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INTRODUCCION

La acuicultura tiene una historia de 4000 afios parsido desde hace 50 afos
que se ha convertido en una actividad econOmicvaste. Su contribucion al
suministro mundial de pescado, crustaceos y motus@re de forma imparable afio
tras aflo. Segun estadisticas de la FAO, ha pasadg2d6 de la produccién total en
1970 al 34,1% en 2002 (APROMAR, 2004).

En nuestro pais la acuicultura ha tenido buenaidaogpr la existencia de
especies con grandes aptitudes de manejo y pmafacantidad de alimento que
aportan. Entre estas esta la tilapia roja, corsiliieruna de las especies
dulceacuicolas mas exitosa (L&tal., 2002); debido a que existe alta demanda en
el mercado interno asi como los excelentes prgeitesnanda de filetes existente en
el mercado norteamericano (Redmayne, 2001).

En Ecuador, el cultivo de la tilapia como negaentable nace a partir de la
aparicion del virus de la mancha blanca que aféat@roduccion camaronera,
provocando que se encuentre mucha infraestructasacdpada como piscinas,
estanques y plantas de balanceados, que luegaudpeadn para el cultivo de este pez
(Delfini, 2006).

Laraet al., (2002) menciona que la tilapia se cultiva esbesnas intensivos y
semi-intensivos donde los requerimientos nutridesmaon satisfechos con dietas
artificiales completas. Debido a las condiciones aldtivo, como son altas
densidades de siembra y limitada calidad de agsapotganismos se encuentran
sujetos a un estrés constante que se traduce es tmgas de crecimiento e

ineficiencia alimenticia, asi como presencia deenédades.

Para que estos problemas por los cuales atraviezsdtigo de tilapia y que
afectan directamente en la produccién final, se dwrsiderado varias alternativas
gue permiten mejorar, una de ellas es corregilit@eatacion a través de productos
beneficiosos tanto para la salud del pez, como @an@mbre, ya que no producen

efectos residuales, uno de estos productos sqrdbgticos.
1



Se considera alimento probidtico aquel que contibaeterias vivas que
permanecen activas en el intestino y ejercen imptas efectos fisioldgicos, al ser
ingeridos en cantidades suficientes tienen efectp Imeneficioso, como contribuir al
equilibrio de la flora intestinal y potenciar elste&ma inmunolégico (Seh-lelha,

2008), dando como resultado un rapido crecimiemt@jor salud del animal.

Los resultados del estudio permitirdan que los adigres vean a los
probioticos como una alternativa capaz de meguarcultivos de tilapia y puedan
asi ser mayormente competitivos, permitiendo quepsaducciones se conviertan

econdmicamente rentables.

Ademas estos resultados se convertiran en la lzaaefyiuras investigaciones
dicho que la mayoria de los estudios de probiétamsian enfocado a diferentes
especies como ratas, cerdos, pollos, humanos yariaa peces las investigaciones

son recientes y muy minusculas.

Se realiz6 la investigacion tomando en cuentaitpsentes objetivos.

GENERAL

. Determinar el efecto del probiético nativo que came Bacillus subtilis y
Saccharomyces cerevisiae, sobre el crecimiento de tilapia roj@reochromis
spp.) en Santo Domingo de los Tséachilas.

ESPECIFICOS

. Aislar los microorganismos presentes en del trdigestivo de la tilapia roja.

. Identificar las cepas nativas @&acillus subtilis y la levaduraSaccharomyces
cerevisiae

. Multiplicar los microorganismos probiéticos aisladen un sustrato de sostén
(Harina de pescado)

. Formular el probidtico de acuerdo a la concentraciéquerida, para

adicionarlo a la dieta.



. Evaluar la eficiencia en los peces, con la aplaae un probidtico nativo
obtenido, versus el probidtico comercial utilizarlds siguientes factores de
medicion: peso, tamafo (alto y largo), incidena@aedfermedades e indice de

conversion alimenticia.

La hipétesis planteada para la investigacion skesaribe como:

La adicion de probioticos al alimento balanceadotitipia en etapa de

engorde, no incidird en la ganancia de peso, tamaimortalidad de los peces.



ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1. CULTIVO DE TILAPIA

El cultivo de tilapia posee gran importancia enpladuccion de proteina
animal en todo el mundo, particularmente en losgsén vias de desarrollo (Lara-
Floreset al, 2002). Quifionez, (2008), da a conocer que laiéilap cultivada en mas
de 100 paises y ocupa el segundo puesto en laqmédumundial con 1,6 millones
de toneladas métricas al afio. Este crecimienta [gehmitido conquistar todo tipo de
mercados, tanto en los paises desarrollados cores @aises en vias de desarrollo

La tilapia (Figura.1l) es un pez teledsteo, del mrEersiforme perteneciente a
la familia Cichlidae originario de Africa. Habitan éa mayor parte de las regiones
tropicales del mundo, donde las condiciones soar#bles para su reproduccion y

crecimiento.

Entre todas las especies pertenecientes al dendonim@mun de “tilapia”
(genero tilapia YOreochromis), la “tilapia del Nilo o tilapia nil6tica” es lasdmayor
aceptacion y produccion a nivel mundial, junto #drido de “tilapia roja”. Por lo
tanto el génerdOreochromis es el que se considera de mayor importanciaaeetr

los cultivos comerciales existentes.

Productores en Ecuador, Costa Rica y Hondurasrexpel filete fresco de
tilapia cultivada a mercados en Norteamérica. Ti@mlthay comercio internacional
importante de esta especie entre varios de logp&tnoamericanos. Ademas, los

mercados locales para tilapia estan creciendo atr&CAmérica (Pronaca, 2008)

Notarianni (2006), nos indica que al Ecuador l@pia fue introducida en los
aflos "80, ingresando como cultivos artesanalegolwm noviembre de 1993 se
registra la primera exportacion de tilapia en pnesgon de producto congelado y a
fines de 1995, comienza la exportacién a escataimadstrial.
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Figura 1. Estructura interna de la tilapia
Fuente: Colpos, 2005

2.2. REQUERIMIENTOS DEL MEDIO AMBIENTE PARA TILAPIA S

Poot, et al. (2009) manifiesta que para cultivar tilapia es inigate tomar en
cuenta las propiedades fisicoquimicas del aguasEkben mantenerse dentro de
los parametros Optimos para garantizar el desardelllos peces.

Entre las propiedades mas importantes tenemos nfgetatura, oxigeno
disuelto, pH y transparencia las cuales influyerealamente en los aspectos
productivos y reproductivos de los peces. Por B eglimportante que se mantengan

dentro de los rangos Optimos para el desarrollogipeces.

2.2.1. Temperatura

El rango Optimo de temperatura del agua para eivoutle tilapias fluctia

entre 28 y 32°C, con variaciones de hasta 5°C.



Los cambios de temperatura afectan directamert@sémetabdlica, mientras
mayor sea la temperatura, mayor sera la tasa niiea@hbd por ende, subira el

consumo de oxigeno.

2.2.2. Oxigeno disuelto

El rango 6ptimo esta por encima de los 4 mg/l. Atiomacion se da a conocer

los niveles de oxigeno (mg/l) y sus efectos.

. 0,0-0,3 :Los peces pequeios sobreviven en cpetdsdos.
. 0,3-2,0 : Letal en exposiciones prolongadas.
. 3,0-4,0 :Los peces sobreviven pero crecen lesmigan

. >4.,5 : Rango deseable para el crecimiento del pez

2.2.3.pH

En peces como la tilapia el rango normal del aguansuentra entre 6,5y 9,0
ya que esto permite la secrecion normal de mucus @mel, combinado con una

dureza normalmente alta.

2.2.4 Transparencia

Se recomienda hacer recambios de agua en propaatitdivel de turbidez
hasta dejarla en los valores ideales, este recapuEde ser continuo o bajando el
nivel del agua entre 30 y 40 cm para reponerla agun nueva, el color ideal a

obtener es un verde claro.

2.3. ALIMENTACION DE LAS TILAPIAS

El géneroOreochromis se clasifica como Omnivoro, por consumir diverdida
de alimentos, variando desde vegetacion macroscdmsta algas unicelulares y
bacterias, tendiendo hacia el consumo de zooplanctbas Tilapias son peces

provistos de branquiespinas con los cuales lossppueden filtrar el agua para
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obtener su alimento basado en algas y otros orgasisacuaticos microscopicos.
Los alimentos ingeridos pasan a la faringe dondensecanicamente desintegrados

por los dientes faringeos.

Para el cultivo se han empleado diversos alimen@es como plantas,
desperdicios de frutas, verduras y vegetales, Eenoleaginosas y cereales, todos
ellos empleados en forma suplementaria. La baske @éimentacion de tilapia la
constituyen los alimentos naturales que se desamreh el agua y cuyo contenido

proteico es de un 55% (peso seco) aproximadan(eatd,et al. 2009).

En cultivos para produccién comercial, se utilizablas de alimentacion que
constituyen una base para todo el ciclo de culademas estas tablas permiten tener
una idea de cuanto alimento requerimos para & dielcultivo, pudiendo determinar
cudles pueden ser nuestros gastos. Los resultaslassteds tablas pueden variar
dependiendo de la temperatura, calidad de aguéidadale semilla. En el cuadrol

se indica una tabla utilizada por la empresa Panac

Cuadro 1. Tabla de alimentacion del programa Pro- tilapia

Peso corporal Tamafio Tasa Dosis
Tipo de Proteina tilapia (pr) particula Rango alimenticia recomendada
alimento (%) pia (g (mm +- 0,5) (dias) (% Biomasa) (dia)
Tilapia
juvenil 1 35 5a10 2,2 31a50 8 6
Tilapia
juvenil 2 32 11a60 2,2 51 a100 6 6
Tilapia
Engorde 1 32 61 a 150 2,8 101 a 140 4 4
Tilapia
Engorde 2 30 151 a 250 3,5 141 a 180 2,5 3a4
Tilapia
Engorde 3 28 251 a 350 6 181 a 220 15 3
Tilapia
Engorde 4 A 24 351 a 550 6 221 a275 15 3
Tilapia
Engorde 4 B 24 > 550 9,5 > 275 15 2a3
Tilapia
Reproductor 40 150 a 1000 2.8 /:’75 y > 100 4 3

Fuente; Pronaca, 2008



Segun (Lozano, 2001) el mejor horario para alinremfas peces esta entre las
10HOO y 15H00 ya que en este periodo la acidezrdeto digestivo esta en su
maximo nivel y este debe ser consumido en un tiemppmayor a 20 minutos. El pez
requiere de proteinas, lipidos, energia, vitamipasinerales para cumplir con

funciones vitales.

2.4. MICROORGANISMOS BENEFICOS EN LA ACUICULTURA

El concepto de ingerir microorganismos vivos copreposito de manipular la
microflora y mejorar la salud intestinal y el bisteg general de un organismo, tiene
sus primeras raices a inicios del siglo XX. Estacfica actualmente se encuentra
sujeta a mucha investigacion con la finalidad deervdr bacterias efectivas contra
microorganismos patdgenos, asi como para estabiteceeneficios generales en el
huésped. La mayoria de productos que se han ptoppasa uso en la acuicultura
son los probidticos, entre ellos existen difegsrgrupos como las bacterias acido
lacticas y géneros comdbrio, Bacillus y Pseudomonas, principalmente (Austiret
al.1995; Garriques y Arévalo, 1995; Ringo y Gatesou@98; Verschuereet al.

2000; Sullivan, 2001).

Burr y Gatlin (2005), nos indican que con la agiéa de probioticos en peces

de varias especies y con diferentes dosis logmlotener los siguientes resultados:

Cuadro 2. Respuesta obtenida en peces a la utilizaciérnveesds probiodticos

Probiético Especie| Dosisy tiempo Respuesta Referencias
encontrada
Bacillus subtilisy B Trucha | 4 x 10 esporas/g| Resistencia a (Rzzggg;at al.
Licheniformis arco iris | dieta por 42 dias| Yersiniaruckeri
. - 0.5x10 CFU/g
Bacillus subtilisy Brema | a 1.0x10 CFU/g Aumento en la Salinaset al.
Lactobacillus . . 2 | respuesta inmune
. marina | en la dieta diaria | . (2005)
del brueckii p innata celular
por 21 dias

Saccharomyces Tilapia | 0.1% dieta g\gmsg(t)o e;cigiaer;i?:d Lara-Florest
Cerevisae noldtica | x63dias alin?entic%/a al. (2002)

Fuente: Burr y Gatlin (2005).




2.4.1 Caracteristicas de BacteriaBacillus)

Las bacterias del géneBacillus microbioldgicamente son consideradas como
Gram positivas en forma de bastoncillo, agrupadasaeenas, matiles y flagelacion
peritrica, formadoras de endosporas, anaerobiagtasto facultativas, no son
adherentes, y son productoras de sustancias artbi@oas y enzimas hidrolasas.
Entre las especies de mayor importancia como piiobg pertenecientes a este

género estaBacillus cereus, B. licheniformis, B. subtilisy B. natto (Jawets, 1996).

Anon (1998), da a conocer que la produccién de sgaas es una
caracteristica tipica de todas las bacterias degéoerosBacillus y Clostridium.
Estas son pequefias estructuras ovoides o esf@itéss que pueden transformarse
estas bacterias y constituyen formas celulares rasigtentes al calor y al medio
adverso. Otros de los elementos que caracterizsBatillus sp. es la produccion de
enzimas hidroliticas que ayudan a mejorar la atian de los alimentos. Dentro de
estas se encuentran las proteasas, amilasas licesidasas que descomponen las
complejas moléculas de los alimentos y las transdoren nutrientes mas simples.
Estos compuestos son absorbidos mas rapidamentel pemimal o pueden ser
empleados por otras bacterias beneficiosas pastablecimiento de una microflora
intestinal balanceada. El empleo de las bacterigls ggnero Bacillus y sus
endosporas también viene dado por su capacidadodeqeion de enzimas, estas
ademas de mejorar la digestion en el hospedero, capaces de inhibir el
crecimiento microbiano de bacterias dafiinas. Laegporas por su parte, estimulan
el sistema inmune contribuyendo a la resistenciaraoel desafio de patégenos

ambientales.

Bortolozo (2002), informa que dentro de IBacillus mas utilizados como
probioticos se encuentra Bhacillus subtilis, a pesar de estar considerados como
microorganismo transitorio del tracto gastrointesti (TGI), pues no poseen la
capacidad de adherirse al epitelio intestinal,feate esta encaminado a multiplicar
y favorecer la colonizacion de otros microorganismmomo es el caso de

Lactobacillus acidophilus.



2.4.1.1 Efectos beneficiosos del uso de Bacillus y sus endosporas

como probidticos en peces

Dentro de la actividad enzimatica especifica darag especies dacillus se

citan:

. Bacillus subtilis produce proteasa, amilasp;glucanasa y otras enzimas,
Bacillus licheniformis produce proteasa, amilasa y otras enzimaBagyllus

circulans producep-glucanasa.

El empleo de endosporas Bacillus sp. puede contribuir a una disminucién de
acidez del intestino en los peces, favoreciendoesimiento dd_actobacillus en el
TGI, estimulando el sistema inmune, contribuyendi® r@sistencia contra el desafio
de patdgenos ambientales, Inhibiendo y controlaglderecimiento microbiano de

bacterias dafiinas y favorecen el proceso digediva tilapia (Anon, 1998).

Las endosporas dgacillus subtilis que generalmente, permanecen viables en
el alimento suministrado a los peces son establés acidez gastrica, actian contra
patégenos especificos en el intestino e incremefdariactobacillus del tubo
intestinal (Jiraphocaku al. 1990).

2.4.2 Caracteristicas de las Levaduras

Quifionez. 2008, indica que los hongos unicelulaussialmente de forma
ovalada, con estados vegetativos que se reprodpcedominantemente por
gemacion o fision, dando por resultado un crecitoiemicelular, aunque algunas
pueden ser dimoérficas o bifasicas y crecer comoelimicbajo condiciones
ambientales apropiadas. Este grupo de microorgasisnesta incluido
taxondmicamente en la Divisibn Eumycota y dadas sasacteristicas de
reproduccién sexual, se pueden ubicar en tres \w@almties: Ascomycota, que
comprende a levaduras que pueden formar esporasnatas dentro de un asca;
Basidiomycota, en donde los representantes fornsporas externas localizadas

sobre basidios o esterigmas y Deuteromycota enedeadncluyen todas aquellas
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levaduras para las que no ha sido posible demagiepresentan una fase sexual en
su ciclo de vida.

Las levaduras registran una amplia distribuciéruervariado tipo de habitats
terrestres. Sin embargo, es poco lo que se sabasdevaduras de ecosistemas
acuaticos, particularmente del marino. También higunas levaduras que son
capaces de distribuirse en ambientes salinos nimosay son altamente halofilicas o

halotolerantes (Ochoa y Vasquez-Juarez, 2004).

Quifionez (2008), afirma que en los ecosistemastiaogala mayoria de las
levaduras probablemente crecen en condiciones timas requiriendo para su
desarrollo sitios de amplificacion de las poblae®igomo sedimentos, detrito y de

manera importante, estan asociadas a organismascasupara su desarrollo

Del salmon del atlantico se han aislado difereegmecies de levaduras, con
cuentas de hasta 3 x *16élulas/g de intestind.as especies dominantes fueron
Debaryomyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula rubra vy
Rhodotorula glutinis (Andlid, 1995).

La mayoria de las células en transito por el imeste peces son eliminadas
rapidamente debido al continuo flujo de agua, sitira que pone en duda la
presencia de microflora normal en estos tejidas.eBibargo, se ha demostrado que
algunas especies de levaduras poseen mecanismos quermite colonizar el

intestino de peces y eventualmente amplificar kagmon (Andlid, 1995).

Otros estudios mas detallados han establecideehmismo de colonizacion,
el cual parece estar mediado por la participaciénadhesinas especificas y la
hidrofobicidad tipica de este tipo de células. Abnhente, hay un modelo que
propone que las células tienen capacidad para eamdpidamente su fenotipo de
superficie celular (hidrofébico-hidrofilico) en mgesta a la disponibilidad de
nutrimentos, lo que les confiere capacidad de creme componentes de la mucosa
como unica fuente de energia y establecer unaidelaestrecha a través del

reconocimiento especifico de ciertos componentda gricosa.
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Quifionez (2008), menciona dos aspectos que haivadotla consideraciéon
del uso de levaduras como probidticos en acuaeultprimero, el difundido y
probado efecto benéfico de levaduras en diversaeio® que incluyen al hombre; y
segundo, la demostracion de la presencia de lexadur el tracto digestivo de peces

con una alta capacidad de colonizacion.

La levaduraSaccharomyces boulardii es ampliamente utilizada en varios
paises de Europa en el tratamiento de enteritecéidsa aguda, en desordenes
producidos por el uso de antibiéticos y colitis Gadas a infecciones por
Clostridium difficile. EI géneroCandida sp. se utiliza en el cultivo a gran escala de
rotiferos. Diversos mecanismos del efecto bendimo sido descritos y se sugiere
que la expresion de enzimas intestinales es fadargor poliaminas secretadas por

el organismo.

2.5. ENFERMEDADES DE LA TILAPIA

Uno de los inconvenientes que presenta el cultesdildpia es la aparicion de
enfermedades en edades tempranas (larvas y alewiaesadas por hongos,
parasitos, crustaceos, y un gran nimero de batianroy, 2004), por lo cual se

ve afectado el desarrollo y crecimiento del pezridtty, 1999).

Este resurgimiento de las enfermedades se relacmmda intensificacion de
los métodos de cultivo. Actualmente las tilapiassiéivan en densidades cada vez
mayores y en sistemas de recirculacion de aguajngue la tilapia crece de manera

importante en estos sistemas, los patdgenos también

La erradicacion de un patégeno generalmente im@icaespoblamiento, la
esterilizacion y la repoblacion del area; pero ewvando a cabo el segundo paso, el
de la esterilizacion, nunca se conocera si se mdiran por completo los patdgenos
(Conroy, 2004). Dentro de los métodos de controledeermedades tenemos la
utilizaciéon de los siguientes productos:

12



2.6. ANTIBIOTICOS EN ACUICULTURA

Una de las solucionepracticas que se han encontrado para resolver el
problema de las enfermedades, especialmente laasyies el uso de antibioticos;
sin embargo, los problemas de resistencia genegmades mismos han dirigido la
investigacién hacia el uso de controles mas artégaton el organismo y con el

ambiente (Sotomayor y Balcazar, 2003).

Quifionez (2008), nos da a conocer que entre labi@tos usados en la
acuacultura, estan la tetraciclina, cloramfeniapljnolonas; ademas de varios
agentes terapéuticos, desinfectantes, pesticidaantientos para el agua y el suelo,

y aditivos para alimentos

El uso inapropiado de estas sustancias puedeaesultefectos adversos en el
animal como alteraciones hormonales, intoxicacpyadisposicion a enfermedades
(Lara- Floreset al., 2002), ademas de la acumulacién de antibiotcokbs drganos
internos del pez, haciéndolos inadecuado parargurno humano, y con riesgos de
contaminacion ambiental. Alguna de estas sustaregasxcretada sin haber sido
metabolizadas o liberadas como metabolitos actipessistiendo en el ambiente

durante largo tiempo.

La tendencia actual de control es de restringeducir el uso de antibiéticos
utilizando probioticos, los cuales son utilizadasmo una estrategia de control
bacteriologico bajo el principio de exclusion comipe, ya que ocupan espacios y
demandan nutrientes del agua, del fondo del estamlgl tracto digestivo y reducen
la colonizacion y el desarrollo de otros microoigas patdgenos (Quifionez,
2008).

2.7. LOS PROBIOTICOS

A lo largo de la historia y siempre a la luz de lesultados cientificos
existentes en cada época, han sido varias lasaefies que se han propuesto para

el término probidtico (OMS, 2001).
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Naidu et al., (1999), describe a los probidticosmeo complementos
nutricionales en base de microorganismos que faearda fisiologia del huésped
modulando la inmunidad sistematica y mucosa, asiocmejorando el equilibrio

microbiano al prevenir la colonizacion de bactema®seables en el tracto intestinal.

En acuacultura el término probidtico se define camauplemento microbiano
formado por un cultivo simple o una mezcla de nuoganismos que son
adicionados con el propdsito de manipular las codaales microbianas presentes en

los sistemas de produccion (Balcazar, 2002).

El uso de probioticos en acuicultura se ha interaglb en los ultimos diez
afos (Verschueret al. 2000).Una de las causas es probablemente |adimit de su

uso en la alimentacion de monogéstricos y mascotas.
El efecto benéfico de los probibticos se atribuyegeneral a tres mecanismos
diferentes (Wangt al. 2000, Verschueret al. 2000), que a su vez pueden deberse a

varias causas:

2.7.1. Mejoramiento de la calidad del agua

Ya sea por metabolizacion de la materia organigaronteraccion con algunas

algas.

2.7.2 Exclusion competitiva de bacterias nocivas

Ya sea por:
a) Competencia por nutrientes;
b) Competencia por sitios de fijacién en el intestino;

c) Aumento de la respuesta inmunolégica del hospedero.

14



2.7.3 Aportes benéficos al proceso digestivo deldpedero

Mediante
a) Aporte de macro y micronutrientes para el hospedero

b) Aporte de enzimas digestivas.

Uno de los microorganismos mas usados como probidts la bacteria
Bacillus subtilis, En 1941 el ejército aleman en Africa del Nortsalédrié que los
arabes se auto medicaban la disenteria ingirierdeemento fresco de camello y
verificaron que la ingestién dB. subtilis era la causa de esta mejoria, aplicando
luego este tratamiento (sin el excremento) coroexisus propias tropas. (Gunther y
Jiménez2004).

2.8. USO DE PROBIOTICOS EN EL CULTIVO DE TILAPIA

En el caso de tilapia se han realizado pocas tigaesones para determinar si
la ingestion de un probidtico produce variacioapssu comunidad bacteriana y si
genera efectos en el organismo. Lara- Flateal. (2002) realizaron un estudio
comparativo de un probiotico comercial contra nmacganismos aislados del tracto
gastrointestinal de la tilapia, ellos observarosuliados favorables especialmente
con la levadur&accharomyces cerevisiae, la cual dio lugar a un mayor crecimiento
y mejor eficiencia alimenticia en comparacién cos peces que ingirieron un

probidtico comercial o con los que no recibieramgdin aditivo.

Segun Quifionez, (2008). afirma que al final de>qaeemento a los 120 dias
en tilapia en la etapa de alevin, obtuvo un pesmedio de los peces alimentados
con alimento comercial + DO (DRYOIL® (aceite vitanzmado) ) fue de 99,52 +
2,59¢, los peces alimentados con alimento cometciaD + mezcla probidtica (5 x
10* ufc/g) pesaron 97,26 + 3,12 g, los peces alimastabn alimento comercial +
mezcla probiética (1 x foufc/g) pesaron 96,64 + 4,52 g, mientras que laepe
alimentados con alimento comercial + DO + mezclabidtica ( 1 x 10 ufc/g)
pesaron 97,36 = 4,09 g. no hubo diferencia siggtifras entre los tratamientos (p »

0,05).
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Entre los estudios realizados con tilapia utilizartthcterias acido lacticas
como probidticos se encuentra el de Poot (200lgnaaislé e identificd bacterias
acido lacticas del tracto intestinal de la tilapi&tica bajo condiciones de cultivo. El
género dominante encontrado en la microflora dédpia fue Enterococcus. De las
bacterias acido lacticas aisladas que obtlerococcus durans presentd accion
inhibitoria in vitro contra dos bacterias patoégenasromonas hydrophila y

Spingomonas paucimobilis.

Palaciosgt al. (2007), en una investigacion realizada en el saalazonico,
el analisis de varianza (p< 0,05) demuestra quetexidiferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos. Ademas laepa de significancia de Tukey,
(p<0,05) establecio que el tratamiento donde seicadh 2,0 g/kg de probidtico
(Bacillusy S cerevisiae) al concentrado comercial con 32% de proteinaegmt® el
mejor resultado con un incremento de 88,52 g/mespeparacion al testigo donde

no se adiciono probidtico obteniendo un incremelet@apenas 76,57 g/mes.

Guevareet al. (2003) nos indican que en un estudio realizadG@onmbia, en
el que adicionaron probioticos a base de bacteoaw Bacillus y Lactobacillus y
levaduras del génei@accharomyces, al alimento extrudizado para tilapia roja en la
fase de levante o engorde, demostraron que existiéfecto positivo, puesto que
hubo diferencias significativas (P<0,05) para atr@entos con dosis de 6, 4,y 2 g
respectivamente, donde el de mejor desempefio groade el tratamiento con 6 g
de probibtico para las variables: incremento deopésngitud estandar final y
conversion alimenticia final, en comparacion concehtrol o testigo que no fue
aplicado probidtico, esto sustenta que la util@aaie probibticos es viable en el

cultivo de tilapia.

Palaciosgt al (2007), En un estudio realizado concluye que @emmento de
peso mensual y diario promedio y la ganancia de peBnal del estudio del analisis
de varianza (p< 0,05) demuestran que existen difeas estadisticas significativas
entre los tratamientos. Ademas la prueba de sigmfia de Tukey, (p<0,05)
establecio que el tratamiento, Donde se adicion6 2,0 g/Kg de probidtico al

concentrado comercial con 32% de proteina, preseintaejor resultado con un
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incremento de 88,52 g/mes, en comparaciéon cona@ntiento testigo de 76,57
g/mes, el tratamiento,ton 84,83 g/mes y el tratamientgcbn 82,41 g/mes.

2.9. MEZCLAS PROBIOTICAS

El uso de mezclas probidticas son mas efectivadagueepas independientes
en el control de patdgenos, y en el mejor estahleaito de poblaciones probioticas,
observandose procesos sinérgicos entre cepas qu@dtenciado los resultados
deseados (Douillet, 2000).

2.10. TIPOS DE PROBIOTICOS

El primer probidtico usado comercialmente ha sida aepa no patégena de
Vibrio alginolyticus, que ya desde 1992, ha permitido mejorar susiamene el

rendimiento en viveros de camarones en Ecuadoryddé€Verschueret al. 2000).

Los vibrios son bacterias gram-negativas, que pofeea de bacilos rectos o
curvos;, se presentan en medios anaerbbicos y posemacteristicas
quimiorganotréficas que les permite tener un mdisino de tipo respiratorio y
fermentativo; su crecimiento es estimulado porsotke sodio para la mayoria de las
especies y su temperatura 6ptima de crecimienta \eantre 20 y 36C (Bergey,
1994).

Uno de los géneros mas empleadoBasllus subtilis las cuales son bacterias
gram-positivas que se caracterizan por su formalabagoseen una habilidad
fisiol6gica para resistir al calor, pH y salinidagtremas y pueden ser aerébicos o
anaerdbicos facultativos (Bergey, 1994). Otra decswacteristicas es la de reducir el
namero de patdégenos por su capacidad de competgnsgcrecion de enzimas
contra bacterias gram-negativas, logrando evitar pimopagacion en las especies
cultivadas (Wanget al. 2000; Irianto y Austin, 2002). Su propiedad demnfar
esporas le permite adherirse al alimento seco aoitidad (Moriarty, 1999) y su
habilidad de degradar materia organica y reciclairientes permite mejorar la

calidad del agua en el medio de cultivo (Moriait§99; Bergey, 1994).
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Actualmente en Ecuador, el Centro Nacional de Adtuca e Investigaciones
Marinas (CENAIM) dispone de varias cepas probiéticgeleccionadasyibrio
alginolyticus (Aguayo, 2001)Vibrio hepatarius (Thompsonet al. 2004) yBacillus
sp. (Gullianet al. 2003).

2.11. SELECCION DE LAS CEPAS CANDIDATAS A PROBIOTICOS

La seleccion de cepas de bacterias individualesocprobioticos para la
acuacultura es un proceso complejo, ya que el commto que se tiene de la
interaccion entre las bacterias con el intestintbdgeces es escaso. Investigaciones
recientes sugieren que los probidticos deben secctenados de manera especifica
de los hospederos en los cuales se van a usangydegesta manera se minimizan los
efectos provocados por las amplias diferenciasedos ambientes en los que se

desarrollan los organismos (Duveatl. 2000).

Las cepas deben ser estables en el almacenamipetoitir su produccion en
grandes volumenes. La experimentacion a escala rc@hes definitoria y no
debemos conformarnos con mejorar supervivenci@, gue es importante que el
crecimiento y la ganancia de peso no se vean di#xt&i la cepa es adecuada, el
paso siguiente seria la evaluacion econdmica dabijiico a escala comercial
(GOomezet al. 1998).

2.12. MECANISMO DE ACCION DE LOS PROBIOTICOS

La capacidad de los probidticos para ejercer suidmccdepende
fundamentalmente de la exactitud con la que alecamtdugar especifico donde
deben actuar y en el que ejerceran su poder inhibifVerschuereet al. 2000).
También tienen que presentar diversos modos deéraqoir los cuales ejercen

efectos positivos en el hospedero como son:

. Competencia por compuestos quimicos o por enerligj@omible (Sullivan,
2001)
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. Competencia por los sitios de adhesion con respedts microorganismos
patogenos (Andlid, 1995).

. Produccion de compuestos que inhiben el desawellatros microorganismos,
(Naiduet al., 1999), tales como las bacteriocinas. (Samaniegosa, 2002).

Estos mecanismos pueden presentarse de maner&uadli® en conjunto,
pero las consecuencias en el huésped seran norntalnie supresion de
microorganismos patogenos, alteracion del metaholibacteriano y estimulacion

del sistema inmunoldgico.

2.12.1. Produccion de compuestos inhibidores

Naiduet al. (1999), afirma que algunas cepas de bacteriakipem sustancias
bactericidas o que tienen un efecto bacteriostatipee afecta el desarrollo y
crecimiento de otros microorganismos. Estas cepadgn alterar la relacion entre el
grupo de bacterias presentes, ya que influyen eantgpetencia por la disponibilidad
de energia y sustancias quimicas. La presenciaicdt®@arganismos que producen
sustancias inhibitorias de microorganismos emtelstino, constituyen una barrera
en contra de la proliferacion de patégenos opastasi (Samaniego y Sosa, 2002)
indican que dentro de los compuestos inhibidorégyagpo de las bacteriocinas se
encuentran las siguientes sustancias:

 Lactacin ByF
Helveticin V-1829

Fermenticin
Sakacin AMyP

Lacticinas Ay B

En organismos acuaticos se han realizado variagliesten los que se ha
demostrado la presencia de cepas bacterianas egenfan inhibicidn in vitro contra
patdégenos conocidos (Bruno y Montville, 1993; Nagtlal. 1999; Bjornet al. 2003),

sin embargo no se ha demostrado la produccién dguwestos inhibitorios bajo
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condiciones in vivo y la relevancia ecoldgica enpladuccién de compuestos
inhibitorios contra otras bacterias también se olesce.

Aguirre, (1994) sefala que ciertas cepas prob®tiqhactobacillus
acidophilus) actian en base a su capacidad de producir sissaattimicrobianas
capaces de combatir bacterias enteropatdégenas Eecherichia coli, Salmonella
typhimuriun, Sthaphylococus aureus y Clostridium; hoy en dia, algunas cepas han
sido modificadas genéticamente para atacar a uergeéespecifico de bacteria

patogena como el génevibrio (Austinet al. 1995).

2.12.2 Competencia por compuestos guimicos o porezgia disponible

Entre los microorganismos existe competencia ponldrientes que hay en el
medio y por ende por la energia que pudiera olgende estos. Un compuesto
guimico importante para la mayoria de los microoigraos es el hierro, ya que las
principales funciones reguladas por este elemamtiasebacterias son aquellas que
involucran la asimilacion del mismo. Los organisnsesretan sideroforos, agentes
hierro-especificos de bajo peso molecular que permmia disoluciéon del hierro
precipitado y lo hacen disponible para el crecinaete los microorganismos. En un
ecosistema, los colonizadores dominantes presesitd@mas mas avanzados de
sideroforos — hierro que les permite inhibir elcom@ento de otros microorganismos

privandolos de este elemento (Sullivan, 2001).

2.12.3 Competencia por sitios de adhesion

La habilidad de adhesion a la mucosa entérica wdear intestinales es
necesaria para que una bacteria se establezcdrantelgastrointestinal de los peces
(Andlid, 1995). Durante la utilizacion de bacteripsobioticas, la adhesion es
importante para que la colonizacion por parte dasdsacterias se lleve a cabo y de
esta manera inhiban la fijacion y proliferacion lgcterias patégenas dentro del
intestino. Este fendmeno se conoce como exclusiénpetitiva (Wanget al. 2000;
Gatesoupe 1999) y si esto no se lleva a cabo,detetias benéficas se consideran
como microorganismos en transito y se eliminangucdn las heces sin haber

ejercido su funcion probidtica de manera adecu@adesSoupe, 1999).
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2.13. EFECTOS BENEFICOS DE LOS PROBIOTICOS

Dentro de un medio de cultivo en el campo acuidok probiéticos pueden

beneficiar de muchas maneras tanto a los pecesagosby/o al sistema como tal.

Los probidticos pueden mejorar la actividad digestie los organismos por
sintesis de vitaminas, cofactores, mejoramiento ladeactividad enzimatica y
absorcion de nutrientes (Gatesoupe, 1999; Zientgibgon, 1998). Esta propiedad
puede ser la causa por la cual exista un incremeéatpeso en los organismos
expuestos a este tipo de bacterias pero puedemrpiopar diferentes resultados

segun las diferentes condiciones de cultivo (Gubkizal. 2003).

Moriarty (1999), sefiala que con el uso de probidtien acuicultura; la salud
de los animales mejora por la remocion o dismdrude la densidad de poblacion
de patdégenos, mejorando la calidad del agua astrdeéina degradacion mas rapida
de la materia organica. Por otra parte en el casoiettas cepasBécillus sp. V.
alginolyticus) ha permitido tener en los animales un indice mtabo mayor

respecto al tratamiento control (Gulliahal. 2003).

2.14. DESVENTAJAS DE LOS PROBIOTICOS

Calero (2006) afirma que es cierto que los protidtino tienen el efecto
guimico-terapéutico, si es posible que el abuso ys® anti-técnico (promovido por
la comercializacion excesiva) puedan a corto o amplazo crear regulaciones y
prohibiciones en su uso. Es recomendable mantegersgantemente informados

sobre la clasificacién y origen de los microorgaras del probiético utilizado.
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION

3.1.1. Ubicacién Politica

La investigacion se realizé en la Finca EL BOSQUEnN 9 Via a Julio
Moreno, AreaAcuicultura, Propiedad del Sr. Angel Lopez, ubicadola Provincia
Santo Domingo de los Tsachilas, Parroquia San €abel Baba, Cantén Santo
Domingo.

3.1.2. Ubicacion de laboratorio

Laboratorio de la Carrera de Ingenieria en Cienédigoopecuarias, ESPE-

Santo Domingo, km 35 Via a Quevedo.

3.1.3Ubicacion Geogréfica

Coordenadas UTM: Este 0706891 Norte 9965691

SANTO DOMINGO
W X

f SaN G ABRIEL DEL BABA
ESTE 0706891 Punto de tes
NORTE 9955691 *
L Sto. Comingc

10000 a 10000 20000 Miles

Figura 2. Croquis de ubicacion geografica, de Santo Domingo
Fuente; Servirtual, 2007
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3.1.4Ubicacion Ecoldgica

Segun el diagrama de Zonas de Vida de L. Holdridgeona de estudio
corresponde a un Bosque Humedo Tropical (bh {CBfadas, L. 1983) cuyas

caracteristicas son:

. Altitud : 501 msnm.

+  Temperatura : 2%C

. Precipitacion : 1 750 mm/afio
. pH :6,5-7,0

. Textura - Arcillosa

. Estructura : Granular

3.2. MATERIALES

3.2.1. Laboratorio

3.2.1.1. Equipos

Cuadro 3. Equipos utilizados en laboratorio

Equipo Unidad | Cantidad
Estufa bacterioldgica und 1
Microscopio compuesto und 1
Céamara flujo laminar und 1
Balanza analitica und 1

Fuente: Los autores
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3.2.1.2.

Materiales y reactivos

Cuadro 4. Materiales y reactivos a utilizar en laboratorio

Equipo Unidad | Cantidad
Cajas petri und 100
Test enzimatico und 1
Porta objetos und 10
Tubos de ensayo und 20
Pipeta und 2
Vasos de precipitacion und 2
Sustrato de Manitol g 1000
Sustrato de Muller Hilnton g 1040
Sustrato de Sabouround g 1000
Sustrato Agar Plate g 1000
Sustrato de harina de pescado g 2000
Papel parafina rollo 1
Fuente: Los autores
3.2.2_Campo
3.2.2.1. Insumos
Cuadro 5. Insumos utilizados en el campo
Equipo Unidad Cantidad
Peces de tilapia roja und 185
Balanceado engorde (38%) gr 21848,04
Probiotico comercial ar 62,32
Probiotico nativo ar 68,77
Agua m 240
Melaza litros 20

Fuente: Los autores
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3.2.2.2. Materiales v Equipos

Cuadro 6. Materiales y equipos utilizados en el campo

Equipo Unidad | Cantidad
Red de pesca (Atarraya) ung 1
Tanques plasticos de 550 litros Und 15
Tinas Und 3
Manguera de ¥ M 200
Balanza electronica Und 1
Cinta para medir el pH Und 1
Termdmetro Und 1
Instrumento para medir oxigeno Und 1
Bomba de agua (1 HP) Und 1
Ictibmetro Und 1

Fuente: Los autores

3.2.2.3. Instrumentos

Cuadro 7. Instrumentos utilizados en el campo

Equipo Unidad Cantidad
Computadora und 1
Registro de campo  und 1
Libreta de campo und 1
Esferogréaficos und 3
Papel Bond und 100

Fuente: Los autores
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3.2.2.4. Herramientas

Cuadro 8. Herramientas utilizadas en el campo

Equipo Unidad | Cantidad
Machete und 2
Flexdbmetro und 1

Baldes plasticos 12 litrog und 5

\"ZJ

Fuente: Los autores

3.3. METODOS

3.3.1_FASE DE LABORATORIO

3311 Recoleccion de muestras

Se selecciond un pez de 600 gramos en buen estasiludl para obtener los
microorganismos benéficos con los cuales se elablopobidtico nativo. De este

pez se seleccionaron muestras del estomago, ndektigado e intestino grueso.

Saccion 1 Seccion 3

Saccion 2

Figura 3. Secciones de extraccion de las muestras
Fuente:: Colpos, 2005
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3.3.1.2. Siembra en los medios de cultivo

De cada una de las partes seccionadas se tomouesirande la parte interna
mediante un frotis. Las muestras obtenidas secamdn en tubos de ensayo
conteniendo 10 ml de solucién de suero fisiol6gastas se llaman soluciones madre

(figura 4).

SOLUCIONES MADRE

Muestras
extraidas
del pez

10 ml @ 10 ml

SolcKoN SOUNIN SOLXIN
HD L) S
FRONOGHE FROIOGHO FROOGHD
SECCION # 1 SECCION # 2 SECCION # 3
ESTOMAGO INTESTINO INTESTINO

DELGADO GRUESO

Figura 4. Soluciones madre
Fuente: Los autores

. Posteriormente estas soluciones madre se prepagardiluciones de titulo
10%710? '10° 10” de cada una de las secciones, las mismas qeenbeason
en cajas petri conteniendo el medio de cultivo: &nMuller Hilnton y

Sabouround.
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DILUCIONES DEL TITULO EN CADA SECCION

%ﬁ%’ Lo T e W
SECCIOM #1
Solucién
madre SL0oH SN SLUOH SN
L ) S LT
FEA06KA H00kD HI00K0 SO
DILUCHOM DILUCHOH DILLECHOM DILUCHIM
1ot 102 103 1o+

CULTIVOS EN CAJAS PETRI
EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

SECCICHM #1
REPETICHIH #1 REPETICHIH #2

DILLMC M
10"

MAMITOL AEM -_ - . g e ———————

MULER HILLTOM ‘ - "

SABOUROUMD ‘ e — ———

Figura 5 Dilucién de muestras y siembra de las mismasgs @etri

Fuente: Los autores

Se realizé seis siembras diferentes por diluciporycada muestra obtenida de
las secciones, teniendo un total de 72 siembramiEmas que se incubaron en

una estufa bacteriologica a 28 °C por 72 horas.
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3.3.1.3. Purificacion de colonias

Para su identificacion se procedido a purificar BEpas deBacillus y

Saccharomyces.

3.3.1.4. Identificacion de cepas nativas

Para la identificacion se utilizaron pruebas madatas, bioquimicas y

moleculares.

3.3.15. Concentracion de bacterias

Para determinar la concentracion de bacteriagil&garon las placas Petrifilm
3M y se enviaron muestras al laboratorio ConceptulApara determinar la

concentracion.

3.3.1.6. Formulacién del probidtico

a) Preparacioén de los soportes de sostén

Para la preparacion de los soportes utilizamosetdologia desarrollada por

Saavedra y Peralvo (2006). Para la producciénmdacion de biopesticidas.

b) Adquisicion de soportes

Se escogieron tres soportes como base de estudia@@rminar cual es el de
mayor establecimiento para los microorganismosut8ezd harina de pescado y
harina de soya las cuales se obtuvieron de un @dovede materias primas para
balanceados. También se utilizé tierra de montafrmisma que se obtuvo de una

finca cercana al proyecto.
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c) Secado y eliminacion de impurezas

Se procedio a secar las muestras al ambiente deeltlaboratorio. Luego se
elimind todo tipo de impurezas, en el caso dedadide montafia se elimino raices,
piedras y restos vegetales. En el caso de de tambae retirdé grumos y pequefias

impurezas.

d) Molienda y tamizado

Se realiz6 una molienda a los tres soportes pagdaguparticulas sean de un
tamafno adecuado, seguido de este proceso tambpgacsslio a tamizar (200 mesh)
con el objetivo de obtener soportes mas homogégeosn el fin de que los

microorganismos se puedan establecer con facilidad.

e) Empacado y esterilizacion

. Para el empacado de los soportes se utilizaronrafudd polietileno de baja
densidad.

. Por cada soporte se preparé 800 g de productocukdss fueron repartidos en
cuatro fundas con 200 g cada una, luego de estorfuetiquetadas con la
informacion correspondiente, posteriormente se cemtn las fundas en
envolturas de papel periddico para su respectiaikézacion en el autoclave

a 121°C por 15 minutos.

3.3.1.7. Preparacion del indculo bacteriano

a) Preparacion de caldos de cultivo liquidos de 72

horas (indculo para fundas)

. Primero se realizo la preparacion del medio liQuiiRS), el cual se lo
obtuvo colocando 55 gr de MRS en un litro de agaea lo cual se utilizé una
varilla de vidrio para disolver homogéneamentgretucto, posteriormente
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se hirvié durante un minuto, seguido a esto saikmaeon a 121°C por 15
minutos.

A partir de los aislados puros, que fueron almadesan refrigeracion, se
realizaron suspensiones bacterianas y suspensiacws levaduras,
colocandolos en una solucién salina de 10 ml pada wno, realizando un
frotis con un isotopo a las colonias puras coneh las cajas petri.

Con estas suspensiones se inocularon por separddweteria y la levadura al
medio MRS, con una relacién de 5 ml. por % litre@ mroducto. Una vez
obtenido el caldo de cultivo bacteriano y el cali@ocultivo con levaduras, se
colocaron en la estufa para permitir la multiplibac adecuada de
microorganismos, durante 72 horas para alcanzaicelmas alto y adecuado
de concentracion, esto se verific6 mediante umexade laboratorio, en el
que se obtuvo una concentracién de 4,8%uf€/g para las bacterias y de 6,6
x 1¢° ufc/g para las levaduras. Este resultado obtemédidaboratorio (Anexo
2) fue comparado con el que se realizé en labeoatmn la ayuda de las
placas petrifilm donde se obtuvo un rango similse fye de 1 x Foufc/g para
los 2 microorganismos, indicando que estas cormantres son altas y
adecuadas para inocular los soportes.

La cantidad de caldo de cultivo fue preparada fwismte como para realizar

la seleccidn del soporte y para la inoculacionni@fa al soporte seleccionado.

b) Inoculacién y Seleccion del soporte adecuado

Se efectué un estudio para determinar el soporte atkecuado para el
desarrollo de la bacteri®acillus subtilis y la levadura Saccharomyces
cerevisiae.

Se inocul6 en los tres soportes los cuales fugtanna de Pescado, Harina de
Soya y Tierra de Montafia, con los caldos de aultbacterianos y de
levaduras a una relacion de 70 ml de caldo paragld}) soporte ,es decir que

para cada funda de 200 g de soporte colocamos 1dé oaldo.
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¢) Inoculacion definitiva al soporte seleccionado.

Por los resultados obtenidos se escogi6 la Hagr@edcado como soporte para
inocular el caldo de cultivo bacteriano y el cattocultivo con levaduras.

Esta inoculacion se realiz6 como se detallo am@ente colocando 70 ml por
cada 100 g de soporte. La inoculacion del sopertefectud en fundas Ziploc,
con el objetivo de tener una mejor manejabilidad peoducto final
(biopreparado).

La cantidad producida del biopreparado (probidhativo) fue suficiente para

cubrir todo el ciclo de alimentacion de la tilapia.

d) Maduracion y almacenamiento del preparado

La fase de maduracion consistido en incubar en tlsfse$os biopreparados a

28°C durante ocho dias. También se realiz6 cada tassutha homogenizacion

de forma manual para lo cual se evit6 el dafiofanida que la contiene.

Los biopreparados (probidticos nativos) se los aéna a una temperatura de
2-8°C colocados dentro de fundas negras para causdecto de oscuridad en

la refrigeradora, con el fin de mantener la vialidl de las bacterias y hongos.

Para la utilizacién en campo se colocé en partgslég cada biopreparado de

bacterias y levaduras.

3.3.2. Disefo Experimental

3.3.2.1. Factores a probar

Sp : Sin probiotico
Pc: Probidtico comercial
Pn: Probidtico nativo contienBacillus subtilis y Saccharomyces cerevisiae
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3.3.2.2. Tratamientos a comparar

Cuadro 9. Tratamientos a comparar en el ensayo

Tratamiento Denominacion Cadigo

To Alimento concentrado (balanceado) SinASP
probiotico.

T, Alimento concentrado con 6 gr deACPN

probidtico nativo /kg de balanceado

T, Alimento concentrado con 6 gr deACPC

probiotico comercial /kg de balanceado

3.3.2.3. _Tipo de disefio

. Para el desarrollo de la investigacion se aplicdisafio completamente al azar
(DCA)

3.3.2.4. Observaciones

. En cada tratamiento se aplicaron cinco observasione

3.3.2.5. Caracteristicas de las Unidades experimentales

. Para el ensayo de campo se utilizaron 135 tilagastapa juvenil con un peso
promedio de40g+5g.

. El lugar donde se cultivaron los peces fue en tesmgplasticos con una
capacidad de 550 litros de agua.

. Para el ensayo se utilizé un total de 15 tanques) gada uno se colocaron
nueve peces.

. Para cada tratamiento se utilizaron 45 peces.

. Se evaluaron el 100 % de los peces en cada tratmie

. Se realizaron seis observaciones de peso, tamaiwersion alimenticia,

incidencia de enfermedades y mortalidad a todogdtsmientos, cada 20 dias.

33



. El tiempo que duré la evaluacion de los probidtiensampo, fue de 124 dias.
=  Area total de cada tratamiento 2,7%(®,55 ni x 5 repeticiones)

3.3.3. Anadlisis Estadistico

3.3.3.1. Esquema de andlisis de varianza

DCA, con tres tratamientos y cinco repeticiones

Cuadro 10. Andlisis de varianza para el ensayo

Fuentes de variacion  Grados de libertad

Tratamientos t-1 2
Error experimental t(r-1) 12
Total (r*t)-1 14

3.3.3.2. Andlisis funcional

. Para los tratamientos que mostraron diferenciasfggtivas en el analisis de
varianza, se aplicé la prueba de Tukey al 5% panaparar medias de tratamientos.
Ademas se realizé la comparacion entre TestigdPxabiotico nativo y Probidtico

comercial, asimismo se compardé P. nativo vs P. ooale

3.3.4. Variables a medir

3.3.4.1. Peso individual

. El peso se tomo cada 20 dias, con un total deveess en los 124 dias que
duré el proyecto.

. Se obtuvo un peso promedio de las UE, en cagartiamto.

. Se utiliz6 una balanza electrénica para evalupesob.

. El peso promedio se obtuvo mediante la siguientatta:
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Feso total de la observacion (g)

Peso promedio (gr) = "
peces

3.3.4.2. Mortalidad

Se registro diariamente durante los t24s, contando la cantidad de animales
muertos, en todos los tratamientos.

Se llevd un registro de todas las UE.

Se obtuvo el porcentaje de sobrevivencia, en b&sediterencia entre animales

vivos y muertos, utilizando la siguiente férmula:

. . # de peces vivos
% Sobrevivencia = x 100
# de peces sembrados

3.3.4.3. Conversién alimenticia

Se realizd una comparacion entre el alimento sstradlo y la  biomasa
producida. Esto se realizo el mismo dia que skiéa crecimiento.

El método de alimentacion de los peces fue al voleo

Este factor mientras mas se acerque a la unidaphreseson los indices

productivos. Se realiz6 mediante la siguiente fdamu

alimento consumido

Conversion = :
ganancia de peso

3.3.4.4. Incidencia de enfermedades

Se observo la incidencia de enfermedades en dgsad estudiadas.

Para evaluar este parametro se considerd si elahmresenta o no algun
sintoma y se verifico el tipo de agente causafereredad

El instrumento de medicién fue la observacion.

Para obtener el porcentaje de incidencia de eeftmdes se utilizé la

siguiente formula:
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# Peces enfermos

% de Incidencia = — x 100
# Peces sanos

3.3.4.5. Tamaho

. La medicion fue cada 20 dias, al igual que en sbpse realizaron seis
observaciones.

. Las mediciones se realizo el mismo dia de la medlidel peso.

. Utilizando una regla, se medi6 longitud total yakd del pez.

. La unidad de medida fue milimetro (mm).

. Se obtuvo una medida promedio en cada tratamiento

. Para obtener el promedio de medida de cada trattose utilizo la siguiente

féormula:

Medicion total de la observacion
# Peres

Medicion promedio =

3.3.4.6. Andlisis microbiolégico

Al culminar la fase de campo se enviaron muestrdabaratorio Concepto
Azul para determinar la concentracion de bactegadevaduras después de

suministrarles en la dieta.

3.3.5Métodos Especificos del Manejo del Experimento

3.3.5.1. Preparacion del area de ensayo y arreghte los tanques

. Se realizo la limpieza y arreglo de la zona dorelestalé el ensayo, a traves

de una chapia y una nivelacion del terreno pauddbieacion de los tanques.
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Se colocd una bomba de agua sumergible para dealmagnto de los tanques
conjuntamente se colocaron las acometidas de agsde la bomba hacia el
area de ensayo con una manguera de una pulgadnuitic.

Para la circulacion del agua en los tanques seoeah sistema de entrada de
agua similar a un sistema de riego, donde el aggeesaba a través de
mangueras que pendian sobre los tanques las @elescontraban con una
perforacion de 5 mm de diametro para la entrada

Para completar el sistema de circulacion de agudro de los tanques, se
realizd un sistema de desagiie colocando dos tibpsc de diferente largo y
diametro, en donde un tubo de %" x 0,6 m de lasga;onecto con la boca de
salida del tanque y para que desfogue primerow dg mala calidad que se
va acumulando en el fondo, se coloco otro tubopdexamadamente 50 mm x
0,8 m sobre el tubo de 3/4”. Esto se realizaama podos los 15 tanques.

Se colocaron mallas plasticas sobre los tanques @edtar la entrada de
cualquier tipo de animal, especialmente aves.

Los tanques fueron ubicados de acuerdo a la ociéntdel sol.

Se ubicé la respectiva identificacion en cada uangle acuerdo a cada
tratamiento.

La limpieza de los tanques se realiz6 manualmemtela utilizacion de una
escoba y franela, con el fin de eliminar los resgdexistentes (alimento no
consumido, mohos, y otros elementos no deseadn$,set realizo en cada

evaluacion de los peces, cada 20 dias.

3.3.5.2. Recepciéon de peces

Las tilapias se recibieron en tanques plasticoslades fueron traidos desde
una granja de la misma zona llamada Finca Fernanda.

Antes de ingresar los peces a cada tanque serdegigbeso, largo y alto de
cada una de las tilapias que se fueron colocand@ads tanque. Se obtuvo un
peso global promedio de tilapias de aproximadaméfitey un alto global
promedio de 40 mm y un largo global promedio de rh5f.

La cantidad de tilapias fue la misma en cada trigtaim, es decir nueve peces

por tanque, con total de 135 peces.
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Se observo durante aproximadamente tres horas) de fque no exista algan
tipo de anomalia.

3.3.5.3. Alimentacién y Protocolo del probiotico

Después de tres horas aproximadamente, se cologiirfera racion de
alimento.

Para calcular la cantidad de balanceado se tonui@ma el porcentaje de la
biomasa total, que fue inicialmente del 7 % de atu@ la tabla de Pronaca,
(Cuadro 1), y fue cambiando segun el incrementoede.

Se coloco el alimento con los probidticos durangg Hias que dur6 el
proyecto.

La dosis del probidtico comercial y nativo fue si#gs gramos por cada kg de
balanceado.

El protocolo de los probidticos fue el siguierfse activo el dia anterior las
bacterias colocandolas en una relacion 5:2 Aguaddelesto tomado de una
relacion de cinco litros de agua mas dos litrosnddaza para un saco de
balanceado de 40 kg, y se llevd esta relacionkea colocando 125 cc de agua
50 cc de melaza y 6 g de bacterias.

Al siguiente dia se realizé la mezcla de agua-ragtaabiotico con el balanceado
y se homogenizo toda la racion. Luego los alinteatay el producto sobrante lo
guardamos en la refrigeradora a una temperatQra 4

Este procedimiento se lo realiz6 tanto para eliptico nativo como para el
probidtico comercial.

Cada racion que se suministré diariamente sevididien tres porciones de
acuerdo al siguiente horario de alimentacion: (RBH30, (40%) 14H30,
(35%) 17HO0O0.

3.3.5.4. Medicion de parametros basicos del agua Hp

temperatura y oxigeno)

Esta medicion se realizo en cada tanque diarianmont las mafianas, durante

todo el desarrollo del proyecto.
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La medicion se efectud con los instrumentos adkrzide medicion.
Se evalué al azar cualquier zona del tanque.
Se anot6 informacion como pH y temperatura en éggstros, para ver las

condiciones con las que cuenta el agua de cadadanq

3.3.5.5. Medicion de las variables

La medicion del peso se lo realizd6 con una balaeetronica, la cual fue
medida en gramos. La medicion del largo como attadilapia, se realizé con
una regla, estos datos fueron tomados cada vdasesd seis ocasiones.

3.3.5.6. Manejo General

Se determind los parametros fisicos y quimicomdgéanques diariamente.

Se inspeccionaron que exista un normal funcionamide la entrada de agua
(oxigenacion) dentro de los tanques.

En los tanques se controlaron la existencia despacertos.

También se suministraron alimento dependiendada tratamiento.
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V. RESULTADOS Y DISCUCION

4.1. FASE DE LABORATORIO

4.1.1.Identificaciéon de Cepas Nativas

Con los microorganismos aislados de las tilapiasrealizaron pruebas
morfologicas y bioquimicas, realizadas en el latwio de la Carrera de Ingenieria
en Ciencias Agropecuarias, Santo Domingo de loshils&, y pruebas moleculares
en el laboratorio Concepto Azul de la ciudad de yaqail, con el objetivo de

caracterizarlas y de estas pruebas se obtuviesasiduientes resultados:

4.1.1.1. Caracterizacion morfoldgica

Cuadro 11.Pruebas morfologicas de los géneBasillus y Saccharomyces

Género Forma Tamafio Color Superficie Tincion Colorm
Bacillus Bacilar 3u Crema Plana Positiva Cadenas
Saccharomyces Oval 10-50 4  Crema Lisa - Cadenas

4.1.1.2. Caracterizacion bioguimica

Cuadro 12.Prueba Bioquimica del géneBacillus

Genero Catalasa Gelatinasa

Bacillus Positivo Positivo

4.1.1.3. Caracterizacion molecular

Las cepas nativas deBacillus subtilis y Saccharomyces cerevisiae se
enviaron al Laboratorio Microbiologia y Control @alidad Concepto Azul, para
complementar la caracterizacion a nivel de espporemedio de los fragmentos
amplificados del gen 16SrRNA, para las bacteria6nRNA para las levaduras.

La secuenciacion de la cepa bacteridBecillus, permitio analizar una
secuencia de 1345 pares de bases, la cual mosebd genilitud de un 100% de

Bacillus subtilis (Anexo. 1).
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La secuenciacion de la cefaccharomyces, permitid analizar una secuencia
de 551 pares de bases, la cual tuvo un 100 % déditwiincon Saccharomyces

cerevisiae (Anexo 1).

4.1.2. Formulaciéon del Probidtico

Para la formulacion del probidtico en los soporswdidos se realizo
previamente una evaluacion de la concentraciora Baaillus subtilis se obtuvo 4,8
x 1¢° y paraSaccharomyces cerevisiae fue de 6,6 x 19 lo cual permitié formular un
probidtico con microorganismos viables en la dpetea tilapias (Anexo 2).

Luego de la evaluacion previa se inocul6 en losodep solidos los
microorganismos nativos, obteniendo que el mejtabéscimiento se dio en Harina
de pescado con concentraciones de 8,3%ufdlg, paraBacillus subtilisy 3,4 x 16

ufc/g paraSaccharomyces cerevisiae (Anexo 3).

4.1.3. Concentracion de bacterias y levaduras ensibtema digestivo de la

tilapia

Los resultados de concentracion de microorganisaros 124 dias después de
la evaluacion en campo se muestran en el Anexe lgsdcuales se desprende que al
comparar con las concentraciones iniciales se eedigcforma minima, teniendo
valores finales de concentracién como 4,7ydra bacterias y levaduras 4,9%10
4.2. FASE DE CAMPO

Los resultados de las variables que se evaluanemii:

4.2.1. Ganancia de Peso

Para esta variable, el ADEVA (Cuadro 13) estabbpoe existen diferencias
significativas, para los tratamientos y error expental a partir de los 40 dias de

evaluacion, mientras que para los contrastes 20odias de evaluacién no existe
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diferencia estadistica significativa, pero si exidiferencia para los demas dias de
evaluacion ya que los probiéticos nativos y comaéson distintos al testigo y en el

contraste probiotico nativo Vs el comercial soredhtes a partir de los 40 dias.

Cuadro 13. ADEVA para medir el efecto de diferentes probidgioativo y
comercial a los 20, 40, 60, 79, 102, y 124 diasesebpeso de la tilapia en etapa de
engorde, Santo Domingo, 2010.

CUADRADOS MEDIOS

FV GL | 20 DIAS | 40 DIAS 60 DIAS 79 DIAS 102 DIAS 124 DIAS
TRATAMIENTOS 2 17,051s| 216,5F% 1087,3% 2701,59 5515,42 8778,58
TESTIGO VS PN,PC 1 1,38s| 266,89 1108,14* 3449,05 8542,97 14689,89
PN VS PC 1 32,7hs| 166,14 1066,47 1954,12 2487,88 2867,26
ERROR 12 23,25 26,77 19,37 28,65 27,62 27,02
TOTAL 14
Cv 7,61 5,48 3,24 2,95 2,19 1,76

Al observar los rangos de significancia (Cuadrosetaprecia que a los 20 dias
de evaluacion no existio diferencia estadisticemsa40, 60, 79, 102 y 124 dias de
evaluacion si existié deferencia estadistica cepeaeto al testigo, es decir que los
tratamientos son diferentes.

Cuadro 14.Medias y rangos de significancia de la variabkope

Tratamiento EVALUACION EN DIAS

20 40 60 79 102 124
To 63,80 a 88,4 b 12388 | c 159,83 | ¢ 205,69 c 250,25 c
Ty 64,97 a 10143 | a 152,44 | a 20598 | a 272,09 a 333,57 a
T 61,35 a 93,27 ab | 131,79 | b 178,02 | b 240,54 b 299,7 b
E. experimental 23,246 26,769 19,370 28,646 27,620 27,017

Lo anterior concuerda con investigaciones realizguta Palaciost al (2007)
guien concluye que la ganancia de peso al finakdtldio demuestra que existen
diferencias estadisticas significativas entre tatamientos y de la misma manera la
prueba de significancia de Tukey, (p<0,05) establgue el tratamiento ldonde se
adicioné 2,0 g/kg de probidtico al concentrado cmiaé con 32% de proteina,
present6 el mejor resultado con un incremento d&28&mes, en comparacion con
el tratamiento testigo de 76,57 g/mes, el tratatoiel con 84,83 g/mes y el

tratamiento § con 82,41 g/mes.
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Se puede observar en el Cuadro 14, que con loggioas nativo y comercial
se obtiene mejor ganancia de peso frente al tesfigesto concuerda con
Guevaraet al. (2003) que indica en un estudio realizado ero@bla, en el que
adicionaron probioticos a base de bacterias ddaedlus, Lactobacillus y levaduras
del géneroSaccharomyces, al alimento extrudizado para tilapia roja endaef de
levante o engorde, demostraron que existi6 un @fpositivo, puesto que hubo
diferencias significativas (P<0,05) para tratarteencon dosis de 6, 4, y 2 g
respectivamente, donde el de mejor desempefio giealfiee el tratamiento con 6 g
de probibtico para las variables: incremento deopésngitud estandar final y
conversion alimenticia final, en comparacion concehtrol o testigo que no fue
aplicado probidtico, esto sustenta que la util@aaie probidticos es viable en el

cultivo de la tilapia.

Estos resultados de crecimiento en peso y sup@&civeson similares a los
encontrados por Larat al. (2003) en Orechromis niloticus alimentada con
Lactobacillus acidophillus, Saccharomyces cerevisiae y Streptococcus faecium
adicionadas en el alimento, obteniendo resultadsgiyos con la mezcla probidtica
utilizada de 4 g/kg de concentrado. El-Har@ual. (2006) observaron un beneficio
en O. niloticus cultivada y alimentada con una dieta con el ptidnécomercial (6
g/kg alimento) Biogen® constituido a base Billus sp. yLactobacillus sp. en
comparacion con el control (sin probiotico) y seéna con lo propuesto en esta

investigacion.

En la Figura 6, se analizan los resultados delt@fegie producen los
probioticos nativo y comercial en el peso pargifla a partir de los 40 dias de
evaluacion donde existié diferencia significatid. T, presentdé ser mucho mas
eficiente en consumo de alimento y produccion deecaon respecto a los demas

tratamientos ya que obtuvo el mayor incrementoed® p
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Figura 6. Medias de Tukey de la variable peso a los 40, 80102 y 124 dias de evaluacion
en tilapias de engorde, Santo Domingo, 2010.
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De igual manera present6 un coeficiente de vanielsajo durante los 124 dias
evaluados y esto da confianza a los resultadosiolo®

En la Figura 7, se observa la tendencia de ganaec@eso segun los dias de
evaluacion, donde se distingue que el(fativo) obtiene una mayor ganancia de
peso desde el dia 20 hasta el ultimo dia de evalu&ente a §y T.. El peso final
del T; cuyo valor es 333,57 g fue mas alto, mientrasequeegundo lugar fue ep T
con un valor de 299,7 g y en ultimo lugar glcdn un valor de 250,25 g.

DIAS DE EVALUACION

Figura 7. Efecto de dos probioticos, nativo y comercial saldrincremento de la variable peso (g)
para tilapias, en etapa de engorde, Santo Dom2{ijd).

4.2.2_Alto

Cuadro 15. ADEVA para medir el efecto de diferentes probidginativo y
comercial a los 20, 40, 60, 79, 102, y 124 diasesebalto (mm) en tilapias de
engorde en Santo Domingo, 2010.

CUADRADOS MEDIOS

FV GL | 20DIAS | 40DIAS | 60 DIAS | 79 DIAS | 102 DIAS 124 DIAS
TRATAMIENTOS 2 0,1ns 0,98 2,74 4,47 5,52 7,14
TESTIGO VS PN,PC 0,0Ins 1,28 2,88 5,81* 8,64 11,78
PN VS PC 0,23s 0,68 2,68 3,14 2.4 2,5
ERROR 12 0,12 0,12 0,05 0,05 0,03 0,03
TOTAL 14
Cv 7,2 5,45 3,08 2,92 2,22 1,89
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En el ADEVA (Cuadro 15) establece que existen rdifeias significativas,
para los tratamientos a partir de los 40 dias. &ndomparaciones Testigo Vs
Probiotico nativo y Probidtico comercial; P. native P. comercial, no existid
diferencia estadistica significativa a los 20 ddes evaluacion, pero si existe

diferencia para los demas dias de evaluacion.

En el Cuadro 16, se observan las medias de pruibabukey al 5% de
probabilidad y se puede apreciar que el tratamiemim inoculado con bacterias
probidticas nativas presentd mejor ganancia en ftantrante todos los dias de

evaluacion.

La prueba de Tukey (95%) demostré que el mejorarmanto es el T
(probiotico nativo) con 6,0 g/kg de alimento coricatho y esto concuerda con
(Gatesoupe, 1999; Ziemer y Gibson, 1998) los cusdetienen que los probidticos
pueden mejorar la actividad digestiva de los oggans por sintesis de vitaminas,
cofactores, mejoramiento de la actividad enzimatiahsorcion de nutrientes, lo que

provoca mayor crecimiento en los peces.

Cuadro 16.Medias y rangos de significancia de la variahie al

Tratamiento EVALUACION EN DIAS
20 40 60 79 102 124
To 48,2 | a | 588 | b | 634 | c | 646 | cC 66 c 724 | c
T, 492 | a | 676 | a | 778 | a | 834 | a 87 a 96,2 a
T, 46,2 | a | 624 | ab | 676 | b | 722 | b | 772 | b 87,2 b
E. experiment 0,118 0,117 0,046 0,046 0,029 0,025

Al observar los rangos de significancia se deduge g los 20 dias de
evaluacion no existio diferencia estadistica, méntue a los 40, 60, 79, 102 y 124
dias de evaluacion si existié deferencia estadistin respecto al testigo, es decir
que los tratamientos son diferentes, siendo méjbr.e

En la Figura 8, se analiza los resultados del efgagé producen los probioticos
nativo y comercial para la variable alto (mm) dapias a partir de los 40 dias de
evaluacion donde existié diferencia significatid. T, presentdé ser mucho mas

eficiente al incrementar mayor tamafio con respgtds demas tratamientos.
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Figura 8. Medias de Tukey de la variable alto (mm) a los 6, 79, 102 y 124 dias de

evaluacion de la tilapia en etapa de engorde, S2amtango, 2010.
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De igual manera presentd un coeficiente de vamabiajo durante los dias
evaluados y esto da confianza a los resultadosiolo®

En la Figura 9, se aprecia la tendencia de ganamci@amarno de la variable
alto. Se puede observar que el tratamiento cowisdivo la menor ganancia en
tamafo, mientras que la mejor ganancia en tamagipdra el tratamiento uno que

corresponde al probiético nativo cuyo valor fue98e2 mm.

GO0 7

DIAS DE EVALUACION

Figura 9. Efecto de dos probiéticos, nativo y comercial soldrencremento de la variable tamafio
alto (mm) durante los 20, 40, 60, 79, 102 y 124 diaevaluacion de las tilapias en etapa de engorde
Santo Domingo, 2010.

4.2.3. Largo

En el ADEVA (Cuadro 17), establece que existererdiiicias significativas,
para los tratamientos y error experimental a pddifos 40 dias. Mientras que para
los contrastes testigo vs probidtico nativo y canadrno existio diferencia
estadistica significativa a los 20 dias de evatiragiero si existio diferencia para los
demas dias de evaluacién ya que los probiétictieosay comercial son distintos al
testigo y en el contraste probio6tico nativo vs @hercial son diferentes a partir de
los 40 dias.
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Cuadro 17. ADEVA para medir el efecto de diferentes probidgioativo y

comercial a los 20, 40, 60, 79, 102, y 124 diaseseblargo de las tilapias en etapa

de engorde, Santo Domingo, 2010.

CUADRADOS MEDIOS

FV GL | 20DIAS | 40DIAS | 60 DIAS | 79 DIAS | 102 DIAS 124 DIAS
TRATAMIENTOS |2 1,161s 9,17 23,22 42,07 53,5 72,26°
TESTIGO VS
PN,PC 1 0,12ns 11,29 23,94 53,87 82,67 120,8
PN VS PC 1 2,2Ins 7,06 22,5 30,28 24,34 23,72
ERROR 12 1,58 1,13 0,41 0,45 0,27 0,21
TOTAL 14
CcVv 7,55 5,49 3,25 2,94 2,2 1,71

El probidtico fue formulado en base Bacillus subtilis y Saccharomyces
cerevisiae, en el alimento concentrado con 21% de proteistnm ser mas eficiente
frente al testigo (J) y al probidtico comercial (b). Lo anterior esta de acuerdo con
las investigaciones realizadas por Learal. (2002), Guevarat al. (2003), quienes
concluyen que la adicion de probioticos en lasadighejoran el crecimiento de
especies icticas tropicales.

Los resultados de la investigacion concuerdan coevéraet al. (2003) el
aumento de longitud estandar promedio de los tiatdos con probidticos fue
mayor al tratamiento control mostrando una difeiersignificativa (P< 0,05). Se
presentaron diferencias significativas (P<0,05)eshuts tratamientos con probidticos

con un aumento en su longitud, frente al trataroieontrol.

En el Cuadro 18, se presenta las medias de prwbakukey al 5% de
probabilidad de variable largo y se puede apreagi@r el tratamiento uno inoculado
con bacterias probidticas nativas presentd mejoagcia de peso en todos los dias
de evaluacion. En los rangos de significancia sgucke que a los 20 dias de
evaluacion no existio diferencia estadistica mantjue a los 40, 60, 79, 102 y 124

dias de evaluacion existié deferencia estadistinaespecto al testigo.
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Cuadro 18.Medias y rangos de significancia de la variablgda

Tratamiento EVALUACION EN DIAS
20 40 60 79 102 124
To 167,6 a 181,2 b 179,4 c 200,4 c 202,4 c 226,8 c
Ty 170,4 a 208 a 221,2 a 258 a 267,8 a 302,4 a
T 161,0 a 191,2 ab 191,2 b 2232 b 236,6 b 271,6 b
E. experimental 1,578 1,126 0,410 0,445 0,269 0,209

En la Figura 10, se analiza los resultados delt@fegie producen los
probidticos nativo y comercial en el variable tam#igo. El T presentd ser mucho

mas eficiente al incrementar mayor tamafio con otés@elos demas tratamiento.
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Figura 10. Medias de Tukey de la variable tamafio largo a %9, 79, 102 y 124 dias de
evaluacion de las tilapias en etapa de engordéo amingo, 2010.
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De igual manera presentd un coeficiente de vamabigjo durante los dias
evaluados y esto da confianza a los resultadosiolo®

En la Figura 11, se observan los tratamientos cohidtticos y el control, el
tratamiento que obtuvo mayor incremento de tamargagiable largo fue para el
probiético nativo (T) con un valor de 302,4 mm, seguido por el probatomercial
(T2) con un valor de 271,7 mm y en ultimo lugar seuentra el tratamiento control
con un valor de 226,8 mm. Se deduce que el incrententamano corresponde a la
gran cantidad de vitaminas y aminoécidos que prrdias bacterias benéficas.

60 79

DIAS DE EVALUACION

Figura 11. Efecto de dos probidticos, nativo y comercial saddrancremento de la variable tamafio
largo (mm) durante los 20, 40, 60, 79, 102 y 12&s die evaluacién de las tilapias en etapa de
engorde, Santo Domingo, 2010.

4.2.4. Conversion Alimenticia

La variable conversién alimenticia, en el ADEVA @iuo 19) establece que
existen diferencias significativas, para lostam@entos en todos los dias de
evaluacion. Mientras que para los contrastes tessgorobiético nativo y comercial
existi6 diferencia estadistica significativa duearibdos los dias de evaluacion,
mientras que en el contraste probidtico nativo esiarcial no existié diferencia
estadistica significativa a los 20, 40, 102 y 12 dle evaluacion, pero en los dias

60 y 79 si hubo diferencia estadistica.
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Cuadro 19. ADEVA para medir el efecto de diferentes probidgioativo y
comercial a los 20, 40, 60, 79, 102, y 124 diasesobnversion alimenticia en
tilapias en etapa de engorde, Santo Domingo, 2010.

CUADRADOS MEDIOS
FV GL |20 DIAS |40 DIAS |60 DIAS |79 DIAS |102DIAS | 124 DIAS

TRATAMIENTOS |2 0,02 0,09 0,11 0,13 0,13 0,11
TESTIGO S
PN,PC 1 0,03 0,16 0,16 0,23 0,26¢ 0,22
PN VS PC 1]  00is| 0,01ns 0,06 0,03 0,0Ins|  0,00049s
ERROR 12 | 00026 | 0,0035 0,01 0,01 0,0043 0,0034
TOTAL 14
cv | 516 | 402 | 444 | 404 | 341 | 3,2

En el Cuadro 20, se muestran las medias de pruwibdabukey al 5% de
probabilidad para conversion alimenticia y se pusaleciar que el tratamiento uno
inoculado con bacterias probidticas nativas présanejor conversion alimenticia al
final de la investigacion 1£1,72; T,=1,73, cabe recalcar que mientras mas se

acerque a la unidad el resultado es mucho mejor.

Al observar los rangos de significancia se deduee & los veinte, cuarenta,
sesenta, setenta y nueve, ciento dos y cientoevgimuatro dias de evaluacion si
existio deferencia estadistica con respecto agjtests decir que los tratamientos son
diferentes.

Cuadro 20.Medias y rangos de significancia para converslipmesaticia

Tratamiento EVALUACIONES
20 40 60 79 102 124
To 1,05 | a 161 |a |2 a 2,14 | a 2,11 | a 198 | a
T, 092 | b 135 |b | 1,7 C 1,82 | b 181 | b 1,72 | b
T, 099 |ab | 143 |[b [185 | b 1,94 | b 1,86 | b 1,73 | b
E. experimental| 0,002 0,003 0,006 0,006 0,004 0,003

Durante la investigacion se demostré que la apboade bacterias benéficas
en la dieta mejora la asimilacion de nutrientesgaote del animal y se deduce que
los probidticos nativo y comercial obtienen un valmilar en conversion ya que las
bacterias benéficas son mas eficientes en tranatbom y asimilacion de

nutrimentos y esto se afirma con lo indicado poraleh al. (2003) donde evalué
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probidticos comerciales (TP), comparando con aittims (TA) donde obtuvo 1,69
parael TPy 2,25 para TAy 2,12 (Tratamiento cmt

Palacios,et al (2007), menciona que la mejor conversion fue e el6g de
probidtico /kg) respecto a los demas tratamientesde mayor conversion es el (Eontrol
sin probibdtico), al realizar la prueba de Duncaneselé una diferencia significativa (P<
0,05) para los tratamientos con probiotico yTT,. Analizando los resultados finales del
experimento se puede afirmar que la inclusion dbipticos en la dieta alimenticia en la
fase de levante de la tilapi@ne un efecto significativo sobre los paramemasluctivos y
que la relacion de 6g/kg de probidtico en el alitndne altamente significativa mejor que el
control y las demas inclusiones. Y se deducelgaebacterias benéficas mantienen un
pH bajo donde las bacterias patégenas no logratemense dando lugar a una mejor

asimilacion de nutrientes.

En la Figura 12, se analizan los resultados dett@fgue producen los
probidticos nativo y comercial en la variable casu@n alimenticia para tilapia a
partir de los 20 dias de evaluacion donde exidgfagrahcia significativa. El T fue
mas eficiente, por su mayor incremento en el tan@iio respecto a los demas
tratamientos. De igual manera presentd un coefieide variacion bajo durante los

dias evaluados y esto da confianza a los resultsutesidos.
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Figura 12. Medias de Tukey para la variable conversion alimena los 20, 40, 60, 79, 102
y 124 dias de evaluacion de las tilapias en etagandorde, Santo Domingo, 2010.
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En la Figura 13, se puede observar claramente domprobidtico nativo y
comercial ayudan a la digestion y asimilaciéon de fwutrientes con una gran
diferencia frente al control.

El coeficiente de variacion es 3,20 %. Los rangessignificancia muestran
que los tratamientos uno y dos son iguales peronson diferentes al tratamiento
control.

60 79

DIAS DE EVALUACION

Figura 13. Efecto de dos probidticos, nativo y comercial sdareariable conversion alimenticia
durante los 20, 40, 60, 79, 102 y 124 dias de aealn de las tilapias en etapa de engorde, Santo
Domingo, 2010.

4.2.5. Andlisis de enfermedades

Mediante las observaciones realizadas en el peesstidio a los 20, 40, 60,
79, 102 y 124 dias en etapa de engorde de lagtlapo se registré enfermedades
presentes en los animales en estudio, obtenien@&atte peces enfermos.

Se ha obtenido un porcentaje de incidencia de reefdmdes del 0 % debiendo
atribuirse a un manejo adecuado y principalment®®tratamientos con probiotico
se le atribuye la adicion de bacterias las cuaéeren un efecto protectante sobre

microorganismos dafinos corroborando a lo indigaalo(Naiduet al., 1999) donde
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indica que algunas cepas de bacterias producesmsias bactericidas que afectan el

desarrollo y crecimiento de otros microorganismos.

4.2.6. Andlisis de mortalidad

Mediante los datos obtenidos en la fase de campegsstrd una mortalidad de
un total de dos animales. En el dia 15 de estaldesmn el tratamientoglse registro
un animal muerto, correspondiente al 2,2 % de ridaidh de dicho tratamiento, y el
dia 17 se registré otra mortalidad de 1 pez gdeTigual forma correspondiente al
2,2 % de mortalidad del tratamiento.

Existe una sobrevivencia muy buena del 100 % apliaada probidtico nativo
y del 97,8 % en el tratamiento con probiético canaé lo que concuerda con los
obtenidos por Ashraf (2000) quien evalud la solwewiia y el crecimiento de
Salvelinus alpinus con una mezcla bacteriana, sin presentar mortajidan una tasa

promedio de crecimiento superior al control (siokpdtico).

En el analisis digestivo realizado después deldésten campo a los animales
en experimentacion se obtuvo que los tratamientms probidticos tuvieron
concentraciones por encima de &8 cuanto &acillus subtilis y de 16 en cuanto a
Saccharomyces cerevisiae. Esto concuerda con lo que dice Andlid (1995)datpor
Palacioset al. (2007) donde, del salmoén del atlantico aislé difiees especies de
levaduras, con cuentas de hasta 3 X @&@lulas/g de intestino. Las especies
dominantes fueroebaryomyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula

rubra y Rhodotorula glutinis.

4.2.7. Andlisis econémico

Utilizando la metodologia de Perréhal. (1976), del presupuesto parcial, se
calculd el beneficio bruto, que corresponde al irarhto en kg de peces obtenidos
por tratamiento. Para ello el peso total se midtigbor el valor del kg de carne en el
mercado interno, adicional a ello se obtuvo logasariables donde tomamos en

cuenta el precio del kg de probidtico comercial grecio generado por el probidtico
56



nativo y por ultimo el beneficio neto, el cual agiferencia entre el beneficio bruto

y los costos que varian.

En el Cuadro 21, se observa que se encuentranastoieiios costos de manera
creciente, con los beneficios netos se realizéndlisis de dominancia, donde el
tratamiento dominado es el que a igual o menorflimareto presentd un mayor
costo variable. Dicho lo anterior se observo qsdiatamientos no dominados son el
Toy Ty, y al realizar el andlisis de la tasa de retorrmmgnal el tratamiento [Ise
establecié en la alternativa econdmica viable.

Cuadro 21. Costos variables y beneficios para los tratamientos la adicion de
probioticos comerciales y un probidtico nativo easd aBacillus subtilis y
Saccharomyces cerevisae.

Trat. Dosis Total costos que varian ($/Tra) Beneficio Beneficio Dom.
prob.(gr) bruto ($/Trat)  neto ($/Trat)
TO 0 0 35,035 35,035 Nd
T1 6 0,83 46,690 45,860 Nd
T2 6 3,86 41,958 38,098 D

Desde el punto de vista econdémico la aplicaciémpmdbibdticos en la dieta
existe una diferencia muy puntual frente al grupotiol. Se trata de un producto
competitivo en el mercado a menor costo de prodacobteniendo una mayor
utilidad neta. El probiético nativo fue el mascafnte y logré obtener un costo de
produccion bajo.

Cuadro 22.Analisis marginal de tratamientos no dominados

Total de

Trat. Dosis Costos que Beneficios CVv BN TRM%
Probidtico s 9 Netos marginal Marginal
varian
0 0 0 35,035
1 6 0,83 45,860 0,83 10,83 1304

Todos los beneficios netos aumentan conforme ladaghinvertida crece, la
tasa de retorno marginal para gastos por encinlasd® 0,83 es de 1305 %. En la

figura 27. Apreciamos la relacion entre los costagables de las alternativas y los
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beneficios netos logrados, se indica que el magoeficio neto obtenido es el del
tratamiento T.

10

Beneficios netos (S/tratam)

Total de costos que varian (S/trat)

Figura 14. Curva de beneficios netos
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V. CONCLUSIONES

La aplicacion de probioticos contribuyd a mejorar sobrevivencia de las
tilapias, debido a que los microorganismos bengficompiten con los
patdégenos por sitios de adhesion a la mucosaiimdegtse da el principio de

exclusién competitiva

Los probidticos fueron mas eficientes en el consama@limento obteniendo
mayores ganancias de peso. Puesto que la alimamtagresenta el 70% de la

inversion.

La inclusion de probidticos en la dieta de tilapiasante la fase de engorde
mejora los incrementos de peso, consumo alimepto/esion alimenticia y

sobrevivencia.

Los mejores reportes fueron para el probidticovoay se deduce que se
establecieron con facilidad en el tracto gastresimal del pez ya que fueron

de ahi donde se los aislaron y cultivaron.

La utilizacion de probidticos determiné ser unaralativa viable y econdmica

para mejorar la rentabilidad de los cultivos inteos.
De acuerdo a los resultados obtenidos la altemnatias viable y econdmica

corresponde aplicar un probiodtico nativo ya quesgméd una mejor relacion

beneficio costo.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda investigar la aplicacion de prolkidticen la dieta de tilapias
cultivadas en estanques de tierra, puesto querauegéstigacion fue realizada

en tanques plasticos.

En la utilizacion de probidticos siempre se debmaioen cuenta que los
microorganismos se encuentren con la suficienteacdpd de accion
realizando pruebas de viabilidad en el laboratowbservando que la
concentracion sea de por lo menos 1 X 16c/g.

Al momento de mezclar los microorganismos activamwsel balanceado, este
producto debe ser utilizado antes de las 12 hgaague si sobrepasa el tiempo

indicado se produce un efecto de fermentacion.

Restringir totalmente el uso de cualquier tipo digb#dtico o desinfectantes ya

gue inhiben el crecimiento y accién de los micranigmos benéficos.

Para la obtencién de los microorganismos deldrgesstrointestinal del pez,
debemos tomar en cuenta que la tilapia se encuemtestado adulto, saludable
y nativa del lugar donde se realiza la investigacio
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VII. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar el corgoiento productivo de la tilapia
(Oreochromis sp), al suministrarle un alimento con inclusiones bpdticas. El
trabajo se realizé en la Provincia Santo Domingéodél sachilas y se emplearon 15
tanques de plastico con capacidad para 550 ligs@gda cada uno. Se usé un Disefio
Completamente al Azar (DCA), que corresponde atarmientos con 5 repeticiones
cada uno y cada repeticion consistio en 9 pecesuca@lto de 40 mm y un largo de
155 mm aproximados y con un peso promedio de 44og.tratamientos se
distribuyeron asi: §= 0g, . =6 gy . = 6 g de inclusion probidtica a base de
Bacillus subtilis y Saccharomyces cerevisiae. en T, y en T, una inclusién probidtico
comercial. Estos microorganismos se aislaron d&dmesyo, intestino grueso e
intestino delgado de una tilapia adulta de 40@ gulal se obtuvo de la misma zona
de investigacion. La multiplicaciéon del indculo imat resulté ser efectiva al
mantener la concentracién de®l6fc/ml paraBacillus subtilis y 1¢ ufc/ml para
Saccharomyces cerevisiae. En cuanto a las variables a evaluar fueron: gaaate
peso (g), alto (mm), largo (mm), conversién alin@at y presencia de
enfermedades. La aplicacion del probidtico natiituyd positivamente sobre la
ganancia de peso, alto, largo y conversion alimientiquien mostroé diferencias
estadisticas significativas para los dias de eevmlnaque duré el ensayo. El
probiotico nativo logro ser mas eficiente economieate al obtener mejor beneficio

costo, segun la metodologia del presupuesto pdterainet al. (1976).
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VIIl. SUMARIO

The aim of this study was to determine the productive performance of tilapia
(Oreochromis sp), to provide a probiotic food inclusions. The work was conducted in
the Province of Santo Domingo Tsachilas and used 15 plastic tanks with a capacity
of 550 liters of water each. We used a Completely Randomized Design (CRD),
which corresponds to 3 treatments with 5 repetitions each and every repetition
consisted of 9 fish, with a height of 40 mm and a length of 155 mm and weighing
approximate average of 44 g. treatments were distributed as follows: To = 0g, T, =
T, =6 g and 6 g of inclusion based probiotic Bacillus subtilis and Saccharomyces
cerevisiae. T; and T, in a commercial probiotic inclusion. These organisms were
isolated from the stomach, large intestine and small intestine of adult 400 g tilapia,
which was obtained from the same area of research. The multiplication of native
inoculum was effective in maintaining the concentration of 10° cfu / ml for Bacillus
subtilis and 10° cfu / ml Saccharomyces cerevisiae. As for the variables assessed
were: weight gain (g), height (mm), length (mm), feed conversion and presence of
disease. The application of probiotic native positive influence on the gain of weight,
height, length and feed conversion, who showed statistically significant differences
for day evaluation of the trial. The probiotic native achievement to be more
economically efficient to obtain better cost benefit, according to the partial budget

methodology Perrin et al. (1976).
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X. ANEXOS

Anexo 1. Resultados moleculares
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REPORTE DE AMALISIS
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-1 cepa bDactenans
= 1 Wsindura

AHALISIS BEALZADOS:

- Idenbficacion molecular de 2 CApas, una baclenang y una evadura,

- Subpultvo de la cepa en medio sdlido o Hguida.

2- Extraccion dil ADN cromosdmico

3 Amplificacién mediante PCR def gen 165 rRINA en bacterias

4- Purificacitn da los amplicones

5 Sacusnciaciin

8 Andiisis de las sacuencias en bancos de datos (GenBank, EMBL eic..),
mediante alineamisnio de homologia usando o BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool),

7- Entrega del informe

Por medio de la presante, le hago entrega del informe comespondiente al analisis
molecular para la identificacion de las cepas oo bactenas entregadas,

Agradecends por su intenés en nuestros servicios, guado de Ud. para cuslguser
informacian adicional que & requiena,

At rtarmmibe,
4,
Tenlga, Paula Pinto B,
NOTA: Solo los reportes con flrma y sallo de la empresa son villdos.
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Continuacion Anexo 1. Resultados moleculares

Identificaciéon molecular de cepas de Bacterias

Objetivos.

Identificacion molecular de una cepa bacteriana y una levadura.

Metodologia.

Subcultivo de microorganismos.

Fueron recibidas 2 cepas, una bacteriana y una levadura, las mismas que
fueron subcultivadas en agar TSA e incubadas a 30°C durante 2 dias, con el fin de
obtener muestras frescas para el proceso de extraccion de ADN

Extraccion de ADN.

Para las cepas bacterianas obtenidas se procedio a extraer su ADN
genomico mediante los protocolos aplicados para bacterias y levaduras.

Amplificacion por PCR.

El trabajo de amplificacién por PCR fue primeramente realizado sobre los
genes 16S rRNA en bacterias y levaduras, obteniendo los fragmentos del tamafo
esperado.

Purificacién de los amplicones

Los fragmentos amplificados del gen 18SrRNA fueron purificados mediante
el Wizard PCR Clean Up System de Promega y enviadas a secuenciar.

Secuenciacion y analisis de secuencias.

Los fragmentos purificados fueron enviados para la secuenciacion y
posteriormente se realizo el alineamiento de las secuencias, empleando el
software online Blast (Basic Local Alignment Search Tool). Se determino la
homologia de cada cepa mediante comparacién de las secuencias con las
existentes en el GenBank (Banco de Genes-base de datos de las secuencias
registradas a nivel mundial).
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Continuacion Anexo 1. Resultados moleculares

Resultados.
Saccharomyces cerevisiae
Cepa 3-1,52

>100919-06_E03_ESPE-Sac-614F.abl 991

tcacggtatgecttagtacggcgagtgagecggcaaaagetcaaatttgaaatctggtacct
tecggtgeccgagttgtaatttggagagggecaactttggggecgttecttgtetatgttee
ttggaacaggacgtcatagagggtgagaatccegtgtggegaggagtgeggttetttgta
aagtgccttcgaagagtcgagttgtttgggaatgecagetctaagtgggtggtaaattcea
tctaaagctaaatattggcgagagaccgatagcgaacaagtacagtgatggaaagatgaa
aagaactttgaaaagagagtgaaaaagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcatttga
tcagacatggtgttttgtgccctetgetecttgtgggtaggggaatectegecatttcactg
ggccagcatcagttttggtggecaggataaatccataggaatgtagettgecteggtaagt
attatagcctgtgggaatactgeccagetgggactgaggactgegacgtaagtcaaggatyg

ctgcatacatec

Dptubace Ware  cr
jom 411 Go =DDEI=F0E {but op EET, ETE
EEE gmorznmems! semoles or phaes 0. 1 or 2 =TEE raquances)
Frogimem ELAETA 2238 »Ciacan

b
Mederuls tpe
Quesy Length X

Cither raparts: »Smarc)

v Grophik: Summary

Crmrson of 151 SiwarHm oo e Sy Sensss

TR A B TR TR SRR DO T DS BT

Colar wey For Hgnment sCares

73




Continuacion Anexo 1. Resultados moleculares

¥ DasCrphons

g me e psanes [Dintee B meBoes o [oe v Wraloe Boiny
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Epccheminyies tarevitisk Srkin 7 288 ribd
Errchpminyces teme e rirun

Esrchemmycer cenevisine Srh ribrgzmel Bis zene 1
Shesherpmyrer cenweiting PRl 5 rbesomel A cene. g
EorThermmyrst Cowipe Fmin AL J6E rbbeotel £42 chne, par
BEETHErEITCHE SR e FITR rehesrmal B48 gene, gar
Encchemmy i THE Y IR TR ribpatmsl K2 tene, bl i Bze
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La cepa de la levadura (3-1,52 ) permitio analizar una secuencia de 551 pares de bases, la cual
mostro tener 100 % de homologia con cepas de Saccharomyces cerevisiae.

Bacillus subtilis
Cepa 1-4,AP

>100920-06_EO3 ESPE-Bac-614F.abl 922
gctcaggacgaacgctggeggegtgectaatacatgecaagtcgageggacagatgggage
ttgcteectgatgttageggeggacgggtgagtaacacgtgggtaacctgeectgtaagac
tgggataactecgggaaaccggggectaataceggatgettgtetgaaccgeatggttcaa
acataaaaggtggcttcggctaccacttacagatggacecegeggegeattagetagttgg
tgaggtaatggctcaccaaggcaacgatgegtagccgacctgagagggtgatecggeccaca
ctgggactgagacacggecccagactectacgggaggcagcagtagggaatcttececgeaat
ggacgaaagtctgacggagcaacgccgecgtgagtgatgaaggttttcggatecgtaaaget
ctgttgttagggaagaacaagtaccgttcgaatagggeggtaccttgacggtacctaace
agaaagccacggctaactacgtgccagcageccgeggtaatacgtaggtggecaagegttat
ccggaattattgggegtaaagggoctcgecaggeggtttcttaagtectgatgtgaaagecce
cggctcaaccggggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagaggagagtgg
aattccacgtgtageoggtgaaatgegtagagatgtggaggaacaccagtggegaaggega
ctctctggtctgtaactgacgctgaggagegaaagegtggggagegaacaggattagata
ccctggtagtccacgeccgtaaacgatgagtgectaagtgttagggggtttecegececttag
tgctgcagcectaacgcecattaagecacteoegectggggagtacggtegecaagactgaaactea
aaggaattgacgggggcccgcacaageoggtggagecatgtggtttaattecgaageaacqgeg
aagaaccttaccaggtcttgacatcectctgacaatcctagagataggacttececttegg
gggcagagtgacaggtggtgcatggttgtegtecagetegtgtegtgagatgttgaggttaa
gtcccgcaacgagegeaacccttgatettagttgecagecattcagttgggecactcectaagg
tgactgeccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgeccettat
gacctgggctacacacgtgctacaatggacagaacaaagggcagcgaaaccgegaggtta
agccaatcccacaaatctgttctcagtteggategecagtetgecaactegactgegtgaag
ctggaatcgctagtaatcgcggatc
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Continuacion Anexo 1. Resultados moleculares
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La cepa de la levadura (1-4, AP ) permitid analizar una secuencia de 1345 pares de bases, la
cual mostrd tener 100 % de homologia con cepas de Bacillus subtilis.

Cepas

Identificacion molecular

Cepa (3-1,52)

Saccharomyces cerevisiae

Cepa (1-4 AP)

Bacillus subtilis
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Anexo 2. Conteo de bacterias y levaduras del proti6o

( oncepto Azul

x_v/‘-‘

Guayaguil: Cdla. Vernesa Nocte Mz 10 V. 34
Tad-Fax (04} 2284066 ZT2E4615 Coluler: 097488010

Guayaquil, 21 de Junio de 2010,

PARA: ESPE
5r. Bladimir Lopez

DE: CONCEFTO AZTUL
Tenlga. Paunla Pinto B.

REPORTE DE ANALISIS

MUESTRAS RECIBIDAS:
-Probioticos  en culirros liquudos:

1-4-AP (Baecillus subsilis)
3-1 - 52 (Saccharomyces cerevisiae)

EECHA DFE ANATIETS: 16 de Junio del 2010 alas 13 :00 horas

ANALISTS REALIZADOS:
- Cultvo v conteo de células wiables en cada wno de las mmesiras

CLAVES:

UFC Unidad formadora de colomias.

A Amanlla E: Fedonda L- Lumimiscente
T: Transparente M: Mediana Cr: Cramoza
Ao Amanlla con Centro 1: Imegular B: Blanea

V: Verde £ Grands By Eoja

ViCe: Verde con Centro B Peguetia An: Anaramada
Vda: Verdosa Co: Con centro

Besultado de Analicis - Pagina ]
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Continuacién Anexo 2. Conteo de bacterias y levadas del probiotico

fote B Bt

Tenlga. Paola Pinto B.
NOTA: Solo los reportes con firma v sello de 2 empresa son validos.

BESULTADOS DE ANATISTS:
Lectara a las 72 horas
1-4-AP
MORFOLOGIA COLONIAS BACTERIANAS UFC L]
Crip 16.0 X 10° 33
e e 12.0% 107 =
|
MRS 80X 100 -
S 1203 10° 4%
tl
TOTAL UFC/mL ALLXM 100
43x 10°
3-1 -5 (Levaduras)
MORFOLOGIA DE COLONIAS DE LEVADURAS UFC %
CrRG 8.0x10° 12
CiRE 35.0s10° 53
N T ] 22 0x10° 11
TG 1.0x10% 1
TOTAL UFC/mL 66.0x10° 100
6.6 x10* |
Angiairs Uekod &8 Cawtibuyentss
CONCEPTAZUL S.A.
Cdia. Varnoas Meris Mz 10 V. M
Gudyagell - Teits TEP-R4T
Atentamerte.

Resultads de Analizis - Pagina 2
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Anexo 3. Concentracién de bacteria y levadura en portes sélidos

g@(fonfeptu Azul
i Jr’ﬁ_::.u:h AIATA L YRR RA L S TS TARLS

Craayagquil: Clla Viemuea Noste Me [0 V34
Tel-Fael: [04) 2784066 T20461 5 Celubes (97282010

e-tnail: someeptanlfgmail com

Guayaquil, 13 de Tulio de 2010.

PARA: ESPE
Sr. Bladimir Lopez
DE- CONCEPTO AZUL
Tenlga. Paula Pinto B.
EEPORTE DE ANALISIS
MUESTEAS RECTEIDAS:

-Mezcla de Harina de pescado v Bacrllus Subiifa.

-Mezrla de Harine de pescado v Levadira Seccharonyces cerevisioa
-Mezcla de Hanina de soyva v Bacillus Subiilis.

-Mezzla de Hanna de soya v Levadurs Saccharonnices caravisiae
-Mezrla de tierra de montafia v Bacillus Subsilis,

-Mezrla de tierma de montafia v Levadura Saccharomyces carevisiae.

EECHADE ANALISIS: £ de Julio del 2010.

ANALISIS REALIZADOS:

- Cultive v contes de microorgsmsmes aerchios en MES (omestras que comtiens Bactiing
Subtiliz.

- Cultive v conteo de microorgamismos aercbios en FDA {nmesmas gue contienen Levaduara
Saccharewyeces caravisiae

CLAVES:

UFC Unidad formadors de cobomias.

A Amarlla R Fedonda L: Luminiscente

T: Transparents M Bdediana Cr Cremosa

'Coc Amarilla com Cenimo I Irrepular B Elanca

W Verda G Grande Ej: Faja

ViCa: Verde con Centro ™ Pequedia An Anaranjads

Vida: Werdosa Cao: Con centro

Exmitado da Analicis - Pagme ]
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Continuacién Anexo 3. Concentracion de bacteria yeladura en soportes sélidos

EESULTADOS DF ANATISTS:
Lectara a las 96 horas (4 dias)
-Mezela de Harina de pescado v Bacillus Subnlis.
MOEFOLOGIA DE COLONIAS UFC 4%
AFP 593 xl0¢ T4
MRS BRG 2 xl0¢ 0.2
ERM 42 x10¢ 5.1
BRP 194 x10° 233
TOTAL ufilg 8Lzl 100 |
221"
-Mezela de Harina de pescado ¥ Levadura Saccharemyces cerevisiae.
MORFOLOGIA DE COLONIAS TFC B
Criee 327 x10¢ 6.7
Agar FDA CrRM 3 x10¢ 0.8
CriM gzl X4
TOTAL ufcig 333010¢ 100 |
34300

-Mezela de Harina de sova v Bacillus Subsilis.

MOEFDLOGIA DE COLONIAS UFC L
AFP 531 x10° 0.2
Agar MES CrRP 56 w10 9.5
BRG L.5x10° 0.3
TOTAL ufcly 588.5 x10° 100
5.9 X10°
-Mezela de Harina de sova ¥ Levadura Saccharomyces cerevisiae.
MOEFOLOGIA DE COLONIAS UFC L
ERP 68 x10* a8
ERM 1.8 xl0* 24
Agar PDIA BRG 2.8x10¢ i8
TIP 0.4 x10¢ 0.5
BIG L0 x10° 1.4
TOTAL ufclg 74010 100 |
T4 X0

Eemitade de Analizis - Pagine 2
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Continuacién Anexo 3. Concentracion de bacteria yeladura en soportes sélidos

= Mezcla de tGerra de montatia y Bacillus Subalis.

MORFOLOGIA COLONIAS UFC L]
ARD 61 nl0f 503
CRM Bty 22
EBRM 5 x10° 48
5 BRP 145 10¢ 139
CRG Tuld* i
CrG 1L5=10* 0
TOTAL ufcig 104.510° 108
L1x10"

-Mezcla de tierra de montana y Levadura Saccharomyces cevevisiae.

MORFOLOGIA COLONIAS UFC L]
ARP 4615 wigf 978
CRP 0.5 x10° 0l
¥ CIRM 6.3 %10° 14
CrRG 3.0mE0¢ 0.6
TOTAL ufcip 4708 xh0* 108
4700
’ Faglatrn Unles & Camki ibwyontss |
Amntamenis.

CONCEPTAZUL S.A.
Rote. 2. Bt e R

Tenlga. Paula Pinto B.
NOTA: Salo los reportes con firma y sello de la empresa son valides.

Eoguleade de Analizic - Pagme 3
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Anexo 4. Fase de Laboratorio

e

b.Muestra seleccionada para extraccion

c.Extraccion del sistema digestivo
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d. Sistema digestivo (Secciones de extraccién de migemismos)

=
e

e. Inoculacion en solucién de suero fisioldgico

f. Siembra del inoculo en cajas petri
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g. ~ Colonias obtenidas en Manitol, Muller Hilnton y $abound

h.  Resultados morfol6gicoSéccharomyces cerevisiae)
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I. Resultados morfologico8écillus subtilis)

J- Colonias purificadas en Sabourondgar Plate dé&accharomyces cerevisiae

y Bacillus subtilis
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k.  Preparacion de soportes de sostén

l. Elaboracion de la cepa madre del probiotico

85



n.  Incubacién de soporte inoculado
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Anexo 5. Conteo de bacterias anaerobias por medi@ glacas Petrifilm 3M

, -
K

a.  Cultivo liquido deBacillus subtilis

C. Colocacion del difusor 3M
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e. Interpretacion de la concentracion (1 ¥)10
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Anexo 6. FASE DE CAMPO

a. Adecuacion y distribucion de tanques de agua

b. Acometida de entrada y salida agua

c.  Suministro y aireacion del agua

89



e. Determinacién del tamafio y peso

f. Mediciones de la tilapia

90



h. Alimentacion de tilapias

I. Limpieza de tanques
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Anexo 7. Concentracién de bacterias y levaduras et sistema digestivo

;@gonﬁpta Azul

Guavaquil: Cdb. Vernezs Morne Mz 10 V. 34
Tal-Fax: (4) 2284066 X23461 5 Cobudar: 197433010 g-mol:

CoE
Guayaquul, 28 de febrero de 201 1.

PARA: ESPE

Sr. Bladimir Lépez
DE: CONCEPTO AZUL Ing. Paula

Pinto B.

REPORTE DE ANALISIS

MUESTRAS RECIBIDAS:

- Botella con cultivo hquido de Bacillus subsdliz (TO)

- Botellz con cultive igmdo de Bacillus subslis (T1)

- Botellz con caltive ligmdo de Bacillus subalis (TX)

- Botella con cultivo liquido de Seccaromycer cerevisiae (10)
- Botella con cultive liquido de Saccaromycer cerevisiae (T1)
- Botella con cultive iquda de Seccaromycers cerevisias (12}

EECHARECEPCTONMUESTRA: 14 de Febrero del 2011.

ANALISIS REALIZADOS;

- Cultive v conteo de aerobios totales.

CLAVES:

UFC Umidad formadora de colonas.

L Amanlla R Redonda E: Lunumscente
T- Transparente M Mediana Cr Cremesa
Ao Amanlla con Centro I: Iregular B: Blanca

L Verde G Grands Bj: Eoja

WiCo: Verde con Centro P Pequenia An: Anaranjada
Wida: Verdosa Co: Con centro Rs: Fozad=s
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Continuacién Anexo 7. Concentracién de bacterias Jevaduras en el sistema

digestivo

RESULTADOS DE ANALISTS;

- Cultivo y conteo de aerobios totales (lectura a las 96 horas)

- Botella con cultive liguido de Bacillus subtilis. (T0)

MOBRFOLOGIA COLONIAS BACTERIANAS UFC by
Cric 130 x 1o 34
CrBM 1.0 1 0.3
Agar PCA
CrEF 154 x 1o 41
CrEpg 345.7 =z 10 92.2
TOTAL UFC/mL sl x e 100
3.7 1P

- Botella con cultive liguido de Bacillus subiths.(T1)

MORFOLOGIA COLONIAS BACTERIANAS UFC iy
CricG 10.0 x16* 2
CrBM 1.0 x 10 0.2
PERE RS CrRP 225 10 48
| CrRpg 438.5 = 10° 03
TOTAL UFC/mL 4720 = 10° 100
4.7 310’

- Botella con cultive liquido de Bacillus subiths.(T1)

MORFOLOGIA COLONIAS BACTERIANAS UFC iy
Cric 93 x1n” 14
CrRM 45 x1p® 0.3
Agar PCA
CrEF 14 x10° 0.2
CrEpqg 5793 x10° 974
TOTAL UFC/mL B4 8 T 10° 100
59 10’
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Continuaciéon Anexo 7. Concentracién de bacterias Jevaduras en el sistema

digestivo

- Botella con cultive hquide de Saccaremyces cerevisias{10)

- Caltivo y conteo de aerobios totales (lectura a las 96 horas)

MORFOLOGIA COLONIAS LEVADURAS UEC iy
CrlG 2.2 31t 0.5
CrRC 11x1p* 0.3
Agar PCA CrEM 345 z 10t 74
CrRF 2454310 55.8
CrRpq 1564 x 10" 3546
TOTAL UFCimL 4306 x 10* 100
4.4 110°

-Baotella con cultive iguide de Saccaremyces cerevisias (T1)

MORFOLOGIA COLONIAS LEVADURAS UFC by
Crlc 100 x 1ot 10
CrRG szt [ e
Agar PCA CrEM 120 x 10¢ 24
CrEFP ozt 0.6
CrEpg 462.0 x 10¢ 94.2
TOTAL UFC/mL 4905 x 10" 100
4.9310°

-Baotella con cultive higuide de Saccaremyces cerevisias (T2)

MORFOLOGIA COLONTAS LEVADURAS UFC iy
CrlG 56.3 3 10° 129
CrRG 2442 x20* 55.0
Agar PCA CrEM 352310 8.1
CrRP 20zt 0.5
 CrRpg 003 110* 22.7 |
TOTAL UFC/mL 427.0x 10* 100
4.4 x10*
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Continuaciéon Anexo 7. Concentracién de bacterias Jevaduras en el sistema

digestivo

NOTA EL CONTED A LAS 7@ HORAS NO S5E REALIZO DEBIDND AL ESCASQ
CRECIMIENTO QUE PRESENTAEA_ El Conten a las 96 horas permitio obtensr un contes real.

Atentanene Rsghvtre Unka do Cortrivayentss

No.
CONCEPTAZUL S.A.

f ) Ol Wersmsd liie Mo 1V,
;24. Bono. ot 8. o e e e WL H
Ing. Panla Pinto B.

NOTA: Solo los reportes con firma v 5o de la empresa son validos.

Resultado de Analisis - Pagina 2
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