.01
Ac. Octadecanoico (C18:0, estearico) 0.67

Monoinsaturados

Ac. Hexadecaenoico (C16:1, palmitoleico) 054
Ac. Oleico + Elaidico (C18:1n9 c+t) 2.97
Ac. Cis-11-Octadecanoico (C18:1n7) 0.13
Poliinsaturados

Ac. Linoleico + Linolelaidico (C18:2n c+t) 37
A Linolénico (C18:3n3) 0.39
Cis -6,9,12,15-Octadecatetraenoico

(C18:4n3) 007

V.II' Formulacién y elaboracion de los alimentos experimentales
La formulacién de los alimentos experimentales se realizé de acuerdo con las
caracteristicas bromatoldgicas de cada una de las harinas a utilizar y su relacién
con los requerimientos nutricionales de la tilapia. EI Cuadro 5 presenta la férmula
de las tres dietas: 5 % de inclusion de microalga para el alimento microalga (DM),
15 % de inclusion de larva de mosca soldado para el alimento larva (DLMS) y 5 %
de microalga mas 15 % de larva de mosca soldado para el alimento mezcla (DB).
De acuerdo con El-Sayed y colaboradores (1992) el requerimiento de proteina en
alevines con un peso de 0.012 g es del 45 % para asegurar un crecimiento
adecuado tal como se obtuvo en los alimentos formulados. Por otro lado, el
requerimiento de grasa es mayor durante el desarrollo de alevines y disminuye de
acuerdo con la etapa de desarrollo del organismo (Winfree & Stickney, 1981).
Debido a esto, se realizo la formulacion de los alimentos cumpliendo con el 45 %
de proteina y un contenido de grasa superior al 5 %. Por otra parte, el contenido

de carbohidratos fue mayor en la dieta con microalgas a diferencia de las demas.



De acuerdo con Anderson y colaboradores (1984), la tilapia puede tener un
porcentaje de inclusién de carbohidratos hasta del 40 % dentro de los cuales se
encuentran la dextrina, almidones, glucosa, sacarosa, almidones vy los
polisacaridos no almidonados. Los almidones y polisacédridos no almidonados
deben mantenerse en porcentajes muy bajos ya que estan asociados
negativamente al crecimiento de peces y a la tasa de conversion alimenticia (Maas
et al., 2020). Por otro lado, el contenido de fibra fue similar para todas las dietas
obteniendo un porcentaje del 3 al 4 % en total.

Cuadro 5. Férmula y composicién quimica de los alimentos experimentales para tilapia en etapa de

alevin.

Ingredientes (%) DM 2DLMS DB ‘DC
Microalga 5 0 5 No
Larva de mosca soldado 0 15 15 No
Harina de carne 32 20 22.5 Si
Pasta de soya 28 28 28 Si
Gluten de trigo 11 11 11 No
Salvado de trigo 9 6 6 Si
Harina de maiz 2 2 2 Si
Aceite de larva de mosca

soldado 3 13 10.5 No

Composicién quimica (%)

Proteina 44.33 44.43 44.47 45
Grasas 8.21 17.08 15.13 15
Carbohidratos 20.12 17.41 17.73 13
Humedad 8.13 7.11 7.45 10
Cenizas 15.32 10.06 11.41 14
Fibra 3.88 3.91 3.77 3
Calorias Kcallg 4.603 5.034 4843 4.786

DM; dieta microalga, 2DLMS; dieta larva de mosca soldado, 3DB; dieta mezcla, “DC; dieta

comercial.



Se obtuvieron tres alimentos experimentales en forma de pelets; alimento con
microalga, con larva de mosca soldado y un alimento mezcla con microalga y larva
de mosca soldado. Estos alimentos se trituraron y separaron por tamafio para
cumplir con el tamafo especifico de cada etapa de crecimiento de la tilapia como

se muestra en la Figura 6.

Pelet completo Tamanfo; Tamiz 10 Tamaho; Tamiz 20 Tamano; Tamiz 30

Figura 6. Alimento elaborado y separado por diferentes tamafios; tamiz 30 (0.5 mm), tamiz 20 (0.8
mm) y tamiz 10 (2 mm).

Las caracteristicas fisicas como el indice de absorcibn de agua, indice de
solubilidad en agua, flotabilidad (%), densidad aparente (g/L) y la velocidad de
hundimiento (cm/s) se presentan en el Cuadro 6. De acuerdo con los resultados
obtenidos el alimento comercial tiene el mayor indice de absorcién de agua y el
mayor indice de solubilidad, sin embargo, el alimento con microalga presenté el
menor indice de absorcion de agua. Estos dos indices indican la capacidad de
hidratacion de los pelets y dependen de las harinas usadas en la mezcla
(Kraugerud et al., 2011). De acuerdo con Ma y colaboradores (2021), el indice de
absorcion de agua disminuye y el indice de solubilidad en agua incrementa debido
a la dextrinizacion del almidén contenido en las harinas de origen vegetal cuando
son procesadas a altas temperaturas.

Cuadro 6. Caracteristicas fisicas de los alimentos elaborados.

DM ’DLMS DB ‘DC

Indice de absorcion
2.5+ 0.06b 2.82 +0.27ab 2.85 + 0.09ab 3.40 + 0.14a
de agua

indice de solubilidad | 5.14 + 1.55b 5.60 + 2.44b 4.75 + 0.76b 11.90 + 2.04a




en agua

Flotabilidad (%) 73.33+5.77a 10.0+10.0b  73.33+20.81a 73.33+20.81a
Densidad aparente

@) 0.60 + 0.006ab 0.58 + 0.007ab  0.61 + 0.007a 0.51+0.01b
g

Velocidad de

4.8 + 0.5a 3.9+0.7ab 2.8 £ 0.6ab 0.7 £ 0.04b

hundimiento (cm/s)

'DM; dieta microalga, ?DLMS; dieta larva de mosca soldado, DB; dieta mezcla, *DC; dieta
comercial. Los resultados se presentan como la desviacién estandar con un nivel de confianza del
95%.

Por otro lado, el porcentaje de flotabilidad fue similar entre el alimento con
microalga, mezcla y comercial a diferencia del alimento con larva de mosca
soldado que presento el menor porcentaje de flotabilidad. La densidad aparente
presento diferencias estadisticamente significativas entre el alimento mezcla (0.61
g/L) y el alimento comercial (0.51 g/L). La velocidad de hundimiento fue mayor en
el alimento microalga y menor en el alimento comercial. De acuerdo con (Irungu et
al., 2018), la densidad aparente y la velocidad de hundimiento estan asociadas al
porcentaje de grasa contenido en los alimentos para peces. Debido a esto, las
caracteristicas fisicas del alimento con larva de mosca soldado se justifican por su

alto contenido en grasa (17.08 %).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se selecciond el alimento mezcla como
la mejor formula para el desarrollo de la tilapia y fue utilizado como el alimento
base adicionado con aceite de orégano. Se obtuvieron dos alimentos con dos
niveles de inclusion del aceite de orégano con el 52% de carvacrol: 0.1 %y 0.2 %
de acuerdo con lo reportado por Shourbela y colaboradores (2021) y un alimento
sin la adicion de aceite (0.0%). La adicion de este aceite se realiz6 usando como

diluyente etanol al 96 % por aspersion manual.



V.1l Determinacion de las variables de crecimiento y fisiologia de la Tilapia

V.III.I Determinacion de las variables de crecimiento de la tilapia alimentada con
tres dietas experimentales

El primer experimento consistio en la obtencion del huevo de tilapia para evaluar
cada uno de los alimentos elaborados como unico alimento durante el ciclo de vida
de los organismos a evaluar. Se realizé la reproduccion de 80 machos y 140
hembras de tilapia durante una semana del mes de mayo bajo condiciones de
invernadero (28 - 30 °C) (Figura 7). Se obtuvieron 170.5 g de huevo que se coloco
en una jarra de eclosién durante una semana (Figura 8). Después del tiempo de
eclosion se obtuvieron 26 528 alevines con un peso de 0.0078 + 0.016 g, de los

cuales se colocaron 2 200 alevines por estanque.

Figura 7. A) Reproductor macho y B) reproductor hembra de tilapia utilizados para la obtencion de
huevo.

Figura 8. A) Reproductor hembra de tilapia con huevo fecundado. B) Sistema de jarra para la
eclosion de huevo de tilapia.

Ademas, se adecuo el biosistema con las condiciones especificas para mantener



los alevines desde su eclosién hasta su tiempo de experimentacion. En la Figura
9A se presenta el primer sistema de experimentacion. Este sistema tiene 12
estanques con un volumen de 370 L (60 cm x 95 cm x 65 cm) y se usaron para los
cuatro alimentos (DB, DLMS, DM y DC) por triplicado durante los primeros 45
dias. El segundo sistema consiste en 12 estanques de 1100 L (117 cm x 153 cm x

80 cm) el cual se uso durante los ultimos 45 dias de experimentacion (Figura 9B).

Figura 9. A) Sistema de 12 estanques de 370 L de volumen para la eclosion y cultivo de alevines.
B) Sistema de 12 estanques de 1100 L para el mantenimiento de alevines

De acuerdo con el monitoreo del crecimiento de los peces alimentados con las tres
dietas formuladas y procesadas se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre el crecimiento en peso de los organismos (Figura 10). EI mayor
crecimiento se presentd en los alevines a los que se les suministré el alimento
mezcla seguido de aquellos con el alimento con larva de mosca soldado, 4.26 +
3.23 gy 3.8117 + 3.03 g respectivamente. Estos resultados son similares a los que
se presentan en alimentos para Salmo solar con el 20 % de inclusién de larva de

mosca soldado (Fisher et al., 2020). Ademas, la inclusiébn del 5 % de



Nannochloropsis oculata en alimento para tilapia ha presentado una alta tasa de
crecimiento (Abdelghany et al., 2020) tal como se ha formulado para el alimento
mezcla. Sin embargo, los alevines que presentaron menor peso fueron aquellos
alimentados con el alimento comercial.

5 — DB —DC — DLMS — DM

Peso himedo (g)

1 3 10 1 12 13 14 15

Semanas de experimentacion

Figura 10. Crecimiento en peso de alevines de tilapia alimentados con las cuatro dietas
experimentales desde los 5 dias de eclosién. DB: alimento mezcla, DC: alimento comercial, DLMS:
alimento larva y DM: alimento microalga. Los resultados presentan la desviacién estandar de cada

medicién con un valor de p < 0.05, n = 50.

Por otro lado, se registr6 el desarrollo en longitud de los alevines como se
presenta en la Figura 11. Estos resultados presentan un crecimiento en longitud
similar entre los alevines obtenidos con el alimento mezcla y el alimento con larva
de mosca soldado. De manera similar al peso obtenido, los alevines con el

alimento comercial presentaron un menor crecimiento en longitud.
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Figura 11. Desarrollo de alevines de tilapia respecto a su longitud (mm) alimentados con los cuatro
diferentes alimentos experimentales desde los 5 dias de eclosién. DB: alimento mezcla, DC:
alimento comercial, DLMS: alimento larva y DM: alimento microalga. Los resultados se presentan
con la desviacién estandar de cada medicién con un valor de p < 0.05, n = 50.

Ademas del desarrollo de los alevines, dentro de las variables de crecimiento se
encuentra la evaluacion del tipo de crecimiento que pude presentar un pez, es
decir la simetria o alometria de crecimiento que se obtiene a partir del coeficiente
de alometria. Este coeficiente se calcula mediante una regresion multiplicativa
entre el peso del organismo y la longitud patron medida (longitud de la cabeza
hasta el inicio de la aleta caudal). Los resultados del tipo de crecimiento se
presentan en el Cuadro 7. Los alevines con alimento microalga, larva de mosca
soldado y comercial presentaron un crecimiento alométrico positivo, es decir, se
tiene un coeficiente mayor a 3 con una mayor ganancia de peso que de longitud.
Por otro lado, los alevines con el alimento mezcla presentaron un crecimiento
alométrico negativo (menor de 3) por lo que se tiene una mayor ganancia de
longitud y una menor ganancia de peso. La importancia del tipo de crecimiento en
los alevines de tilapia se debe al impacto del alimento sobre la produccion de
musculo o de tamafio en general. Silva y colaboradores (2015) obtuvieron un
coeficiente de crecimiento en tilapia alimentada con harinas vegetales y de
pescado de 3.0604 similar a los resultados obtenidos en este estudio para los
alevines de tilapia alimentados con las dietas comercial, larva y microalga. Sin

embargo, diversos factores afectan esta relacibn tal como las condiciones



ambientales de temperatura, oxigeno disuelto, la concentracién de nitratos (NO3),
nitritos (NO2") y nitrogeno amoniacal (NHs-N) (Outa et al., 2014). Debido a esto, los
resultados de crecimiento alométrico negativo para los alevines alimentados con la
dieta mezcla se ven asociados a las diversas variaciones de temperatura, oxigeno

disuelto y compuestos nitrogenados (NO2, NOs y NH4-N) en el sistema de cultivo.

Cuadro 7. Evaluacion del tipo de desarrollo de alevines de tilapia alimentados con las cuatro
diferentes dietas experimentales

_ o Coeficiente )
Dieta Modelo de crecimiento ) Alometria
de alometria
Peso = exp (-10.675 + 3.08718 * In (Longitud
DM?! 3.087 +
patrén))
Peso = exp (-10.5867 + 3.05668 * In (Longitud
DLMS? ] 3.056 +
patrén))
Peso = exp (-10.2616 + 2.96777 * In (Longitud
DB? ] 2.967 -
patrén))
Peso = exp (-10.9134 + 3.152 * In (Longitud
DC* ) 3.152 +
patrén))

'DM; dieta microalga, ?DLMS; dieta larva de mosca soldado, °DB; dieta mezcla, *DC; dieta

comercial.

Ademas del tipo de crecimiento, se calcularon los parametros de produccién
(Cuadro 8). Los resultados presentan un porcentaje de ganancia de peso y una
tasa especifica de crecimiento mayor en los alevines con el alimento mezcla y
valores menores en aquellos con el alimento comercial. Por otro lado, se observo
una mayor tasa de conversion especifica en los alevines alimentados con la dieta
larva de mosca soldado a diferencia de del alimento comercial. La tasa de
conversion especifica se relaciona con la cantidad total de alimento suministrado
sobre la biomasa obtenida. En tilapia se han reportado valores desde 1.0 hasta 2.5
en la tasa de conversion especifica, sin embargo, valores por debajo del 2 se

establecen como aceptables (Mengistu et al., 2020). De acuerdo con esto, el



suministro de alimento comercial a los alevines de tilapia cumple con los valores

de la tasa de conversion especifica.

Cuadro 8. Variables de produccion calculadas para los alevines alimentados con los cuatro
diferentes alimentos experimentales.

Supervivencia Tasa Peso Alimento
(%) Ganancia especifica individual individual Tasa de
Dieta de peso de ganado consumido conversion
(%) crecimiento  (%)/dia (g)/dia especifica
(%)/dia
DML 100 4,287.58 + 3.15+ 0.0419+ 0.0834 + 2.16 +
383.7ab 0.007c 0.016b 0.004b 0.60c
100 5,557.93 + 3.35+% 0.0559+ 0.1297 + 2.30 +
DLMS?
992.75ab 0.14b 0.011a 0.035a 0.13a
DR? 100 10,068.79 3.85+ 0.0705+ 0.1571+ 2.24 +
+ 857.53a 0.07a 0.004a 0.019a 0.26b
DCs 100 2,640.954 2.75 0.0181+ 0.0344 + 1.88 +
+ 494.75b 0.15d 0.003c 0.009c 0.11d

IDM; dieta microalga, 2DLMS; dieta larva de mosca soldado, 3DB; dieta mezcla, “DC; dieta

comercial. Los resultados se presentan con la desviacion estandar con un valor de p < 0.5, n = 50.

Los resultados de los analisis bioquimicos en plasma especificamente de proteina
total, glucosa, colesterol y triglicéridos se presentan en el Cuadro 9. Los alevines
alimentados con la dieta solo con larva de mosca soldado (DLMS) presentaron la
mayor concentracion de proteina en plasma a diferencia de la dieta mezcla que
presentd la concentracion mas baja de proteina total. La concentracion mas alta
en glucosa se presentd en los alevines alimentados con la dieta comercial (DC) y
la dieta con larva de mosca soldado (DLMS). La dieta mezcla suministrada a los
alevines presentaron el nivel de glucosa mas bajo. El nivel de colesterol fue mayor
en los alevines alimentados con Ila dieta comercial con diferencias
estadisticamente significativas con los alevines alimentados con las dietas mezcla

(DB) y microalga (DM). La misma tendencia se presentd en los niveles de



triglicéridos presentado un nivel mas alto en los alevines con la dieta comercial y

un nivel mas bajo con las dietas mezcla y microalga.

Cuadro 9. Proteina total, glucosa, colesterol y triglicéridos cuantificados en plasma obtenido de
alevines de tilapia alimentados con las cuatro diferentes dietas.

Proteina total Triglicéridos
gldL Glucosa mg/dL ~ Colesterol mg/dL mg/dL

DM?! 3.94+0.823ab 196.021+132.465ab 70.56+18.871b 74.5+21.142b
DB? 2.832+£1.697b  137.578+113.66b 80.928+16.629b 65.2+41.336b
DLMS?3| 5.092+0.932a 270.727+135.078a 97.28+27.428ab  114.6+49.611ab

DC* 3.882+0.71ab 315.433+£177.288a 114.448+16.211a 173.0+23.065a
IDM; dieta microalga, 2DLMS; dieta larva de mosca soldado, 3DB; dieta mezcla, “DC; dieta

Dieta

comercial. Los resultados se presentan como la deviacion estandar con un valor de p < 0.5, n = 5.

Ademas, se realizd el andlisis 6érgano-somético de los alevines alimentados con
las diferentes dietas (Cuadro 10). De acuerdo con el analisis érgano-soméatico no
se presentaron diferencias estadisticamente significativas en el indice visceral
(VSI%) y el indice branquial (IAS%) en los alevines alimentados con las cuatro
diferentes dietas experimentales. Sin embargo, el indice hepético (HSI%) fue
mayor en los alevines alimentados con larva de mosca soldado seguido del
alimento mezcla y por udltimo los alevines con el alimento microalga vy
comercialiError! No se encuentra el origen de la referencia.. El indice somético
del bazo (IBS%) presentdé mayor porcentaje en los alevines alimentados con larva
de mosca soldado y con el alimento microalga a diferencia de alimento mezcla y
comercial. Ademas, el indice intestinal mayor se presentd en los alevines con la
dieta DLMS y DM a diferencia de la dieta DB y DC. Por otro lado, el factor de
condicion fue mayor en los alevines con la dieta DLMS y el valor mas bajo se

presento con la dieta DM.

Cuadro 10. Determinacién del factor de condicién y los indices 6rgano-somaticos de los alevines
de tilapia alimentados con las cuatro dietas experimentales.

Factor de

Dieta . VSI % IAS % IBS % ISI % HSI %
condicion

DMm? 1.48+0.30b 6.95+0.76a 5.39+0.44a 0.05+0.02ab 3.15+0.62a 0.54+0.15b




DB? 1.53+0.30ab 6.43+1.33a 5.45+0.64a 0.04+0.01b 2.04+0.18b 0.84+0.11a
DLMS® | 1.54+0.32a 7.67+0.49a 5.41+0.35a 0.09+0.04a 3.26+0.67a 1.23+0.30a
DC* 1.50+0.33b 7.71+0.89a 5.42+0.44a 0.08+0.02ab 2.09+0.59b 0.53+0.13b

'DM; dieta microalga, ?DLMS; dieta larva de mosca soldado, DB; dieta mezcla, *DC; dieta
comercial. VSI%: indice visceral, IAS%: indice branquial, IBS%: indice baso-somético, I1S1%: indice
intestinal, HSI1%: indice hepatosomatico. Los resultados se presentan con la desviacién estandar

conunvalorde p<0.5n=5.

De acuerdo con Lu y colaboradores (2020) la inclusion del 50 % de larva de
mosca soldado desgrasada en alimentos para Ctenopharyngodon idellus no
presentd diferencias estadisticamente significativas en los indices viscerales, sin
embargo, el indice hepético fue mayor a diferencia de los niveles (0, 25, 75 y 100
%) de inclusion de larva de mosca. Estos resultados son similares a los obtenidos
en Oreochromis niloticus alimentada con el alimento larva. Sin embargo, la
alimentacion de diversos peces como Atlantic salmon y Oreochromis niloticus con
microalgas no ha demostrado diferencias significativas en los indices hepéticos y
viscerales (Kiron et al., 2016; Knutsen et al., 2019; Zahran et al., 2023).

V.IIL1I Determinacién de las variables de crecimiento en la tilapia alimentada con

dos dietas adicionadas con aceite de orégano

El segundo experimento consistio en la evaluacion del alimento mezcla con dos
porcentajes de inclusion del aceite de orégano; 0.1 % y 0.2 % y con alimento
comercial adicionado con aditivo comercial a los mismos porcentajes. Los
resultados de la ganancia de peso durante las 9 semanas de experimentaciéon se
presentan en la Figura 12. La ganancia en peso de los alevines de tilapia fue
mayor con el alimento comercial adicionado con el 0.2 % de aditivo comercial.
Ademas, se observo diferencias estadisticamente significativas entre el alimento
comercial y el alimento mezcla presentando el mayor crecimiento en peso para los
alevines alimentados con el alimento comercial. Por otro lado, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes porcentajes de



adicion del aceite esencial de orégano.
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Figura 12. Crecimiento en peso de alevines de tilapia alimentados con el alimento mezcla (DB)
adicionado con aceite de orégano (0.0, 0.1y 0.2 %) y con alimento comercial (DC) adicionado con
aditivo (0.0, 0.1 y 0.2 %). Los resultados se expresan como la desviacién estandar de cada
medicién con un valor de p < 0.05, n = 45,

Ademas del crecimiento en peso, se obtuvo el crecimiento de acuerdo con la
longitud total como se presenta en la Figura 13. Estos resultados fueron similares
al crecimiento es peso, presentando a los alevines con alimento comercial con la
mayor longitud de los alevines alimentados a diferencia de los alevines con
alimento mezcla. Sin embargo, solo se presenta una diferencia estadisticamente
significativa entre los alevines con el alimento comercial adicionado con el 0.2%
del aditivo comercial para la semana 9. En general, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los porcentajes de inclusion de ambos

aditivos: comercial y aceite de orégano.
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Figura 13. Crecimiento en longitud total de alevines de tilapia alimentados con alimento mezcla
(DB) adicionado con aceite de orégano (0.1 y 0.2 %) y con alimento comercial (DC) adicionado con
aditivo (0.1 y 0.2 %). Los resultados se expresan en la desviacién estandar de cada medicién con
un valor de p < 0.05, n =45,

El Cuadro 11 presenta los resultados obtenidos del tipo de crecimiento en los
alevines de tilapia con el alimento mezcla adicionado con aceite de orégano. Los
resultados del crecimiento en peso y longitud permiten calcular el tipo de
crecimiento que se obtiene respecto al alimento suministrado. De acuerdo con
esta relacion entre el peso y la longitud se presenté un coeficiente de alometria
menor a 3, resultando en un crecimiento alométrico negativo. Debido a esto, el
crecimiento fue mayor en longitud sin presentar cambios significativos en la
ganancia de peso. Sin embargo, los alevines con el alimento mezcla adicionado
con aceite de orégano al 0.2 % son mas cercanos a presentar un crecimiento
simétrico (valor de 3) a diferencia de los demas porcentajes de inclusién de
orégano y del alimento comercial. El alimento comercial adicionado con aditivo

presentod niveles de alometria mas bajos a diferencia del alimento mezcla.

Cuadro 11. Tipo de crecimiento en alevines de tilapia alimentados con alimento mezcla adicionado
con aceite de orégano.

_ o Coeficiente )
Dieta Modelo de crecimiento _ Alometria
de alometria

Peso = exp(-10.123 + 2 .91986 * In(longitud _
DB 0% 2.91986 Negativo
patron)




Peso = exp(-9.8686 + 2 .84847 * In(longitud _
DB 0.1%?2 2.84847 Negativo
patron)
Peso = exp(-10.2439 + 2 .95695 * In(longitud _
DB 0.2%° 2.95695 Negativo
patron)
Peso = exp(-10.0613 + 2 .90281 * In(longitud _
DC 0.0 %* 2.90281 Negativo
patron)
Peso = exp(-9.47271 + 2 .73475 * In(longitud _
DC 0.1%° 2.73475 Negativo
patron)
Peso = exp(-9.89449 + 2 .85045 * In(longitud .
DC 0.2%° 2.85045 Negativo
patron)

DB 0%; dieta mezcla sin aceite de orégano, ?DB 0.1%,; dieta mezcla con el 0.1 % de inclusién de
aceite de orégano, DB 0.2%; dieta mezcla con el 0.2 % de inclusion de aceite de orégano, “DC 0.0
%: dieta comercial con el 0.0 % de inclusién de aditivo comercial, °DC 0.0 %: dieta comercial con el
0.1 % de inclusién de aditivo comercial, *DC 0.2 %: dieta comercial con el 0.2 % de inclusién de
aditivo comercial.

Las variables de produccion para tilapia alimentada con la dieta mezcla adicionada
con aceite de orégano (0.0, 0.1y 0.2 %) y con alimento comercial adicionado con
aditivo (0.0, 0.1 y 0.2 %) se presentan en el Cuadro 12. Se present6 el 100 % de
supervivencia en los alevines alimentados con la dieta mezcla adicionada con el
0.1 % de aceite de orégano. Sin embargo, no se presenté diferencia
estadisticamente significativa del porcentaje de supervivencia con el alimento
adicionado al 0.0 y 0.2 % de aceite. Por otro lado, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas sobre las variables de produccién en los alevines
con el alimento mezcla adicionado con los diferentes porcentajes de inclusion.
Ademas, los alevines alimentados con la dieta comercial adicionada con el 0.1 %
de aditivo comercial presentd el 98 % de supervivencia a diferencia de los otros
niveles de inclusién. La inclusion del 0.2 % del aditivo comercial present6 la mayor
ganancia en peso, la tasa especifica de crecimiento, el peso individual ganado, el
alimento individual consumido y la tasa de conversion alimenticia. Sin embargo, no
se observo diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes
variables de produccion en los alevines alimentados con la dieta comercial a los

porcentajes 0.0 y 0.1 % de inclusién del aditivo comercial. De acuerdo con estos



resultados, los porcentajes de supervivencia son mayores en la dieta mezcla con
el 0.1 % y 0.2 % de aceite de orégano y el alimento comercial adicionado al 0.1 %
del aditivo comercial. Sin embargo, los alevines presentaron mayor ganancia de
peso con el alimento comercial por lo tanto presentaron un mayor consumo de
alimento. Los resultados de la tasa de conversion especifica para la dieta
comercial indica menor requerimiento de alimento para obtener mayor ganancia

en peso.

Cuadro 12. Variables de produccién de alevines de tilapia alimentada con el alimento mezcla
adicionado con aceite de orégano y con alimento comercial adicionado con aditivo comercial.

Supervivencia Tasa Peso Alimento
(%) Ganancia especifica  individual individual Tasa de
Dieta de peso de ganado consumido conversion
(%) crecimiento (%)/dia (g)/dia especifica
(%)/dia
DB 93 184.53 + 1.64 + 0.02 + 0.02 + 111+
0.0%* 95.90c 0.60c 0.012c 0.005b 0.311a
DB 100 172.04 + 155+ 0.02 + 0.02 + 1.06 +
0.1%? 102.15c 0.643c 0.011c 0.004b 0.082a
DB 98 176.89 + 1.56 + 0.02 + 0.02 + 1.07 +
0.2%3 113.11c 0.702c 0.014c 0.001b 0.109a
DC 91 488.21 + 2.87 0.06 + 0.03 + 0.52 +
0.0%* 169.19b 0.557b 0.019b 0.0007a 0.017b
DC 98 526.84 + 2.98 + 0.06 + 0.03 + 0.54 +
0.1%° 200.92b 0.707ab 0.024b 0.001a 0.016b
DC 93 617.95 + 3.19+ 0.07 £ 0.03 + 0.51+
0.2%° 237.64a 0.574a 0.025a 0.0003a 0.033b

DB 0%; dieta mezcla sin aceite de orégano, ?DB 0.1%,; dieta mezcla con el 0.1 % de inclusién de
aceite de orégano, DB 0.2%; dieta mezcla con el 0.2 % de inclusién de aceite de orégano, “DC 0.0
%: dieta comercial con el 0.0 % de inclusion de aditivo comercial, SDC 0.0 %: dieta comercial con el
0.1 % de inclusion de aditivo comercial, °DC 0.2 %: dieta comercial con el 0.2 % de inclusién de
aditivo comercial. Los resultados se presentan con la desviacion estandar con un valor de p < 0.5,
n =45.



Los resultados de la bioquimica sanguinea se presentan en el Cuadro 13. El nivel
de proteina total y de glucosa mas alto se present6 en los alevines alimentados
con la dieta comercial adicionada con el 0.1 % de aditivo a diferencia de misma
dieta sin aditivo. Por otro lado, la concentracion de colesterol fue mas alta en los
alevines alimentados con la dieta comercial adicionada con el 0.2 %. Sin embargo,
los alevines alimentados con la dieta mezcla adicionada con el 0.2 % de aceite de
orégano presentaron el nivel de triglicéridos mas alto. Estos resultados son
similares a los obtenido en el cultivo de tilapia alimentado con extracto de Lemna

sp., como inmunoestimulante en tilapia (Armando et al., 2021).

Cuadro 13. Proteina total, glucosa, colesterol y triglicéridos analizados en plasma obtenido de
alevines de tilapia alimentados con las cuatro dietas experimentales.

Dieta Prot(;i/r;l?_total Glucosa mg/dL Colesterol mg/dL Trig?g;/éc;iLdos
DB 0%' [3.769+0.277b  254.412 + 76.84b 64.256 + 26.246b  61.2 + 36.21cC
DB 0.1%* |4.198 + 0.215ab 317.232+ 75.75b 72.0 + 14.003b 84.25 + 22.82bc
DB 0.2%° |4.098 + 0.298ab 298.201 + 93.16b 102.784 +19.041a 166.0 + 112.34a
DC 0.0 %" |3521+0.654b 304.291 +58.72b 102.592 +20.23a  128.8 + 47.82ab
DC0.1%° |4.318+0.439a 490.657 + 89.18a 87.232 + 20.465ab  96.0 + 27.48b
DC 0.2%° |4.258+0.325a  346.828 + 21.75b 120.96 + 23.044a  128.0 + 42.87ab

DB 0%; dieta mezcla sin aceite de orégano, ?DB 0.1%,; dieta mezcla con el 0.1 % de inclusién de
aceite de orégano, DB 0.2%; dieta mezcla con el 0.2 % de inclusion de aceite de orégano, “DC 0.0
%: dieta comercial con el 0.0 % de inclusién de aditivo comercial, SDC 0.0 %: dieta comercial con el
0.1 % de inclusién de aditivo comercial, 8DC 0.2 %: dieta comercial con el 0.2 % de inclusién de
aditivo comercial. Los resultados se presentan con la deviacién estandar y un valor de p < 0.5, n =
5.

El indice visceral indicé no presentar diferencias estadisticas entre los diferentes
alimentos y los niveles de inclusion de los aditivos a diferencia del alimento mezcla
con el 0.2 % de inclusion de aceite de orégano (Cuadro 14). Ademas, el indice
branquial no presentd diferencias estadisticamente significativas. Por otro lado, el
indice hepatico no presentd diferencias significativas a diferencia del alimento
comercial con el 0.1 % de adicion del aditivo comercial con el porcentaje mas bajo.

El indice somatico del bazo no presentd diferencias estadisticas entre los



diferentes alimentos, asi como en el porcentaje de inclusion de los aditivos
(comercial y aceite de orégano). Sin embargo, el alimento mezcla con el 0.2 % de
inclusién de aceite de orégano presentd el menor indice bazo-somatico. De
acuerdo con lo reportado por Shourbela y colaboradores (2021), no hay
diferencias estadisticamente significativas en los indices 6rgano-somaticos de
tilapia alimentada con una dieta a base de harina de pescado y la inclusion de 0,
0.1y 0.2 % de aceite de orégano. Por otro lado, la adicion de aceite de orégano
(0.05 % carvacrol) en la alimentacion para Ictalurus punctatus presento el indice
hepatico mayor a diferencia de la adicién de timol o la mezcla de carvacrol mas
timol (Zheng et al., 2009).

Cuadro 14. Determinaciones organo-somaticas de alevines de tilapia alimentados con los cuatro
alimentos experimentales.

Dieta | Factorde VSI % IAS % IBS % ISI % HSI %
condicion

DB 0%* |1.52+2.20b 10.20+10.29b 4.83+0.41c  0.04+0.02abc 4.34+1.35b 0.98+0.28a
DB
0.1%? 1.52+0.17b 9.24+9.24b  4.81+0.29c  0.03+x0.01bc  3.93+0.60b 0.87+0.16a
DB
0.2%3 1.53+0.22b 12.89+1.89a 4.93+0.42bc 0.02+0.009c  5.72+0.47a 0.79+0.22a

DC 0%* |1.57+0.16a 9.63+0.93b  5.15+0.06abc 0.05+0.03ab  3.97+0.89b 0.77+0.08a
DC
0.1%° 1.51+0.19b 9.23+0.74b  5.34+0.20ab 0.04+0.007abc 3.42+0.70b 0.48+0.12b
DC
0.2%° 1.51+0.22b 8.82+0.48b  5.40+0.49a  0.06+0.03a 3.88+0.62b 0.95+0.29a

DB 0%; dieta mezcla sin aceite de orégano, 2DB 0.1%; dieta mezcla con el 0.1 % de inclusién de
aceite de orégano, 3DB 0.2%; dieta mezcla con el 0.2 % de inclusién de aceite de orégano, “DC 0.0
%: dieta comercial con el 0.0 % de inclusion de aditivo comercial, SDC 0.0 %: dieta comercial con el
0.1 % de inclusién de aditivo comercial, 8DC 0.2 %: dieta comercial con el 0.2 % de inclusién de
aditivo comercial. VSI%: indice visceral, IAS%: indice branquial, IBS%: indice baso-somatico, 1S1%:
indice intestinal, HSI%: indice hepatosomatico. Los resultados se presentan con la desviacion
estandar y un valor de p < 0.5, n =5.

V.IILIII Monitoreo de la calidad de agua

Los resultados del monitoreo de temperatura se presentan en el Cuadro 15 en
donde se tiene un comportamiento similar entre todos los estanques. En la
semana 11 y 16 se presenté una disminuciéon de temperatura de 2 °C y dos picos

de temperatura de hasta 27 °C en la semana 13 y 17. En promedio la temperatura



de los estanques de todos los tratamientos fue entre 24 y 26 °C. La concentracion
de oxigeno disuelto en el agua se comport6 de manera similar en todos los
estanques presentando una disminucién entre la semana 10 y 14. Estos
resultados pueden estar asociados al cambio de sistema de cultivo y la adaptacion
de las nuevas condiciones del medio. Por otro lado, se monitoreo el pH en cada
sistema de cultivo presentando un comportamiento similar en todos los estanques
de los dos sistemas de experimentacion (Cuadro 15). ElI mayor pH registrado fue
en la semana 6 y el menor en la semana 10. Estos resultados se deben a los
recambios de agua que se realizaron semanalmente en cada uno de los

estanques.

Cuadro 15. Monitoreo de las condiciones fisicas y quimicas de agua de los diferentes alimentos
suministrados a los alevines de tilapia durante las 15 semanas de experimento.

. Temperatura Oxigeno NO> ; NHs-N

Dieta (°C) (ma/L) pH (mg/L) NOz(mg/L) (ma/L)
DB! 24.79+1.15 12.39+62.43 8.61+0.53 0.45+0.44 5.21+5.36 1.08%0.68
DC? 24.38+2.21 6.48+4.59 8.17+0.57 0.73+£1.23 8'20J;13'1 1.99+1.32
DLLV'S 24.92+1.19 10.92+40.20 8.62+0.57 0.53+0.50 4.92+3.90 1.00%0.74
DM* 24.93+£1.16 7.50£4.02 8.53+79.99 0.69+1.01 4.94+4.99 0.99+0.77

'DM; dieta microalga, ?DLMS; dieta larva de mosca soldado, °DB; dieta mezcla, *DC; dieta

comercial.

La concentracion de nitrégeno fue monitoreada semanalmente determinando la
concentracion de nitratos (NO3z’), nitritos (NO2) y nitrégeno amoniacal (N-NHz"). La
iError! No se encuentra el origen de la referencia. presenta los resultados de la
concentracion de nitratos obteniendo un comportamiento similar entre los
diferentes alimentos experimentales a excepcion del alimento mezcla que
presentd un incremento de estos compuestos en la semana 15 y 16. Sin embargo
para la semana 17 se comporté de manera similar a los demas alimentos.
Ademas, la concentracién de nitritos presentd un comportamiento similar a la

concentracion de nitratos, sin embargo, se presentd un incremento de nitritos en



los alevines alimentados con el alimento con microalga en las semanas 15 y 16.
Ademas, el nitrégeno amoniacal presentd la misma tendencia en todos los
alimentos a excepcion el alimento mezcla que presentd un incremento en la

semana 14y 15.

La inclusion de fuentes de proteina como alternativa al uso de harina de pescado
en los alimentos acuicolas ha sido tendencia en los dltimos afios (Daniel &
Studies, 2018; Hua et al., 2019; Maiolo et al., 2020). Plantas, insectos, algas y
microalgas, son algunas de las fuentes de proteina que se han incluido en las
dietas acuicolas con el objetivo de sustituir la harina de pescado sin alterar la
fisiologia de los organismos acuicolas (Hekmatpour & Mozanzadeh, 2021;
Jannathulla et al., 2019). De acuerdo con los resultados obtenidos la dieta con
larva de mosca soldado y la mezcla que contiene larva de mosca soldado y
microalgas han demostrado superar el crecimiento a diferencia de la dieta
comercial. Esta diferencia se atribuye al perfil de aminoacidos que se presenta la
harina de larva de mosca soldado ya que presenta un alto contenido en lisina,
leusina e isoleucina, aminoacidos implicados en diversos procesos metabdlicos
para la reparacion de tejidos dafiados, formacion de tejido nuevo, generacion de
energia (lipidos y azucares), sintesis de hormonas, enzimas, anticuerpos y
hemoglobina (Jobling, 2012; Khan & Abidi, 2011; Zarate & Lovell, 1997; Zhou et
al., 2007). Ademas, la tasa de crecimiento y la ganancia de peso en los alevines
alimentados con la harina de larva de mosca soldado y la dieta mezcla se asocia
al alto porcentaje de acido laurico que presenté. El acido laurico es un &acido graso
de cadena media implicado en diversos procesos metabolicos tal como absorcion

de proteinas, lipidos y almidones (Belghit, Waagbg, et al., 2019).

Por otro lado, la diferencia entre los indices 6rgano-somaticos se asocia
directamente a la alimentacion. El intestino es uno de los principales 6érganos
dentro de la evaluacion de alimentos debido al proceso de absorcion de nutrientes.

Ademas, el higado es el 6rgano encargado del metabolismo de lipidos asociados



a la alimentacién. Debido a esto, la diferencia en el indice hepatico principalmente
en los alevines alimentados con la dieta larva de mosca soldado fue mayor ya que
esta dieta contenia un mayor porcentaje de aceite de larva de mosca soldado la
cual contenia un alto porcentaje de acido laurico (Vargas-Abundez et al., 2019).
Ademas, el indice intestinal fue mayor en los alevines alimentados con un mayor
porcentaje de aceite de larva de mosca soldado (DLMS) debido al contenido de
acido laurico ya que mejor la salud intestinal debido a su funcion antiinflamatoria,
antiviral y antibacteriana (Vargas et al., 2018; Zarantoniello et al., 2018; Zhou et
al., 2018). De acuerdo con Belghit y colaboradores (2018) la inclusion de larva de
mosca soldado en dietas para salmén incrementa el indice visceral y hepatico
similar a los resultados obtenidos. Estos resultados se asocian a la concentracion
de metionina que se presentdé en la harina de larva de mosca soldado. La
metionina es un aminoacido involucrado en la sintesis de taurina. Este metabolito
se encarga de mantener el balance osmatico y regula el metabolismo de lipidos.
Debido a esto el incremento en el indice hepatico se debe a un alto
almacenamiento de lipidos (Ripps & Shen, 2012).

Por otro lado, las condiciones fisicas y quimicas del agua son parte esencial del
desarrollo de la tilapia para mantener una tasa de crecimiento favorable, asi como
mantener su condicion fisiologica. La inclusion de larva de mosca soldado y
microalgas bajo condiciones de temperatura, pH y oxigeno diferentes a las
condiciones Optimas permitieron el desarrollo rapido de los alevines. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Limbu y colaboradores (2022) ya que
se presentd un mayor crecimiento en alevines de tilapia alimentados con larva de

mosca soldado al 75% de reemplazo de harina de pescado.

VI CONCLUSIONES
Las dietas formuladas con la inclusion de larva de mosca soldado y microalgas
permiten el desarrollo de alevines de tilapia desde la eclosion del huevecillo bajo

condiciones de temperatura en el agua menores a las optimas. Existe un efecto



sobre la fisiologia de los alevines alimentados con la dieta mezcla debido al
incremento en el tamafio del higado como resultado de los procesos metabdlicos
de lipidos. Ademas, los alevines alimentados con la dieta formulada solo con larva
de mosca soldado presentan un efecto sobre la concentracion de proteinas en
plasma como una respuesta del sistema inmune. Asimismo, la inclusion de aceite
de orégano no present6 diferencias en la tasa de crecimiento en los diferentes
porcentajes de inclusion. Sin embargo, la adicién del 0.2 % de aceite de orégano
con el 52 % de carvacrol presentd el 100 % de supervivencia a diferencia de las
demas dietas. Por otro lado, la adicion de aceite de orégano en los dos
porcentajes experimentales (0.1 y 0.2 %) incrementan la concentracion de
proteina total, colesterol y triglicéridos en los alevines de tilapia. La inclusion del
0.2 % de aceite de orégano en la alimentacion de alevines de tilapia incrementa el
indice visceral, intestinal y del bazo. La inclusién de harina de larva de mosca
soldad y microalgas han demostrado ser una alternativa potencial al uso de harina
de pescado. También, el uso de aceites esenciales incrementa la supervivencia de
alevines de tilapia. De acuerdo con los resultados obtenidos, es necesario incluir el
aceite de orégano en la dieta formulada solo con larva de mosca soldado para
evaluar los parametros de produccion y la fisiologia de la tilapia. Ademas, es
necesario conocer el porcentaje maximo de inclusion de aceite de orégano sobre

el metabolismo y crecimiento de tilapia en sus diferentes etapas de crecimiento.
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