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RESUMEN

El cultivo de peces se ve amenazado por las enfermedades bacterianas, lo que ha
incrementado la importancia de buscar alternativas naturales para la formulacion de dietas
acuicolas. La fermentacion permite mejorar la calidad nutricional del alimento, salud de los
peces, disminuye los antinutrientes de los ingredientes de origen vegetal, siendo el caso de las
harinas vegetales, las cuales son investigadas para hacer nuevas formulaciones de alimentos
para los peces disminuyendo los costos de produccidn, al mismo tiempo se utilizan en el control
de patégenos que afectan la produccion. El objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto de la lenteja de agua fermentada sobre la reduccion de bacterias totales en el intestino
de la tilapia (Oreochromis sp.).

Para el desarrollo del ensayo se empleo tres tratamientos (T1: harina de Lemna minor
al 5% agregada al balanceado, T2: fermento de harina de Lemna minor al 3% adicionado en el
balanceado, T3: probi6ticos al 3% afiadido en el balanceado) y un tratamiento control solo con
balanceado, cada uno de ellos con tres replicas. En cada unidad experimental se colocaron 5
tilapias y se alimentaron dos veces al dia durante 25 dias. Al finalizar el ensayo se realizaron
diluciones seriadas de las muestras del intestino de la tilapia, seguidamente de la siembra en

placa para el conteo respectivo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC /g).

Los resultados de las pruebas se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de
un factor, que revel6 que los tratamientos y el control no tuvieron diferencias significativas en
el recuento total de bacterias. Sin embargo, si hubo para Pseudomonas sp. ya que fue
significativamente diferente donde el tratamiento 1 fue menor que en el tratamiento control.
Por el contrario, se observaron diferencias significativas para Aeromonas sp., donde el

tratamiento control tuvo menor carga bacteriana que en otros tratamientos.

Finalmente, se necesitan hacer mas investigacién sobre los fermente de Lemna minor
usando otras bacterias, no solo para la reduccion de bacterias, sino también que contribuyan a

mejorar el crecimiento de las tilapias.

Palabras claves: Tilapia, Fermento, Lemna minor, Probi6ticos, Bacterias Totales.



ABSTRACT

Fish farming is threatened by bacterial diseases, which has increased the importance of
looking for natural alternatives for the formulation of aquaculture diets. Fermentation allows
improving the nutritional quality of the feed, fish health, decreases the antinutrients of the
ingredients of vegetable origin, being the case of vegetable meals, which are investigated to
make new formulations of fish feed, decreasing production costs, and at the same time they are
used in the control of pathogens that affect production. The objective of the present work was
to determine the effect of fermented duckweed on the reduction of total bacteria in the intestine

of tilapia (Oreochromis sp.).

Three treatments (T1: 5% duckweed meal added to the feed, T2: 3% duckweed meal
ferment added to the feed, T3: 3% probiotics added to the feed) and a control treatment with
only feed, each with three replicates, were used for the development of the trial. Five tilapia
were placed in each experimental unit and fed twice a day for 25 days. At the end of the trial,
serial dilutions of the tilapia intestine samples were performed, followed by sowing on a plate

for the respective count of Colony Forming Units (CFU/g).

The results of the tests were analyzed by one-factor analysis of variance (ANOVA),
which revealed that the treatments and the control had no significant differences in total
bacterial counts. However, there was for Pseudomonas sp. as it was significantly different
where treatment 1 was lower than in the control treatment. In contrast, significant differences
were observed for Aeromonas sp. where the control treatment had a lower bacterial load than

other treatments.

Finally, more research is needed on Lemna minor ferments using other bacteria, not

only for the reduction of bacteria, but also to contribute to improve the growth of tilapia.

Key words: Tilapia, Ferment, Lemna minor, Probiotics, Total Bacteria.
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I. INTRODUCCION
La acuicultura ha experimentado un rapido crecimiento global en las ultimas décadas.
Segun la FAO, (2022) la produccion acuicola mundial ha pasado de 22 millones de toneladas
en 1990 a 87,5 millones de toneladas en 2020. Se calcula que para el afio 2030 la produccion
mundial de acuicultura alcance los 106 millones de toneladas, superando la pesca de captura
como principal fuente de consumo de pescado. Este incremento se debe en parte al
estancamiento pesquero y también debido a la alta demanda de productos acuaticos por el

crecimiento poblacional.

Los datos proporcionados por la FAO, (2020) revelan que entre los afios 2000 y 2017,
la tasa de crecimiento en Latinoamérica y el Caribe fue del 6,8%. En detalle, Sudamérica
experimentd un crecimiento del 6,8% y America central registré un 7,5%. Estos hallazgos

difieren de la tasa de crecimiento promedio global que fue del 5,3%.

En las ultimas décadas, el cultivo de tilapia ha crecido vertiginosamente, con un ritmo
de crecimiento anual del 10%, lo que la convierte en una de las especies de peces con mayor
produccion acuicola del mundo. China seguira liderando, pero paises como México y Brasil
también tienen el potencial de convertirse en importantes productores mundiales, gracias a las
ventajas productivas de la tilapia, como su réapido crecimiento, tolera amplios rangos de
condiciones ambientales, resistencia a las enfermedades y estrés, etc. Sin embargo, su cultivo
intensivo puede provocar problemas de salud por la propagacion de bacterias patogenas (El-
Sayed, 2020).

Las infecciones bacterianas representan una amenaza significativa en la acuicultura de
agua dulce, con patdgenos como Aeromonas spp., Flavobacterium spp. y Pseudomonas spp.

causando brotes y mortalidades (P¢kala-Safinska, 2018).

El uso de aditivos naturales en la dieta, como la lenteja de agua fermentada puede llegar
a ser una alternativa al determinar su impacto especifico en la disminucion de la carga
bacteriana permitiendo evaluar su capacidad para mejorar la productividad y la bioseguridad
de manera ecoamigable en uno de los cultivos acuicolas mas importantes en Latinoamérica y

el mundo.



1.1 Planteamiento del Problema

La acuicultura es una industria que se enfrenta a desafios significativos, uno de ellos es
la prevencion de enfermedades bacterianas en la produccion de peces. Latilapia es considerada
una especie resistente a las bacterias patogenas, debido a que los microorganismos bacterianos
frecuentemente forman parte de la flora nativa, no obstante, algunos factores como: la mala
calidad del agua, causada por la intensificacion de los cultivos provoca estrés en los peces,

debilitando el sistema inmune y dejando susceptible al animal frente a las bacterias patogenas.

Se han realizado investigaciones sobre el potencial de diversos compuestos y aditivos
naturales, como productos profilacticos en el control de patologias bacterianas en sistemas de
acuicultura. Un ejemplo destacado es la incorporacion de macrofitas acuaticas al balanceado,

lo cual ha demostrado ser efectivo para mejorar significativamente la produccién de peces.

Por lo tanto, es importante investigar y comprender el potencial sinérgico entre la harina
de Lemna minor y los probidticos en la disminucién de la carga bacteriana en tilapia. El
objetivo de esta investigacion es determinar si la inclusion de lenteja de agua fermentada en la
dieta de la tilapia puede ofrecer una solucion eficaz y sostenible para reducir las bacterias
intestinales patogenas. Esto, a su vez, contribuira a mejorar la sanidad y calidad de los
productos acuicolas. En esencia, se busca optimizar la microbiota intestinal y reducir el riesgo

de infecciones bacterianas.



1.2 Justificacion

En la busqueda de nuevas formas de mantener la salud de los peces, se estan estudiando
alternativas naturales como el uso de plantas y otros aditivos en la formulacion de dietas
acuicolas. Las caracteristicas mas importantes de las alternativas naturales incorporadas en los
alimentos radican en la mejora del crecimiento, reemplazo parcial de harina de pescado,
promueve la respuesta inmune, control de enfermedades, antioxidantes y estimulante de la

digestion y del apetito (Jamil et al., 2023).

Los probidticos poseen efectos antimicrobianos como la de alterar la microbiota
intestinal a través de la segregacion de sustancias antibacterianas como bacteriocinas y acidos
organicos. Asimismo, compiten con los patdgenos para prevenir su adhesion al intestino y por
los nutrientes, modulan el sistema inmunitario y pueden revertir los efectos negativos de los
antibidticos (Martinez et al., 2012; Butt y VVolkoff, 2019).

Los prebidticos son carbohidratos de estructura compleja y extensa que brindan energia
a los probidticos, microorganismos beneficiosos, para mejorar la salud del huésped. Estos
compuestos se derivan principalmente de alimentos vegetales, hongos comestibles y, en menor
medida, de productos lacteos de origen animal. Los prebioticos ayudan a mantener la salud
intestinal al evitar que los microorganismos perjudiciales se unan a las células epiteliales (Wee
etal., 2022).

El término "simbidtico” se refiere a la combinacion de probidticos y prebioticos en un
producto para producir efectos sinérgicos. La idea de que los prebioticos funcionan mejor
cuando se combinan con probidticos, formando parte de una simbiosis, est4 respaldada por
muchos ejemplos. La combinacion simbiética tiene como objetivo aumentar la supervivencia
y la actividad in vivo de los probidticos, validados para impulsar o potenciar las propiedades

beneficiosas de ambos (Roy y Dhaneshwar, 2023).

Existen una gran variedad de plantas acuéaticas que han sido utilizadas en fermentos
para la alimentacion de organismos acuaticos como son: Eicchornia crassipes, Pistia stratiotes,
Azolla sp., Ipomoea aquatica, Spirodela sp.; y también Lemna minor debido a su potencial en
términos de alta productividad y accesibilidad local, la Lemna minor emerge como una fuente
alternativa de insumos para la alimentacion de peces. Esta planta forma densas capas en
cuerpos de agua lenticos y ricos en nutrientes. En peso seco, tiene un alto contenido proteico,
oscilando entre el 22% y el 38% (Iskandar et al., 2019).



La adicion de harinas vegetales fermentadas en la dieta de peces cumple con la funcion
de prebioticos para optimizar la microbiota intestinal de los peces, fortaleciendo la respuesta
inmune y reduciendo la susceptibilidad a infecciones bacterianas. Ademas, la lenteja de agua,
respaldada por sus compuestos como son taninos y flavonoides, ofrecen una alternativa natural

en el control de patégenos.

El enfoque integral para combatir las infecciones bacterianas en la tilapia resalta la
complejidad del problema, mientras que la modificacion de la microbiota intestinal a través de

fermentos refuerza la necesidad de investigar los beneficios de la Lemna minor.

La importancia del cultivo de tilapia a nivel mundial crea la necesidad de investigar
soluciones efectivas para la reduccién de enfermedades bacterianas, y la lenteja de agua
fermentada es prometedora para reducir los riesgos de infecciones por estos patdgenos,

mejorando asi la sostenibilidad y la bioseguridad de la acuicultura.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Determinar el efecto de la lenteja de agua (Lemna minor) fermentada sobre la

reduccion de bacterias totales en la tilapia (Oreochromis sp.).

1.3.2 Objetivos Especificos

Elaborar el fermento con harina de Lemna minor.

Comparar la composicién nutricional de la harina de Lemna minor fermentada.
Determinar el efecto de la lenteja de agua fermentada en la disminucion de la carga
total bacteriana del tracto intestinal de la tilapia en respuesta a las dietas enriquecidas.
Cuantificar la carga de Pseudomonas sp. y Aeromonas sp. en respuesta a las dietas
enriquecidas.

Analizar el efecto de las dietas enriquecidas en cuanto a la talla y peso de las tilapias.



1.4 Hipotesis de la Investigacion

Para reducir el uso de antibidticos que tienen efectos adversos en los peces, la
acuicultura actualmente busca meétodos de combate a las infecciones bacterianas mas
ecologicos y menos costosos. Esto se debe al uso excesivo de antimicrobianos y productos
quimicos que pueden provocar la formacion de bacterias resistentes y la acumulacion de
desechos perjudiciales con el ambiente. En este sentido, la suplementacion de dietas
balanceadas con ingredientes fermentados se presenta como una solucién ya que pueden

mejorar la salud y la respuesta inmune de los peces de cultivo.

Si se adiciona harina de Lemna minor fermentada a traves de bacterias y levaduras en
las dietas balanceadas, entonces tendra una mayor reduccion de bacterias en el intestino del

pez.



1.5 Marco Tedrico

1.5.1 Acuicultura y Problemas Asociados

La acuicultura se considera como la produccion de organismos acuaticos (peces,
crustaceos, moluscos y macrofitas). Es un sector de produccion a nivel mundial en crecimiento
debido a la demanda de alimento de las poblaciones, por ello es importante que sea rentable en
lo econémico, social, nutricional y ambiental (Ahmed y Thompson, 2019). No obstante, la
actividad acuicola de forma continua deteriora la calidad del agua, debido a los alimentos no
consumidos y las heces de las especies acuaticas causando compuestos nitrogenados que en
exceso son perjudiciales al ser vertidas en aguas naturales, por ende, se deben implementar
medidas de purificacion y reutilizacion del agua residual en las granjas acuicolas (Guan et al.,
2022).

1.5.2 Crecimiento de la Acuicultura a Nivel Mundial

En los ultimos afios, la acuicultura a nivel mundial se ha desarrollado de forma rapida
y eficaz, permitiendo abastecer la creciente poblacién mundial con productos provenientes del
mar o de cultivos continentales. El pescado y el camardn son productos de alta calidad y alto
valor proteico, contienen minerales, vitaminas, entre otros nutrientes, que los convierten en
productos acuaticos comercialmente apetecibles en todo el mundo. El principal productor de

organismos acuaticos de agua dulce es China (Zhou et al., 2023).

Figura 1. Produccion global de pesca de captura y acuicultura.
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Fuente: (FAO, 2022).
1.5.3 Desafios Sanitarios en Acuicultura
El sector acuicola se ve afectado por diversos problemas limitan su desarrollo y
produccion. El principal factor limitante de las especies acuaticas son las enfermedades que se
ven influenciadas por el cambio climatico, mala nutricion, mala calidad del agua, variacion de

temperatura, manipulacion y densidad de poblacion. Estas condiciones provocan estrés en los
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organismos dejandolos vulnerables a los patdgenos (Wang et al., 2023). La intensificacion de
los cultivos ha aumentado el hacinamiento de las especies acuicolas y la calidad del agua ha
disminuido. Los tratamientos veterinarios para prevenir y tratar enfermedades suelen ser
utilizados para enfrentar las pérdidas econdémicas estrechamente relacionadas con las

deficiencias sanitarias (Reverter et al., 2017).

Se ha implementado el uso de suplementos alimenticios para fortalecer el sistema
inmunoldgico de las especies acuaticas, el empleo de plantas medicinales y probioticos ha
permitido limitar el uso de antibioticos. Los suplementos alimenticios son econémicamente
rentables, proveen un mejor crecimiento, una eficiencia alimenticia, y contribuyen en la

prevencion de enfermedades (Reverter et al., 2021).

1.5.4 Descripcion Biologica y Morfoldgica de la Tilapia

Segun Alcantar-Vazquez et al., (2014) la tilapia es un organismo altamente adaptable.
Originaria de Africa, esta especie ha logrado extenderse ampliamente en gran parte de las
regiones tropicales y subtropicales para su cultivo. En cuanto a su morfologia, posee una boca
ancha y protactil con labios sobresalientes y dientes conicos, los cuales maximizan una dieta
omnivora. El papel de las aletas pares e impares en la locomocion es similar: las primeras
facilitan la propulsion, mientras que las segundas mantienen la estabilidad direccional
(Saavedra, 2006).

lustracion 1. Ejemplares de tilapia roja.

Fuente: (Lingam et al., 2021).

1.5.4.1 Taxonomia de la tilapia. A pesar de la descripcion de mas de 70 especies de tilapia, se
genera un debate considerable sobre la verdadera separacidn entre estas especies, debido a la
similitud y superposicién morfoldgica, asi como a la hibridacion, su clasificacion se torna
confusa. El género Tilapia se subdivide en dos subgéneros: Tilapia (anidadores de sustrato) y
Sarotherodon (incubacion bucal) (EI-Sayed, 2020).



Tabla 1. Clasificacion taxonémica de la tilapia.

Taxonomia de la tilapia

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Superclase: Gnathoztomata
Clase: Actinoptervgii
Orden: Perciformes
Suborden: Percoide1
Familia: Cichlidae
Geénero Oreochromis
Especie: Oreochramis sp.

Fuente: (Hernandez-Sanchez y Aguilera-Morales, 2012)

citando a (Trewavas, 1983).

1.5.4.2 Biologia Reproductiva. La tilapia tiene un dimorfismo sexual notable
permitiendo distinguir claramente entre machos y hembras. En la region caudal, los machos
tienen dos orificios genitales (ano y urogenital), mientras que las hembras tienen tres orificios
genitales (ano, poro genital y urinario) (Reyes-Trigueros et al., 2023). La madurez sexual se
alcanza entre los 8-13 cm en ejemplares en cautiverio y entre 20-30 cm en condiciones
naturales (Shoko et al., 2015).

Segln sefiala Baltazar, (2007) todas las especies de tilapia presentan una madurez
sexual precoz, estimada en 30-50 gramos. La fecundidad de las hembras es elevada, con 4 a 5
puestas de 200 a 2000 huevos por desove cada afio. Luego de la fecundacidn los progenitores

resguardan los embriones hasta la eclosion y posterior etapa larval de natacion.

lustracion 2. Dimorfismo sexual de la tilapia.

Macho Hembra

Fuente: (Saavedra, 2006).



1.5.4.3 Habitos Alimenticios. La dieta de la tilapia varia segun la especie y la etapa de
la vida. Las tilapias en cultivo suelen consumir fitoplancton o zooplancton, con preferencia por
el zooplancton o el fitoplancton dependiendo de la especie y la edad. También aceptan con
facilidad alimentos balanceados. Los alevines se alimentan de detritus y neuston. En cambio,
los juveniles se alimentan de zooplancton, y los adultos son omnivoros y se alimentan filtrando
sus branquiespinas. En los sistemas de cultivo, a menudo se utiliza la fertilizacion para producir
alimento natural (Stickney, 2017).
1.5.5 Calidad de Agua
La idoneidad del agua se encuentra condicionada por sus atributos fisico-quimicos, siendo
cruciales, entre otros, la temperatura, el contenido de oxigeno, el nivel de pH y la transparencia.
Caracteristicas que inciden significativamente en la produccion y reproduccion de los
organismos acudticos, especialmente en el caso de la tilapia. Por consiguiente, resulta
imperativo mantener las caracteristicas fisicoquimicas del agua en niveles adecuados que

propicien el desarrollo adecuado en Oreochromis sp. (Saavedra, 2006).

Tabla 2. Parametros fisicos y quimicos para el cultivo de tilapia en diferentes estados de

Levante Pre-engorde Engorde
Parimetro Rango normal
M+ DS min max M+ DS min méx M-« DS men max
pH 7804 67 79 71202 6.7 7.3 75205 7 8.1 69
Oxigeno - - ne - . 5 N
1607 2 16 31209 2 5.1 414009 24 49 L-S5mpl
dunelto
Temperatura 281206 27.3 289 280+05 273 28.9 278=03 272 281 37=32°C
Transparencin 424414 40,0 490 424413 40 44 I04%%2 35 46 W45 cm
Ainonio 0201 0,1 03 02200 0,2 0.3 02401 0,1 03 <2mgl
Dureza 6,1=29 413 4901 16,7 = 1.3 449 48,3 48.7 = 0.8 8.2 0.7 40 - 200 mg/L

Alcalmmdad 100=63 281 142 12216 304 4.2 125=08 4 $3.2 S0 - 200 mgL

Fuente: (Perdomo et al., 2012).

1.5.5.1 Oxigeno Disuelto. Este pardmetro afecta directamente a la nutricion y el
metabolismo de los peces, asi como al estado del medio acuético. La demanda de oxigeno en
el agua abarca diversas funciones bioldgicas, incluida la respiracién (Mohan et al., 2021). A
pesar de su capacidad para soportar niveles bajos de oxigeno disuelto, las tilapias exhiben un
crecimiento 6ptimo cuando las concentraciones exceden los 3 mg/L e inclusive tolerar 40 mg/L
(Magid y Babiker, 1975; Makori et al., 2017).
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1.5.5.2 Temperatura. En las regiones templadas y subtropicales, la temperatura juega
un papel vital en la fisiologia, el crecimiento, la reproduccion y el metabolismo de la tilapia.
La tilapia se ha ganado una reputacion por su capacidad para soportar temperaturas extremas
del agua. Sin embargo, muchas especies de Oreochromis sp. no pueden sobrevivir en
temperaturas inferiores a 10°C y no prosperan en temperaturas inferiores a 20°C. Los niveles
adecuados de temperatura para el crecimiento, procesos metabolicos, reproduccion y desarrollo

de Oreochromis sp. es entre 25 y 32 °C (El-Sayed y Kawanna, 2008).

1.5.5.3 pH. La exposicion de organismos acuaticos a extremos de pH conlleva
consecuencias estresantes o letales; pero los impactos indirectos derivados de la variacion del
pH y sus interacciones con otras variables adquieren relevancia superior en la acuicultura en
comparacion con los efectos directamente toxicos. El rango 6ptimo de pH para el crecimiento
y el bienestar en numerosos organismos acuaticos de agua dulce se sitla entre 6,5 y 9,0.
Diversos estudios han destacado la trascendencia del pH del agua en las fases tempranas del

desarrollo, la tasa de mortalidad y la resistencia a enfermedades en peces (Swain et al., 2020).

1.5.5.4 Compuestos Nitrogenados. Las fuentes de amoniaco en los estanques provienen
de las proteinas de la dieta de los peces y del metabolismo residual de estos organismos, que
se manifiesta en forma de excreciones fecales y urinarias. Las concentraciones de amoniaco se
ven afectadas por las condiciones ambientales acuéticas, especificamente el pH y la
temperatura del agua del estanque. A pH y temperatura mas altos, es decir, cuando el medio se
vuelve demasiado alcalino, el amoniaco se convierte principalmente en la forma molecular
NH3. La molécula de amoniaco (NH3) es mas tdxica que su formaidnica (Maulini et al., 2022).

El amonio (NH4+) es mas toxico debido a su capacidad de atravesar las membranas
celulares. Las proporciones entre estas formas se ven afectadas por el pH del medio ambiente,
siendo aproximadamente el 1% no ionizado a pH 7,3, aproximadamente el 10% a pH 8,3 y
aproximadamente el 50% a pH 9,3. Los niveles elevados de iones amonio (NH4+) provocan la

muerte del sistema nervioso en los vertebrados (Paul et al., 2020).

1.5.6 Enfermedades Bacterianas que Inciden en la Tilapia

Las tilapias son susceptibles a infecciones por Streptococcus sp., que actualmente figura
entre los patdgenos bacterianos mas representativos, generando importantes pérdidas
econdmicas. Otros agentes bacterianos infecciosos relevantes incluyen Francisella
noatunensis, causante de la franciselosis; Flavobacterium columnare, responsable de la
columnaris; Aeromonas hydrophila, A. jandaei y A. veronii, causantes de la septicemia;

vibriosis ocasionada por Vibrio spp. y edwardsiellosis causada por Edwardsiella ictaluri y E.
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tarda. (Debnath et al., 2023). Otros autores manifiestan que hay bacterias las cuales actuan
como oportunistas incluyendo: Micrococcus spp., Enterococcus spp., Lactococcus spp.

(Siamujompa et al., 2023).

1.5.7 Alternativas para la Reduccion de Bacterias

Los antibidticos se utilizan cominmente en la acuicultura para prevenir y controlar
enfermedades bacterianas. La regulacion de su uso industrial varia mucho de un pais a otro, y
muchos paises no cumplen plenamente con estas regulaciones. Dando como resultado la
acumulacion de residuos de farmacos en el ambiente con consecuencias nocivas para la salud
publica. La proliferacion de bacterias resistentes a los antimicrobianos es una consecuencia
directa de este uso incontrolado. Ante este desafio, es crucial investigar y aplicar alternativas
para limitar el uso de antimicrobianos en los sistemas acuicolas (Bhat et al., 2022; Pepi y
Focardi, 2021).

Existe una gran variedad de productos para controlar las enfermedades de origen

bacteriano entre los cuales destacan los siguientes:

1.5.7.1 Inmunoestimulantes. Se utilizan inmunoestimulantes naturales y quimicos para
mejorar la respuesta inmune del huésped y promover la supervivencia de los animales de
granja. Estos compuestos pueden activar o mejorar la inmunidad no especifica del huésped,
incluida la inmunidad celular y la inmunidad humoral, previniendo asi eficazmente las
infecciones bacterianas (Zhang et al., 2021). Ademas, se utilizan para contrarrestar la
inmunosupresién provocada por factores de estrés, prevenir brotes estacionales o suprimir el

tratamiento de posibles (Barman et al., 2013).

1.5.7.2 Acidos organicos. Los &cidos organicos son compuestos de cadena corta de
carbonos que son ligeramente acidos debido a sus grupos carboxilo y exhiben actividad
antimicrobiana al acidificar el citoplasma bacteriano. La forma no disociada (R-COQ) cruza
facilmente las membranas celulares y se disocia internamente en R-COO- e iones de hidrégeno
en ambientes alcalinos. La liberacién de H+ reduce el pH citoplasmatico, afectando el
crecimiento o supervivencia de bacterias sensibles (Romano y Nurul, 2014). Estos acidos son
conocidos como "modificadores del medio intestinal™, debido a que promueven el crecimiento,
refuerzan la actividad antimicrobiana del organismo y potencian la digestibilidad de los
nutrientes (Kandikatla y Kondamudi, 2016).
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1.5.7.3 Probiéticos. Los probioticos estan constituidos por microorganismos vivos no
infecciosos que proporcionan beneficios en la salud del huésped. Los probi6ticos se usan para
prevenir y tratar enfermedades, ya que no causan resistencia de los microorganismos patogenos
en el tracto digestivo del animal. Ademas, mantienen en buenas condiciones la composicion de
la microbiota y contrarrestan la proliferacion de patégenos (Chizhayeva et al., 2022).

En acuicultura los probidticos se emplean para mejorar la calidad del agua reduciendo
las bacterias del medio, y también se utilizan en los alimentos de los organismos acuaticos,
para aumentar el crecimiento y la resistencia a los patégenos. La fuente de obtencion de los
microorganismos con potencial probidtico son los mocos intestinales y las heces de los peces,
los cuales son aislados, estudiados y utilizados en los piensos (Pereira et al., 2022).
Amenyogbe, (2023) sugiere que los microorganismos procedentes del huésped son los mejores

para desempefiar un papel significativo en el sistema de proteccion natural del organismo.

Los probidticos mas utilizados en la acuicultura incluyen microalgas como la
Tetraselmis y levaduras como Debaryomyces, Phaffi y Saccharomyces. También se emplean
bacterias Gram positivas como Bacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Micrococcus, Lactobacillus, Carnobacterium y Weissella, asi mismo, bacterias Gram
negativas como Aeromonas, Pseudomonas, Alteromonas, Vibrio y Photordobacterium (Ringo
etal., 2020).

Se puede utilizar una cepa Unica de probidtico (SSP) o utilizar maltiples cepas de
probidticos (MSP), esta Gltima cepa puede ser combinada con una especie igual o del mismo
género, asi mismo se pueden utilizar probidticos multiespecies donde se combina diferentes
especies y géneros. Se ha utilizado un probiotico combinado con B. subtilis y B. cereus en una
dosis de 0,5 x 10 8 UFC/g, el cual se ha incorporado en la alimentaciéon de Oreochromis

niloticus mostrando una alta supervivencia y un mejor crecimiento (Xia et al., 2020).

1.5.7.4 Prebioticos. Los prebioticos son carbohidratos, sustratos, nutrientes o fibras que
aportan energia y se utilizan en la alimentacion de las bacterias beneficiosas del tracto
gastrointestinal del huésped. El uso de los prebiodticos permite promover el crecimiento,
optimizar el sistema inmune y promover la resistencia a los patégenos de los organismos
acuaticos de una forma amigable con el ambiente. En acuicultura los prebidticos son utilizados
como complemento en los piensos para promover el incremento de microrganismos benéficos

en el tracto intestinal de los organismos acuaticos mejorando la salud (Wee et al., 2022).
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Es posible encontrar los prebidticos en algunos alimentos como manzanas, tomates,
mango, ajo, cebolla, frijoles, lenteja, cebada, avena, entre otros. En acuicultura los prebidticos
mas empleados incluyen fructooligosacaridos (FOS), quitosano (CTS), pB-glucanos (GLU),
mananooligosacaridos (MOS) y xilooligosacaridos (XOS). El uso de los prebioticos en la
acuicultura promueve un mejor crecimiento, supervivencia, fortalecimiento del sistema inmune

y resistencia a los patégenos (Zhu et al., 2023).

1.5.7.5 Simbidticos. Los simbidticos son suplementos alimenticios que combinan los
probidticos y prebioticos, los cuales actian de forma sinérgica promoviendo mejores efectos
beneficiosos. El efecto positivo de la utilizacion de aditivos alimenticios suele resultar en uno
de los tres patrones como el sinergismo, potenciacion o efectos de los ingredientes. La
combinacion de los aditivos dietéticos de simbidticos es importante y eficiente para mejorar la
estabilidad de los organismos beneficiosos, debido a que la presencia de prebidticos protege
una fermentacion organizada (Srirengaraj et al., 2023).

Se han utilizado compuestos de probioticos (Bacillus subtilis) y prebidticos
(Mananooligosacaridos-MOS) en las dietas de alevines L. fimbriatus, demostrando que los
peces alimentados con O,5 % de MOS y 10* UFC de B. subtilis/g tienen un mejor crecimiento,
y los peces que se alimentaron con O,5 % de MOS y 108 UFC de B. subtilis/g presentaron una

mejora en la actividad de proteasa intestinal (Pawar et al., 2023).

1.5.8 Uso de Agentes Naturales

Las plantas o sus extractos se utilizan en acuicultura como medicamentos para tratar
diferentes enfermedades, ayudando a mejorar la salud de los animales y fortalecer su sistema
inmunoldgico. Estas plantas medicinales contienen principios activos como alcaloides, acidos
organicos, flavonoides y taninos; que estan relacionados con la funcién inmune de los animales.
Al ser un producto natural evita la resistencia de los medicamentos en los animales de granja,
haciéndolos mas seguros para el consumo humano (Zhu, 2020). Los fitomedicamentos para el
control de enfermedades tienen éxito porgue son rentables, respetuosos con el medio ambiente

y tienen efectos secundarios minimos (Pandey et al., 2012).

Para tratar las enfermedades de los peces se utilizan una gran cantidad de plantas
medicinales con propiedades antivirales, antibacterianas y antiparasitarias. De sus partes se
extraen los principios activos de estas plantas medicinales. Se utilizan principalmente hojas,
pero también se utilizan rizomas, frutos, raices, semillas, cortezas y bulbos. Las plantas

medicinales contienen una amplia gama de metabolitos secundarios y fitoquimicos, incluidos
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taninos, alcaloides y flavonoides, que tienen un impacto en una variedad de enfermedades de
los peces. ElI metanol se utiliza principalmente para extraer estas sustancias activas de estos

vegetales (Stratev et al., 2018).

1.5.9 Lenteja de Agua (Lemna minor)

1.5.9.1 Descripcion y Caracteristicas. Se caracteriza por ser pequefia y de rapido
crecimiento, lo cual permite que en un periodo corto llegue a ocupar grandes areas acuaticas.
La lenteja de agua esta conformada por una o dos hojas denominadas frondas, y una raiz sin
tallo. El tamafio de las hojas puede ser de 3-5 mm de longitud y de 2-4 mm de ancho, la raiz
puede tener una longitud de 5 a 7 cm (Homidchonova y Mahmudova, 2022). A pesar de poseer
pocas hojas flotantes y raices especificas, son verdaderas plantas vasculares pertenecientes al
grupo de las monocotiledoneas que se encuentran relacionadas con las Araceae (Liebers et al.,
2023).

lustracion 3. Lenteja de agua.

Fuente: (Kutschera y Niklas, 2015).

1.5.9.2 Habitat. Se distribuye en la superficie de cuerpos de aguas lenticos poco
profundos. Se desarrollan en ecosistemas de agua dulce como lagunas, lagos, estanques y
humedales, su crecimiento va a depender de las condiciones del medio ambiente. Por
consiguiente, si el medio que habitan contiene los nutrientes necesarios para su desarrollo, la

lenteja de agua puede duplicar su biomasa en menos de 48 horas (Acosta et al., 2021).

1.5.9.3 Taxonomia de Lemna minor. Perteneciente a la familia Lemnaceae, existen
alrededor de 40 especies distribuidas en cinco géneros (Lemna, Landoltia, Spirodela, Wolffia
y Wolffiella). Por su morfologia, distribucién global y su eleva plasticidad fenotipica segln las
condiciones ambientales, es un desafio para la clasificacion taxonémica del grupo, por lo que
se necesitan técnicas avanzadas de identificacion, como los estudios moleculares, para aclararlo
(Ekperusi et al., 2019).
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Tabla 3. Clasificacion taxondmica de la lenteja de agua.

Taxonomia de la lenteja de agua

Dominio: Eukaryota
Reino: Plantae
Filo: Spermatophyta
Subfilo: Angiospermae
Clase: Monocotyledonae
Orden: Araceae (Arales)
Familia: Lemnaceae
Género: Lemna
Especie: Lemna minor

Fuente: (Ekperusi et al., 2019).

1.5.9.4 Composicion Nutricional. La lenteja de agua presenta una fuente de proteinas
entre 15 % y 25 % y un contenido de fibra del 15 % al 30 %, cuando crecen en aguas pobres
de nutrientes. En contraste, bajo condiciones ambientales 6ptimas, con una proteina bruta de
entre el 35 % y el 43 %, acompafiada de fibras que varian entre el 5 % y el 15 %, y alrededor
del 5 % de grasas poliinsaturadas segun la especie. Ademas, poseen una elevada concentracion
de oligoelementos, potasio (K) y fosforo (P), asi como pigmentos como los carotenos y las
xantofilas. Asimismo, es rica en vitaminas A y B, lo que la convierte en una opcion
nutricionalmente valioso para la alimentacion de peces y otros animales (Leng et al., 1995).

La limitacion del uso de plantas vegetales como ingredientes en los alimentos acuicolas
puede ser la presencia de factores antinutricionales como &cido fitico, oxalatos y taninos,
aunque pueden ser reducidos los efectos por procedimientos como la fermentacion y extrusion.
Son plantas acuaticas que tienen alto contenido de lisina y metionina, convirtiéndola en idénea
para la alimentacion de animales. Ademas, es rica en contenido de aminoacidos esenciales
como leucina, isoleucina, cisteina, histidina, valina, arginina, treonina y metionina (Goswami
et al., 2022; Mustofa et al., 2022; Turck et al., 2022).
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1.5.9.5 Aplicaciones de Lemna minor en Acuicultura. La lenteja de agua se caracteriza
por su rapido crecimiento, disminucion microbiana y elevada acumulacion de nutrientes y
metales pesados, caracteristica que la define como una planta de interés para la acuicultura
(Wahman et al., 2021). La mayoria de las especies de Lemna se emplean en la acuicultura
debido a su potencial de fitorremediacion, transformacion de biomasa y elevado aporte
nutricional que puede llegar a ser superiores a otros ingredientes alimenticios ya existentes
(Cipriani et al., 2021).

Se ha empleado la harina de Lemna minor como un ingrediente en las dietas para los
peces, debido a que son ricos en proteina y son econémicamente rentables, por ende, no implica
métodos adicionales para eliminar el efecto de los antinutrientes. Se pueden utilizar en los
alimentos para peces de agua calida o fria. En las dietas de tilapia y carpa, se ha empleado

dando como resultado una conversion eficiente de biomasa (Naseem et al., 2020).

La fitorremediacion es una técnica no tradicional para el tratamiento de aguas negras,
en especial en zonas rurales donde el uso de métodos convencionales puede resultar muy
costos. Esta técnica se basa en el aprovechamiento de plantas acuéticas (Eichhornia crassipes,
Lemna minor y Phragmites australis) que poseen la capacidad de remover, transformar y

eliminar diversos contaminantes como son las coliformes fecales (Leon et al., 2018).

Opiyo et al., (2022) demostraron que la inclusion de harina de Lemna minor en la dieta
de tilapia aumenta significativamente los niveles de acidos grasos poliinsaturados, con un
aumento de los acidos eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) aumentaron mas
de diez veces, pasando del 0.5 % al 5 % de los acidos grasos totales cada uno, en los peces
alimentados con un 20 % de Lemna minor en comparacion con los que consumieron la dieta
de control. Recomendando la inclusion de harina de Lemna minor en la dieta del 15% al 20%
mejoran la composicion de omega-3 del masculo sin mejorar significativamente el crecimiento.
No obstante, Okomoda, (2012) determiné que una inclusion del 5% de harina de Lemna minor

mejora la ganancia de peso, el FCA, el crecimiento en la tilapia del Nilo.

En el estudio de Herawati et al., (2020) establecieron el tiempo de fermentacion ideal
para la harina de Lemna minor en el crecimiento y calidad nutricional de Oreochromis niloticus
mediante la inclusion de 2,5% a 7,5% en el alimento balanceado. Los resultados revelaron que
el tratamiento con una inclusién del 2,5% con 7 dias de fermentacion dieron respuestas
positivas tanto en el crecimiento, el FCA vy la supervivencia, asi como en un mejor perfil de

aminoacidos y acidos grasos.
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El proceso de fermentacion implica la oxidacién parcial de compuestos organicos en un
ambiente completamente anaerobio, dando como resultado la produccion de una sustancia
organica (Garcia et al., 2021). En este proceso se utilizan diversos microorganismos, tales
como Bacillus sp., Lactobacillus sp., Aspergillus sp. y Saccharomyces cerevisiae (Mukherjee
et al., 2016). Las bacterias lacticas desempefian un papel crucial en la fermentacion ya que
generan agentes antimicrobianos, azlcares, compuestos aromaticos, vitaminas y enzimas
(Leroy y De Vuyst, 2004). Por ejemplo, Lactobacillus acidophilus exhibe propiedades
probidticas debido a la produccion de bacteriocinas que modulan la microbiota intestinal
(Anjum et al., 2014).

La Lemna minor contiene metabolitos con propiedades bioactivas que pueden actuar
como antioxidantes y antibacterianas. Los compuestos fenoles, flavonoides, esteroles,
terpenos, acidos fendlicos, entre otros, han demostrado que la lenteja de agua puede actuar
como bactericida (Regni et al., 2021). Los extractos de plantas acuaticas son fuentes de
compuestos antimicrobianos con capacidad de inhibir bacterias patégenas en peces (Gonzéalez-
Renteria et al., 2020; Novita et al., 2021; Saturno et al., 2019).

Gulgin et al., (2010) demostraron que los extractos metanolicos y lifolizados en agua
de L. minor en concentraciones de 45 pg/mL poseen inhibicion contra bacterias Gram +
(Staphylococcus epidermidis, S. warneri, S. saprophyticus, Micrococcus luteus, Bacillus
cereus, B. subtilis, Streptococcus pneumoniae), Gram — (Citrobacter freundii, Citrobacter
koseri, Neisseria lactamica y Neisseria sicca). Ademas, obtuvieron un efecto inhibitorio contra
hongos del género Candida parapsilosisi y Candida glabrata. Asi mismo, Gonzalez-Renteria
et al., (2020) examinaron el potencial antibacteriano de Lemna minor frente a Pseudomonas
fluorescens comparando diferentes solventes (hexano, cloroformo y metanol) para la
extraccion. Los hallazgos mostraron que el extracto de hexano tenia la mayor actividad

antibacteriana, seguido por los extractos de cloroformo y metanol.
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Il. MATERIALES Y METODOS
2.1 Ubicacion
El trabajo experimental se realizd en el Laboratorio de Maricultura de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica. Se encuentra ubicada en el Km 5 1/2 via
Machala-Pasaje, cuyas coordenadas son: 3°17'28.8"S 79°54'50.1"W.

llustracion 4. Ubicacién del Laboratorio de Maricultura de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias.

2.2 Materiales y Equipos
2.2.1. Materiales

e 12 recipientes de plastico (95 L)

e Aireadores

e Manguera para acuario

e Piedras difusoras

e Placas Petri

e Pipetas de 10 ml

e Micropipetas

e Matraz Erlenmeyer

e Vaso de precipitado

e Agua destilada

e Alcohol industrial

e Asa de Drigalski

e Tubos de ensayo

e Gradillas

e Fundas Polifan
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e Balanceado

e Vidrio de reloj

e Espatula
e Bisturi
e Pegante

e Camaron Total Pack

e Harina de Lemna minor
e Agar nutritivo

e Cloruro de sodio

e Agar GSP

e Melaza

e Mandil

e Guantes

2.2.2. Equipos
e Estufa
e Mufla
e Autoclave
e Reverbero
e Desecadora
e Céamara de flujo laminar
e Incubadora
e Digestor de fibra cruda VELP
e Extractor de grasas
e Balanza analitica

e Balanza gramera

2.2.3. Organismos

e Tilapias (Oreochromis sp.)

2.3 Disefio Experimental
Se utilizd un disefio completamente al azar (DCA) debido a la homogeneidad de las
unidades experimentales. EI modelo const6 de cuatro tratamientos y tres réplicas, en los cuales

se colocaron cinco unidades muestrales en cada unidad experimental. Se determiné que en el
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tratamiento control (TC) se utiliz6 solo balanceado, en el tratamiento 1 (T1) se utilizé harina
de Lemna minor al 5% agregada al balanceado, el tratamiento 2 (T2) se empled harina de
Lemna minor fermentada al 3% adicionado en el balanceado, el tratamiento 3 (T3) se utilizaron
probidticos al 3% en el balanceado.

Figura 2. Croquis del experimento.

TC T1 T2 T3
T2 TC T3 T1
T3 T2 T1 TC

2.4 Caracterizacién de los Tratamientos

El factor de estudio del experimento es la harina de lenteja de agua (HLA) que fue
incorporada en el alimento balanceado de la tilapia de forma directa y a través de su

fermentacion con bacterias acido lacticas y levaduras.

Tabla 4. Caracterizacion de los tratamientos.

Identificacion Contenido Dosis de harina  Dosis de harina Dosis de
sin fermentar fermentada probioticos

TC Balanceado - - -

T1 HLA + 5% - -
balanceado

T2 Fermento de HLA - 3% -

+ balanceado

T3 Balanceado + - - 3%
bacterias y
levaduras

2.5 Dimensiones de las Unidades Experimentales

Fueron 12 recipientes circulares con un didmetro superior de 66 cm, un diametro
inferior de 54 cm y con una altura de 33,5 cm.
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Figura 3. Dimension de la unidad

experimental.

d2=66cm

dl=54cm

Volumen=1/3 w x h (r22+ r12 + (r2 x r1))
V =1/3 7 x 33,5 cm ((66 cm)?+ (27 cm)? + (66 cm x 27 cm))
V =95035 cm®x 1 L /1000 cm3
V =95,03L
2.6 Preparacion de las Unidades Experimentales

Se emplearon 12 recipientes, cada uno con una capacidad de 95 litros, como unidades
experimentales. Estos recipientes se llenaron hasta el 75% de su volumen, lo que equivale a 71
litros. Cada recipiente fue cubierto con una funda plastica perforada en diferentes zonas.
Ademas, se proporcion6 oxigenacion a cada unidad experimental y se colocaron 12 tubos de 4
pulgadas como refugios para los organismos.

2.7 Obtencion de los Organismos

La investigacion implico la obtencidn de 70 peces tilapia roja con un peso promedio de
18,45 gramos. Estos procedian de un cultivo en la Parroquia La Peafia, que pertenece al Canton
Pasaje de la Provincia de El Oro, ubicada en las coordenadas 3°18'29.9"S 79°51'10.7"W.

lustracion 5. Ubicacion del cultivo de tilapia.

2.8 Aclimatacion de los Peces
El proceso de aclimatacion se realizé colocando a los organismos en fundas con el agua

de donde se extrajeron en cada unidad experimental para igualar la temperatura gradualmente.
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Por otro lado, cada 5 minutos se iba colocando agua de pozo para adaptarlos las nuevas
condiciones fisicoquimicas del agua. Luego de varias semanas se observo a los organismos

completamente adaptados y se empezd con el ensayo.

2.9 Alimentacion
Las dietas se determinaron segun el peso promedio de la biomasa, calculando de ello el

3% para su alimentacién e incrementando la cantidad en base al apetito de los organismos. Se

dosifico con dos raciones al dia durante los 25 dias.

lustracion 6. Aclimatacion de las tilapias.

2.10 Obtencidn de la Lenteja de Agua
La especie vegetal se recolectd en un pequefio cuerpo de agua cercano a la via

Troncal de la Costa en las coordenadas 3°31'04.8"S 79°58'51.1"W.

lustracion 7. Ubicacion en donde se
recolecto la lenteja de agua.

1

i

2.11 Procesamiento de la Harina de Lemna minor
La lenteja de agua recolectada fue limpiada y lavada repetidamente con agua, para

luego ser secada en un horno a 60 °C durante un dia. Posteriormente, se tritur0 y se guardo en

una funda hermética.
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llustracion 8. Secado de la planta en estufa.

2.12 Fermentacioén de la Harina de Lemna minor

Para la fermentacion, se inocularon bacterias y levaduras que, una vez activadas, se
afiadieron a 10 gramos de harina de Lemna minor hasta humedecerla. Esta mezcla se coloco en
un recipiente esterilizado con tapa para evitar la contaminacion. La mezcla se dejé fermentar a

temperatura ambiente durante 7 dias como lo indica (Herawati et al, 2020).

lustracion 9. Adicion de bacterias y levaduras en la harina

de lenteja de agua para su fermentacion.

2.13 Manejo de Unidades Experimentales

Los pardmetros de calidad del agua, incluyendo el pH, la temperatura y el amonio, se
midieron utilizando un test colorimétrico, un termdmetro para acuarios y un test colorimétrico
especifico para amonio, respectivamente. Se realizaron recambios de agua diarios del 50%, y

se sifonearon las heces sedimentadas en el fondo de las unidades experimentales.

2.14 Determinacion de Composicion Nutricional: humedad, fibra, grasa y proteina de la
harina lenteja de agua sin fermentar y fermentada
2.14.1 Andlisis de Humedad

Para determinar la humedad se utiliz6 el método (PE15-5.4-FQ) en referencia al método
recomendado por la AOAC Ed20, 2016 925.10 (LACONAL, 2017).

2.14.2 Anélisis de Proteina
Se determind por el método (PE16-5.4-FQ) en referencia al método recomendado por
la AOAC Ed20, 2016 923.03 (LACONAL, 2017).
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2.14.3 Analisis de Grasa
El anélisis fue llevado a cabo mediante el método (PE17-5.4-FQ) recomendado por la
AOAC Ed20, 2016 2003.06 (LACONAL, 2017).

2.14.4 Analisis de Fibra
El andlisis del contenido de fibra de las harinas fue realizado bajo el metodo (AOAC
978.10) (VELP, 2019).

2.15 Medicidn de Talla 'y Peso de las Tilapias

Las mediciones se realizaron al inicio y al final del experimento. Para medir la talla se
utiliz6 una regla graduada colocada en un fondo blanco para una mejor precision. Las tilapias
de cada unidad experimental antes de ser medidas se colocaron en un recipiente pequefio y se
manipularon con cuidado para reducir el estrés. Se midié cada una de las tilapias desde el

extremo de la cabeza hasta la aleta caudal.

Después de la medicion de talla de cada tilapia se peso, para ello se utilizé una balanza
gramera y un recipiente circular previamente tarado para una mejor lectura, ademas, se evitd
el exceso de agua en las tilapias antes de ser pesadas para evitar error en el peso, luego de ser

pesadas se colocaron en las unidades experimentales correspondientes.

2.16 Andlisis Microbioldgico

Se realizaron analisis microbioldgicos para determinar la carga bacteriana en las
muestras de intestino de tilapia roja. Para ello, se utilizaron las técnicas de diluciones seriadas
y siembra en placa. Se seleccionaron tres organismos al azar del stock inicial para obtener
muestras de intestino y se macer0 para tener una mezcla homogenea y luego se tomé 1 g. La
muestra se diluy6 4 veces sucesivamente en tubos de ensayo con 9 mL de solucién salina al
1% autoclavada. Utilizando las diluciones 1/1000 y 1/10000, se procedié a la siembra por
triplicado en las placas previamente preparadas y esterilizadas con luz UV. Finalizado la
siembra se cubri6 las placas con una envoltura de plastico y se colocaron en la incubadora
durante 24 horas, posteriormente se realizé el conteo de las Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) de cada placa.

Luego de 25 dias de haber suministrado las dietas suplementadas se procedié con el
segundo analisis microbiolégico seleccionando 3 organismos de forma alzar de cada unidad
experimental y se procedié a realizar las diluciones 1/1000 y 1/10000 para su siembra

respectiva.
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I11. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Resultados
3.1.1 Fermentacion de la Harina de Lemna minor
En la figura 4 se evidencia que los niveles de pH durante la fermentacion se
mantuvieron constantes durante los 7 dias. Ademas, se evidencio la formacion de gas y no se
obtuvieron malos olores del producto fermentado, mismo que se mantuvo con un olor

agradable y sin presencia de hongos.

Figura 4. Medicion del pH durante la fermentacion de la harina de Lemna minor.
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3.1.2 Analisis de la Siembra de Muestras de Intestino de Tilapia

3.1.2.1 Conteo de Bacterias Totales. En la tabla 5 del andlisis de varianza (ANOVA)
de un factor se observa que los tratamientos y el control no tienen diferencias significativas
debido a que el p-valor obtenido (0,751) es mayor que alfa (0,05).

Tabla 5. ANOVA de un factor sobre las bacterias totales en muestras de intestino de

tilapia.
ANOVA
UFC (bacterias totales) /g de intestino de tilapia
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 30628125000,000 3 10209375000,000 ,405 ,751
Dentro de grupos  504787500000,000 20 25239375000,000
Total 535415625000,000 23

Los resultados de la siembra de muestras de intestino de tilapia utilizando el agar
nutritivo como medio de cultivo se observa que la concentracion de colonias antes de aplicar
los tratamientos fue de 5,52x107. Por otro lado, los resultados al final del ensayo se observa un

numero de colonias menor en comparacion con el control inicial registrado, teniendo una
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concentracion de 2,50x10° y 2,58x10° en los tratamientos 2 y 3 respectivamente. Mientras que

el tratamiento 1 y el control tuvieron una concentracion de 3,25x10° (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion del efecto de los tratamientos sobre

la carga de bacterias totales.

Tratamientos Concentraciéon (UFC / g)
Control (25 dias) 3,25E+05
Tratamiento 1 (25 dias) 3,25E+05
Tratamiento 2 (25 dias) 2,58E+05
Tratamiento 3 (25 dias) 2,50E+05

En la figura 5 se observa que los tratamientos 2 y 3 que contenian probioticos y el
fermento son ligeramente menor al control y el tratamiento 1 el cual solo tenia harina de Lemna
minor incluida en el balanceado.

Figura 5. Efecto de los tratamientos sobre las bacterias totales en el intestino

de la tilapia.

000000
0 00000

19000000

UPC hnesnrac tatalen) 'g de intocsus do tlapea

Testasunntn

3.1.2.2 Conteo de Pseudomonas sp. En la tabla 7 del anélisis de varianza (ANOVA)
de un factor se observa que el p-valor obtenido fue de 0,0001 siendo menor que el valor de alfa
(0,05) indicando la existencia de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos.
Tabla 7. ANOVA de un factor sobre las Pseudomonas sp. en muestras de intestino de tilapia.

ANOVA
UFC (Pseudomonas sp.) /g de intestino de tilapia
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 3997500000000,000 3 1332500000000,000 11,574 0,0001
Dentro de 2302500000000,000 20 115125000000,000
grupos
Total 6300000000000,000 23
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En el control realizado al principio del ensayo se obtuvo una concentracion de 7,38x10’
utilizando el agar GSP como medio de cultivo. Mientras que los resultados de las
concentraciones de los ensayos finales en donde los tratamientos 1,2 y 3 (2,5x10°, 6,25x10° y
9,75x10%) tuvieron mayor reduccion de Pseudomonas sp. en comparaciéon con el control

(1,35x10°) (Tabla 8).

Tabla 8. Comparacion del efecto de los tratamientos sobre la carga de

Pseudomonas sp.

Tratamientos Concentracion (UFC / g)
Control (25 dias) 1,35E+06
Tratamiento 1 (25 dias) 2,50E+05
Tratamiento 2 (25 dias) 6,25E+05
Tratamiento 3 (25 dias) 9,75E+05

En la figura 6 se observa que los tratamientos difieren al control siendo el tratamiento
1 maés eficaz en cuanto a la reduccién de Pseudomonas sp. seguido del tratamiento 2 y del

tratamiento 3 respectivamente.

Figura 6. Efecto de los tratamientos sobre la carga de Pseudomonas sp. en el

intestino de la tilapia.
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variable de estudio segln Tukey.

3.1.2.3 Conteo de Aeromonas sp. En la tabla 9 del analisis de varianza (ANOVA) de un factor
se obtuvo un valor menor que alfa (0,05) indicando la existencia de diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos.
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Tabla 9. ANOVA de un factor sobre las Aeromonas sp. en nuestras de intestino de tilapia.

ANOVA
UFC (Aeromonas) /g de intestino de tilapia
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.

Entre 2367550312500000,000 3 789183437500000,000 19,912 0,000003
grupos
Dentro 792668750000000,000 20 39633437500000,000
de
grupos
Total 3160219062500000,000 23

En la tabla 10 se puede observar que la concentracion inicial registrada fue de 8x10°. A
diferencia de los datos obtenidos en el ensayo final en donde todos los tratamientos incluido el
control mostraron un crecimiento en la concentracién de Aeromonas sp. que van desde 1,18x’
a 3,84x10".

Tabla 10. Comparacion del efecto de los tratamientos sobre la carga de

Aeromonas sp.

Tratamientos Concentracion (UFC / g)
Control (25 dias) 1,18E+07
Tratamiento 1 (25 dias) 2,41E+07
Tratamiento 2 (25 dias) 3,84E+07
Tratamiento 3 (25 dias) 1,74E+Q7

En la figura 7 el numero de colonias al final del ensayo se evidencia un incremento en
cuanto a la carga de Aeromonas sp. en las muestras de intestino de tilapia siendo el tratamiento
3 el cual tuvo un incremento de 3,84x107. Por otro lado, el control registra una concentracion

de 1,18x10".
Figura 7. Efecto de los tratamientos sobre la carga de Aeromonas sp.
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3.1.3 Porcentaje de la Composicién Nutricional de la harina de Lemna minor sin
fermentar y fermentada

3.1.3.1 Humedad. En la figura 8 se observa el valor obtenido de humedad de ambas
muestras. La harina de Lemna minor presenta un contenido del 95% de humedad, mientras que
la harina de Lemna minor fermentada presenta un 85%.

Figura 8. Porcentaje de humedad de las harinas de lenteja de agua.
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3.1.3.2 Proteina. La figura 9 muestra el contenido de proteina de ambas muestras. La
harina de Lemna minor presenta un contenido de 17,75%, mientras que la harina de Lemna
minor fermentada presenta un 4,25% de proteina.
Figura 9. Porcentaje de proteina de las harinas de lenteja de agua.
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3.1.3.3 Grasa. La figura 10 muestra los resultados obtenidos de grasa de las muestras.
La harina de Lemna minor presenta un contenido de 7,44%, mientras que la harina de Lemna
minor fermentada presenta un 5% de grasa.

Figura 10. Porcentaje de grasa de las harinas de lenteja de agua.
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3.1.3.4 Fibra. En la figura 11 se observa el porcentaje obtenido de ambas muestras. La
harina de Lemna minor presenta un contenido de 55% de fibra, mientras que la harina de Lemna

minor fermentada presenta un contenido de 79,1%.

Figura 11. Porcentaje de fibra de las harinas de lenteja de agua.
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3.1.4 indice de Talla y Peso

3.1.4.1 Talla de las Tilapias. En la figura 12 se observa la talla promedio de las tilapias
en los diferentes tratamientos experimentales. Al inicio del experimento la talla promedio en
el tratamiento control (balanceado) fue de 10,4 cm, en el tratamiento 1 (Balanceado + hla) fue
de 10,5 cm, en el tratamiento 2 (Balanceado + hla fermentada) fue de 10,1 cm y tratamiento 3
(Balanceado + probidticos) fue de 10,0 cm. La talla promedio final de la tilapia aumento
significativamente en los tratamientos control y tratamiento 1, alcanzando 12,1 cmy 12,2 cm,
respectivamente. En el tratamiento 2 y tratamiento 3 la talla promedio fue de 11,6 cmy 11,8

cm.

Figura 12. Talla inicial y final de las tilapias.
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3.1.4.2 Peso de las Tilapias. En la figura 13 se presenta el peso promedio de las tilapias en los
diferentes tratamientos experimentales. El peso promedio inicial para el tratamiento control
(balanceado) fue de 19,6 g, para el tratamiento 1 (Balanceado + hla) fue de 19,8 g, para el
tratamiento 2 (Balanceado + hla fermentada) fue de 17,2 g y tratamiento 3 (Balanceado +
probidticos) fue de 17,2 g. Al final del experimento se muestra un aumento en los tratamientos
control y tratamiento 1 con un peso promedio final de 30,9 g, mientras que el tratamiento 2 y

tratamiento 3 el peso promedio fue de 27,1y 28,7 g, respectivamente.

Figura 13. Peso inicial y final de las tilapias.
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3.2 Discusion

El proceso de la fermentacion tiene un papel importante de la calidad nutritiva de las
proteinas de origen animal y vegetal. Las fuentes de proteinas pueden ser tratadas con
microorganismos para conservar sus nutrientes de modo que se puedan incorporar a los
alimentos acuicolas, esto reduciria los costos de la alimentacion y la contaminacién del medio
ambiente (Dawood y Koshio, 2020). Durante la fermentacion es evidente la disminucion del
pH por accion de las bacterias y levaduras que acidifican rapidamente la materia prima en
acidos organicos (&cido lactico, acido acético, acido succinico), etanol y glicerol (Kotozyn-
Krajewska y Dolatowski, 2012; Liu et al., 2015).

Los resultados obtenidos en cuanto a la caracterizacion de las harinas en el presente
ensayo difieren con los obtenidos por Herawati et al., (2020) que obtuvieron un contenido
proteico, grasa y fibra en Lemna minor sin fermentar del 23,47%, 3,99% y 29,92%

respectivamente. Ademas, los mismos investigadores caracterizaron la harina de Lemna minor
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fermentada, donde los resultados también difieren a nuestro ensayo. Igualmente, Cruz et al.,
(2011), registraron un contenido de proteina de Lemna minor fermentada mayor a la presentada
en este estudio. Esto puede deberse a los nutrientes presentes en el sitio de recoleccién como
mencionan Stadtlander et al., (2022) que niveles adecuados de nitrégeno inciden en la calidad

nutricional proteica.

Samtiya et al., (2021) mencionan que, en algunas harinas fermentadas, las bacterias
también pueden utilizar aminoacidos como nutrientes, con la consiguiente disminucion del
contenido proteinico, asi como de su calidad. La energia requerida para el desarrollo bacteriano
es obtenida a partir de los carbohidratos. Sin embargo, la utilizacion de péptidos y aminoacidos

es eficaz para la sintesis proteica microbiana (Castillo-Lopez y Dominguez-Ordofiez, 2019).

Los resultados del presente ensayo evidencian una disminucién en la carga bacteriana
total al final del ensayo que difieren de otras investigaciones realizadas con la adicion de
fermentos de harinas de origen vegetal los cuales tienden a incrementar el nimero de bacterias
totales en el intestino. Abdul et al., (2021) encontraron que la adicion de pulpa de soya
fermentada al 50% en Clarias gariepinus aumenta la carga bacteriana total en el intestino
(1,37x10°) en comparacion con el control (6,43x10°). Asimismo, Nandi et al, (2023) informan
que la suplementacion de harina de espinaca de agua fermenta al 100%, en la dieta de
Heteropneustes fossilis incrementan la carga de bacterias totales en el tracto intestinal
(15,90x10°) en comparacion con el control (1,44x10°). Esto puede deberse a que el medio de
cultivo, es decir el agar nutritivo podria no ser es el mas adecuado para el crecimiento de todas
las bacterias aerdbicas presentes en el intestino y ademas cada harina vegetal puede tener mayor

cantidad de proteina y de minerales que ayudan a un mejor crecimiento bacteriano.

Por otro lado, los resultados del niumero de Pseudomonas sp. indican una disminucién
al final del ensayo a diferencia de las Aeromonas sp. que incrementaron. Esto podria atribuirse
a que las Aeromonas sp. tienen la capacidad de fermentar carbohidratos y son anaerobios
facultativos; por el contrario, las Pseudomonas sp. son bacterias aerobias no fermentativas
(Grim, 2013; Loveday et al., 2014).

Los resultados del presente ensayo en lo que respecta la talla y el peso de las tilapias
alimentadas con las dietas enriquecidas se asemejan a las obtenidas por Iskandar et al., (2019)
los cuales sefialan que las dietas con alto contenido en fibra provocan mayor requerimiento
energético en los peces para digerir la celulosa, y por lo tanto se veria una disminucion en el

crecimiento.
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IV. CONCLUSIONES
Se elabor6 un fermento de harina de Lemna minor utilizando probidticos comerciales
en donde se obtuvo como resultado un producto con un pH bajo, demostrando que es

posible hacer un ingrediente fermentado a partir de harinas de origen vegetal.

En el andlisis proximal de la harina de Lemna minor con y sin fermentar los resultados
difieren de otros investigadores ya que estos van a depender de la calidad de nutrientes
que existen en el medio y también del tipo de bacterias que se utilicen para su

fermentacion.

El efecto de las dietas enriquecidas sobre la carga de bacterias totales refleja que no

existe una influencia sobre su concentracion.

La carga de Psedomonas sp. fue de lo que indica que hubo una disminucion con
respecto al control que fue de 2,5x10°. Por otro lado, la carga de Aeromonas sp.
aumento6 significativamente en el tratamiento 3 (balanceado méas la harina de Lemna
minor fermentada) alcanzando una concentracion de 3,84x107 a diferencia de los demas

tratamientos y el control (1,77x107 en promedio).

En relacion a la talla y el peso promedio de las tilapias se demuestra que la adicion de
harina de Lemna minor fermentada o probidticos al balaceado no incide
significativamente en el crecimiento de los organismos. Sin embargo, el uso de la

lenteja de agua sin fermentar aumenta levemente la talla de las tilapias.

En base a nuestros resultados, se concluye que el fermento de la harina de Lemna minor
no inciden en la carga bacteriana, asi mismo con el peso y la talla en las tilapias por lo

que es preferible utilizar solo balanceado.
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V. RECOMENDACIONES
Realizar investigaciones sobre la forma més adecuada de adicionar la harina de origen

vegetal en las dietas acuicolas.

Investigar si dosis inferiores de harina de Lemna minor en las dietas para peces puede

ayudar a un mayor crecimiento.

Buscar alternativas de materias primas de origen vegetal que ayuden como prebidticos

para mejorar el cultivo de peces.

Buscar otros productos probidticos comerciales que ayuden a fermentar las harinas.
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ANEXOS
llustracion 10. Mantenimiento de las lustracion 11. Pesaje individual de las
tilapias.

unidades experimentales.

K/

v

lHustracion 12. Pesaje utilizando una regla'y lustracion 13. Criadero de tilapia de
un fondo blanco marcado con varias donde se obtuvieron los organismos.
medidas.

TN >

i
llustracion 14. Pesaje de Lemna minor para
determinacion de humedad.

lustracion 17. Extraccion de los intestinos
de los organismos seleccionados
aleatoriamente.

lustracion 16. Esterilizacion en
autoclave de agar nutritivo y agar GSP.

llustracion 18. Siembra de las muestras de
intestino de tilapia en placas con agar
nutritivo.

lustracion 19. Camara de flujo laminar con
las placas preparadas para la siembra.




llustracion 21. Preparacion de tubos

llustracion 20. Disolucion de la muestra y )
de ensayos con solucién salina.

previo a la siembra.

lustracion 22. Siembra de las diluciones
de las muestras en placas con agar GSP.
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