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Introducción	
  
 

De acuerdo a la Organización para la Alimentación y Agricultura (FAO) de la ONU, la 

acuacultura es el sector de producción de alimentos de crecimiento mas acelerado La 

producción mundial de pescado ha crecido substancialmente en la ultima década, 

alcanzando 52.5 millones de toneladas en 2008, comparado con 32.4 millones de toneladas 

en 2000.. Actualmente representa casi el 50% de los productos pesqueros mundiales 

destinados a la alimentación. Con el estancamiento de la pesca de captura global y una 

población humana en aumento, la acuacultura se percibe que tendrá el mayor potencial para 

producir más pescado en el futuro y así atender la demanda creciente de alimentos 

acuáticos sanos y de calidad. Por ello se supone trabajar por un uso óptimo de sus insumos, 

con el fin de conseguir el mayor rendimiento de los productos acuáticos. Sin embargo, 

muchos recursos utilizados en la acuacultura, como los ingredientes que utilizan para 

formular dietas, se encuentran en escasa cantidad, por lo cual se emplean alternativas que 

cubran dicho impedimento. 

La harina de pescado sigue siendo un ingrediente fundamental en las dietas para peces 

carnívoros (Olli et al. 1994, 1995) debido a su alto contenido proteico,  excelente perfil de 

aminoácidos, alta digestibilidad de nutrientes y poca presencia de antinutrientes, Sin 

embargo, se espera que la demanda por los ingredientes de la proteína exceda el suministro 

mundial anual de harina de pescado en la próxima década, y este aumento demandara 

cambios a los paradigmas económicos y nutritivos. Por esto, la necesidad de una fuente de 

proteína con un costo reducido, esta en aumento. un ejemplo de estas son las proteinas de 

origen vegetal como la soya, que ha sido identificada por la potencial demanda  de proteína 

vegetal en los alimentos acuáticos. Desde 1995, la United Soybean Board (USB) ha 

consolidado actividades de desarrollo en el mercado, principalmente en China que ha 

aumentado la demanda para la harina de soya en criaderos de peces, a un estimado de 5 

millones de toneladas métricas en el  2005. Los productos de soya son considerados 

baratos y nutritivos dado que sus componentes tienen un alto contenido de proteína cruda y 

un razonable perfil de aminoácidos equilibrado.  

No obstante, existen compuestos biológicamente activos  denominados antinutricionales que 

limitan el uso de la harina en la formulación de dietas balanceadas para los peces de 

especies carnívoras. (NRC 1993; Olli & Krogdahl 1994). 

Algunos de estos compuestos son, las altas concentraciones de oligosacaridos como la 

sacarosa, raffinosa y estaquiosa, que no son digeribles por los peces, debido a falta de la α-

galactosidasa que es necesaria para metabolizar estos azúcares complejos, la presencia del 



	
   7	
  

acido fitico y fitato, que genera una baja disponibilidad de fósforo y minerales cationicos, ya 

que  estos forman uniones con el acido fitico y el fitato (NRC 1993). Estos compuestos no 

pueden ser metabolizados en el intestino de los organismos debido a la insignificante 

actividad de enzimas en la mucosa intestinal, a menos que en el tracto gastrointestinal 

habiten microrganismos capaces de hidrolizar dichos compuestos contribuyendo a que se 

metabolicen dichos compuestos (Pointillart et al. 1984).  

Ante estas desventajas se ha empleado el uso de probióticos y/o enzimas para contrarrestar  

las deficiencias que presentan las harinas vegetales y evitar el desencadenamiento de 

epizootias (Hansen y Olafsen, 1999; Ringo y Birkbeck, 1999; Olafsen., 2001). Se  ha 

descrito que la importancia y viabilidad de incorporar bacterias o levaduras con la habilidad 

de producir sustancias inhibitorias o antagonistas a ciertos metabolitos producidos por 

algunas microalgas y especies vegetales (Tovar et al. 2002), producen efectos benéficos 

sobre el hospedador modificando su comunidad microbiana relacionada con el, o con el 

medio ambiente en el cual este se desarrolla (Chabrillón 2004) mejorando la calidad del 

agua mediante su capacidad de bioremedación (Moriarty 1997, Gateosoupe 1999), además 

de una mejora del uso del alimento o de su valor nutricional y/o respuesta del hospedador 

ante las enfermedades, y/a la calidad del ambiente (Moroñigo 2004).  

Asi como la fitasa agregada a la dieta, tiene el potencial de promover el valor nutritivo 

(Forster et al. 1999), la digestibilidad de los nutrientes y minerales (Cheng y Hardy, 2003; 

Yoo et al. 2005), la eficiencia de conversión de alimento y una disminución en la descarga 

de fósforo al medio ambiente. Estos efectos se han demostrado en otras especies como la 

carpa, bagre de canal y en trucha arcoiris, (Cheng y Hardy 2003), mientras que  Forster et 

al. (1999) demostraron que la suplementación en la dieta en juveniles de trucha arcoíris 

resulto en una optima liberación de fósforo y otros minerales. 
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Antecedentes	
  
	
  

A lo largo de los años setenta y ochenta se reportaron múltiples trabajos sobre el éxito del 

uso de la harina de soya en dietas balanceadas para trucha arcoíris. Sin embrago las dietas 

utilizadas en esos experimentos contenían múltiples ingredientes de la dieta ricos en 

proteína tales como los de Reinitz et al. 1978, Tacon et al. 1983, Dabrowski et al. 1989, pues 

en estos experimentos sus ingredientes difieren en la calidad nutricional  

Así Dabrowski en 1989 determino el efecto del reemplazamiento parcial y total de la harina 

de pescado por la proteína extraída de harina de soya, donde la tasa de crecimiento 

especifico se redujo cuando las sustituciones pasaban del 50% resultando en una detención 

del crecimiento y una alta mortalidad de los organismos. Pongmaneerat y Watanabe en 

1992 observaron que cuando se reemplaza el 40% o mas de la proteína de alta calidad 

como la harina de pescado por la harina de soya en las dietas para la trucha arcoíris esta 

tiene un efecto negativo sobre su crecimiento. 

En 1994 Olivia-Teles et al. determinaron el efecto del reemplazamiento del 20% de la harina 

de pescado (HP) por mezclas de harina de soya previamente procesadas en crías de trucha 

arcoíris, en la cual obtuvieron que estas dietas tuvieron un resultado favorable sobre el 

crecimiento y la tasa conversión alimenticia, pero dicha mejora no se vio reflejada en la 

digestibilidad tanto de la proteína así como la de energía. 

Otros autores mencionan cual es la respuesta del organismo ante la presencia de esta 

harina vegetal en la dieta, como es el caso de Ståle en 1997 determinó cual era la 

adaptación que obtuvieron las crías de trucha arcoíris antes las dietas con un 60% de 

sustitución de harina de soya (HS), dicho proyecto fue dividido en tres fases, encontrando 

que cuando los organismos son sometidos en etapas tempranas del desarrollo a la HP y 

después a las altas concentraciones de HS, estos muestran un buen crecimiento el cual se 

puede equiparar a los organismos con dieta control, pero cuando estos desde un inicio de su 

desarrollo se someten a la HS se presenta una limitante en el crecimiento así como 

problemas fisiológicos a nivel intestinal. 

Dentro de las investigaciones en otras especies afines en la familia de los salmónidos 

Harald et al. en 2004 evaluaron el crecimiento, la eficiencia de la dieta y la digestibilidad de 

los nutrientes en juveniles del Salmo salar L. ante las altas cantidades de mezclas de 

harinas vegetales principalmente HS. 
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Justificación	
  	
  
	
  

Con la necesidad de establecer un optimo aprovechamiento de las harinas vegetales, tal 

como la harina de soya (HS), para la formulación de dietas “amigables con el ambiente” que 

disminuyen las descargas de fósforo (P) y nitrógeno (N) emitidas por los organismos en 

aguas afluentes a granjas acuícolas y cauces naturales. Por tal motivo  se plantea el uso de 

una elevada sustitución de la harina de pescado (HP) por HS, además de la aplicación de 

levadura como probiótico con el fin de mejorar el uso de la HS, ya que dicho probiótico 

provocara efectos benéficos sobre los organismos  en los cuales se esta utilizando, como 

una mejora en el crecimiento y la respuesta inmunológica. Tomando en cuenta que en la 

producción de la trucha arcoíris, uno de los principales objetivos es la obtención de una 

buena talla de los organismos así como una reducción de los costos mediante la compra de 

alimento, ya que esta mediara lo mencionado anteriormente, además generara una alta 

sobrevivencia y resistencia a enfermedades, lo cual se vera reflejado en el volumen de 

producción.  
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Objetivos	
  	
  
	
  

Objetivo	
  general	
  

- Establecer el efecto de dietas con altos contenidos de harina de soya adicionados 

con levadura (Sacharomyces cereviseae) y/o fitasa en truchas arcoiris  

(Oncorhynchus mykiss). 

 

Objetivos	
  particulares	
  

-­‐ Determinar la tasa de crecimiento en juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus 

mykiss) alimentados con levadura y/o fitasa, en dietas con altos  contenidos  de 

harina de soya. 

-­‐ Determinar la composición proximal del cuerpo de juveniles de trucha arcoiris 

(Oncorhynchus mykiss) alimentados con levadura y/o fitasa, en altas 

concentraciones de harina de soya. 

-­‐ Determinar la digestibilidad de la dieta en los tratamientos para juveniles de trucha 

arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentados con levadura y/o fitasa, en altas 

concentraciones de harina de soya. 

-­‐ Determinar la excreción metabólica de  N amoniacal en branquias y orina en 

juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)  alimentados con levadura y/o 

fitasa, en altas concentraciones de harina de soya. 

-­‐ Determinar la excreción metabólica de P por branquias y orina, así como el 

contenido de P en heces en juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) 

alimentados con levadura y/o fitasa, en altas concentraciones de harina de soya. 

-­‐ Determinar la respuesta inmune no especifica de juveniles de trucha arcoiris 

(Oncorhynchus mykiss) alimentados con levadura y/o fitasa, en altas 

concentraciones de harina de soya.  
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Material	
  y	
  Métodos	
  
	
  

El presente trabajo se realizo en las instalaciones del Laboratorio de Producción Acuícola 

(Acuario) de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala. Los organismos se obtuvieron de 

la granja acuícola privada “El Zembo” ubicada en el municipio de Huasca de Ocampo en el 

estado de Hidalgo, México.      

Formulación	
  y	
  preparación	
  de	
  dietas	
  

Se formularon 4 dietas; 3 experimentales con combinaciones de harina de soya (HS) y 

harina de pescado (HP) en una sustitución  del 75% (HS) y 25% (HP) para cada una de las 

dietas, en la cual  la dieta Lev+Fit incluía levadura (Saccharomyces cerevisiae)  y fitasa 

(Fitasa Ronozyme P5000, DSM Nutritional Products de México, S.A. de C.V., Guadalajara, 

México), la dieta Lev incluía levadura y la dieta Fit incluía fitasa y una dieta control CHP a 

base de 100% (HP), la formulación se observa en la tabla 1. Así mismo se utilizó un 

alimento comercial (Malta-Cleyton) como una segunda dieta control AC. Las dietas que 

contenían levadura se les adicionó un aproximado de 1.282x1011 de células vivas para la 

elaboración de 1000 g de dieta. 

Las dietas se prepararon de acuerdo a Hernández et al. (2004), los ingredientes se pesaron 

en una balanza digital, posteriormente se mezclaron en una batidora Hamilton Beach 

(modelo 63220) y se agregó agua purificada en un 35% p/v. La masa resultante se pasa por 

un molino de carne con un cedazo de 0.5 mm de diámetro. El secado se realizó en un horno 

a una temperatura de 70 C durante 24 horas. Las dietas secas se guardaron en el 

congelador a -24 °C hasta su uso. 

Para confirmar la presencia de células vivas en la dieta, después del proceso de extrusión, 

se preparo un medio de cultivo con Agar Dextrosa Sabouraud, en el cual se sembró 

porciones de dieta. Una vez asegurada la existencia de la levadura, se procedió a cuantificar 

el número de células a los 45 días y 70 días de la fase de alimentación. Obteniendo que a 

los 45 días existía la cantidad de 7.547x1010 células y a los 70 días 4.124x1010 células de 

levadura. 
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Tabla 1. Cantidad (g) utilizada de los ingredientes en la elaboración de las dietas para 

juveniles de trucha arcoiris (Total de alimento 1000 g). 

  

                                     Tratamientos 

      Ingredientes  

Dietas 

Experimentales 

Dieta 

Control 

Lev+Fit Lev Fit CHP 

Harina de Pescado 200 200 200 600 

Harina de Soya 400 400 400 - 

Aceite de Hígado de Bacalao 50 50 50 50 

Lecitina de Soya 50 50 50 50 

Mezcla de Vitaminas y Minerales 40 40 40 40 

Dextrina 100 100 100 100 

Gluten 50 50 50 50 

α-celulosa 94.6 95 109.6 110 

Levadura 15 15 - - 

Fitasa 0.4 - 0.4 - 

 

Pruebas	
  de	
  alimentación 	
  

Las pruebas de alimentación se realizaron en un sistema de recirculación con tanques de 

polipropileno de 100 L por un periodo de 70 días. Cada una de las dietas se dio a grupos por 

triplicado de 15 crías de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) por tanque, las cuales se 

seleccionaron registrando un peso inicial de 1.2 ± 0.06 g. Se alimentaron en un porcentaje 

diario del 7% de la biomasa total, distribuidos en 2 porciones al día.  
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Los parámetros de crecimiento que se consideraron son (Hernández et al. 2004): 

Peso final (g) 

Ganancia en peso GP (g)  

GP = [(peso final – peso inicial) /peso inicial) x 100] 

Tasa de Crecimiento Especifico TCE (%) 

TCE = [(ln peso final – ln peso inicial)/tiempo de alimentación) x 100]  

Tasa de Eficiencia de la Dieta (TED)  

TED = [ganancia en peso (g)/total de dieta ingerida en base seca (g)]. 

Tasa de Eficiencia de la Proteína (TEP) 

TEP = [ganancia en peso (g)/total de proteína consumida (g)]. 

 

Determinación	
  de	
  excreción	
  de	
  N	
  amoniacal	
  y	
  P	
  y	
  contenido	
  de	
  P	
  en	
  heces	
  

Para realizar la determinación de fósforo (P) y nitrógeno (N) amoniacal excretado por orina y 

branquias, se seleccionaron 15 organismos de cada tratamiento aleatoriamente, los cuales 

se colocaron individualmente en una cámara de flujo cerrado con concentraciones de fosforo, 

nitrógeno amoniacal y oxigeno disuelto conocidas, durante un periodo de 30 min. Una vez 

transcurrido el tiempo se tomaron muestras, las cuales se procesaron de acuerdo a las 

técnicas de Nessler (método 8083, reactivos Hach, Hach Co., Colorado, USA) y de 

molibdovanato (método 8114, reactivos Hach, Hach Co., Colorado USA) para N-NH4 y PO4 

(ortofosfatos), respectivamente. Se determino estos parámetros, con el uso de un 

espectrofotómetro (modelo DR 2800, Hach Co., Colorado, USA).  

Para la determinación del contenido de P en heces, se utilizaron heces liofilizadas que se 

trataron de acuerdo al método 10127 Test’ N Tube Vials, usando 0.05 g de muestra 

disueltas de 5 ml de agua destilada. 

Análisis	
  proximales	
  

Se determino el contenido de proteína de las dietas experimentales así como de hígado, 

músculo e intestino de acuerdo a la técnica de Micro Lowry descrita en el producto “Total 

Protein Kit, Micro Lowry, Peterson’s Modification” (Sigma Diagnostics, MO, EUA). 
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El contenido de lípidos se determino con la técnica de extracción por Metanol-Cloroformo 

reportada por Blight y Dyer (1959). 

Determinación	
  de	
  respuesta	
  inmunológica	
  innata	
  

Finalizado el periodo de alimentación se tomaron muestras de sangre de 15 organismos al 

azar de cada tratamiento, dicha muestra se obtuvo de la vena caudal de los organismos y se 

dejaron coagular a 4°C por tres horas. Transcurrido este período, las muestras se 

centrifugarán a 7000 rpm por 10 min y se colecta el sobrenadante (suero sanguíneo) esto de 

acuerdo a la técnica reportada por Taoka, et al. (2006). 

Para determinar el contenido de proteína en el suero, se utilizara kit de determinación de 

proteína por la técnica de Micro Lowry descrita en el producto “Total Protein Kit, Micro Lowry, 

Peterson’s Modification” (Sigma Diagnostics, MO, EUA).  

Para la determinación de actividad de la lisozima, se utilizará la técnica acuosa de 

Micrococcus lysodeikticus (células liofilizadas, Sigma-Aldrich chemical, MO, EUA) y se 

incubará a 25 °C, se midió en una absorbancia de 530 nm a 0.5, 4.5, 20 y 40 min. La 

actividad de la lisozima se expresará como unidades de actividad de la lisozima (UI) y se 

define como la cantidad de enzima que causo un decremento en la absorbancia de 0.001 

por mg de proteína.  

Digestibilidad	
  

Una vez transcurrido 60 días de alimentación se prepararon de nuevo cada una de las 

dietas experimentales y el control de harina de pescado a las cuales se le adiciono el 1% de 

oxido de cromo, al total de alimento preparado, como marcador, con las cuales se 

alimentaron a los organismos por 10 días mas. Se colectaron las heces durante este período 

y se le determino el cromo presente de acuerdo a Furukawa y Tsukahara (1996). Utilizando 

50 mg de heces liofilizadas.    

Análisis	
  estadísticos	
  

Se realizó un análisis de ANOVA de un factor  para evaluar si existían diferencias 

significativas entre los tratamientos en las diferentes variables que se registraron. 

Posteriormente, se aplicó una prueba de Tuckey en los casos que se presentaron efectos 

significativos para determinar cuales medias eran diferentes. El análisis estadístico se 

realizo mediante el programa SPSS v.17. 
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Resultados	
  
	
  

El crecimiento de los organismos (Figura 1) que fueron alimentados con la dieta control  

CHP fue la que presento el valor alto entre las dietas, mientras tanto las dietas 

experimentales se mantuvieron dentro del promedio del peso obtenido por organismo siendo 

la dieta Fit la mas alta seguida de Lev y al final Lev+Fit, pero la dieta control de Alimento 

Comercial quedo por debajo de las demás dietas. 

Por otro lado la Ganancia en Peso (Figura 2), no mostro diferencias significativas entre 

ninguna de las dietas tanto como experimentales así como las dietas control. Al igual la 

Tasa de Crecimiento Especifico (Figura 3) no mostro ninguna diferencia significativa entre 

las dietas. Pero a su vez muestra el mismo patrón que el crecimiento de los organismos.  

Los valores que muestra la Tasa de Eficiencia de la Dieta (Figura 4) nos indica que de 

nueva manera que la dieta CHP fue la que obtuvo el valor más alto sobre las otras dietas, 

siendo la dieta Lev+Fit la que obtuvo el valor más bajo, pero teniendo semejanza con las 

otras dietas experimentales, Lev y Fit. 

Y siguiendo la misma tendencia la Tasa de Eficiencia de la Proteína (TEP) (Figura 5) en 

donde nuevamente la dieta CHP fue la que obtuvo los valores más altos sobrepasando a las 

demás dietas y quedando por debajo la dieta Lev+Fit con los valores más bajos pero 

quedando a la par con las otras dietas experimentales.  

La sobrevivencia de todos los organismos (Figura 6) con sus respectivas tratamientos 

experimentales y como los controles, fue mayor del 97%, siendo las dietas Lev, CHP y AC 

las cuales obtuvieron una sobrevivencia exitosa del 100%. 
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Figura 1. Peso promedio de las crías de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) al final del 

periodo de alimentación.  

 

Figura  2.  Ganancia en Peso final obtenido por las crías de trucha arcoiris (Oncorhynchus 

mykiss) al final de la fase de alimentación. 
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Figura 3. Tasa de Crecimiento Especifico obtenido las crías de trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss) al final de la fase de alimentación. 
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Figura 4. Tasa de Eficiencia de la Dieta, obtenido por las crías de trucha arcoiris  

(Oncorhynchus mykiss) al final de la fase de alimentación. Las letras indican cuales medias 

obtenidas por los tratamientos son distintas.  

 Figura 5. Tasa de Eficiencia de la Proteína, obtenido por los crías de trucha arcoiris 

(Oncorhynchus mykiss) al final de la fase de alimentación. Las letras indican cuales medias 

obtenidas por los tratamientos son distintas.  
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Figura 6. Porcentaje de sobrevivencia obtenido por las crías de trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss). 

  

Los análisis proximales del cuerpo de los organismos utilizados fueron contenido de proteína, 

porcentaje de lípidos presentes, en los cuales fueron obtenidos de musculo, hígado e 

intestino de los mismos.  

Para el caso de musculo la dieta Lev dentro de las dietas experimentales fue la que obtuvo 

el mayor porcentaje de lípidos igualándose a los controles y estando por debajo la dieta 

Lev+Fit siendo el porcentaje mas bajo. Siendo esta misma tendencia fue para el porcentaje 

de lípidos en intestino al ser la dieta Lev el porcentaje mas alto y el menor la dieta Lev+Fit. 

Pero en hígado nos muestra diferencias entre las dietas, pues la dieta control AC fue la que 

obtuvo un porcentaje mas alto que los demás tratamientos estando los restantes en valores 

similares (Figura 7). 

El porcentaje de proteína contenido en musculo nos muestra que la dieta control HP fue el 

valor mas alto pero no difiriendo las demás dietas, siguiendo esta tendencia en el contenido 

de proteína en hígado. En intestino podemos observar de igual manera que no hay 

diferencias significativas pero si siendo la dieta Fit con el valor mas alto (Figura 8). 
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Figura 7. Contenido del porcentaje de lípidos presentes en las viseras obtenido por las crías 

de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Contenido del porcentaje de proteína obtenido por las crías de trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss). 
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El coeficiente de digestibilidad aparente (CDA)  (Figura 9) de la proteína de las dietas que 

contenían fitasa (dieta Fit) y levadura (dieta Lev)  por separado fueron las que obtuvieron 

resultados mayores que las demás, tanto la que incluía ambos, como el control CHP.  

Grafico 9. Coeficientes de Digestibilidad Aparente de la proteína, obtenido por las crías de 

trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). 

  

Los resultados pertenecientes al el oxigeno consumido  (Figura 10) por los organismos de la 

dieta Fit fue similar al de la dieta AC pues estos consumieron menor cantidad de oxigeno 

presente en el agua. Observando que las dietas que incluían la enzima y el probiótico 

mezclados provoco un mayor consumo de este elemento que estos por separado.  

Para el caso del nitrógeno amoniacal excretado por orina y branquias (Figura 11) nos 

muestra que los organismos alimentados con las dietas experimentales lograron un 

disminución notable en la emisión de dicho compuesto, siendo las dietas controles a base 

exclusivamente de HP las que obtuvieron los valores mas de altos de mg/l excretados.  

En el fosforo excretado por orina (Figura 12), de los organismos alimentados con las 

mezclas de levadura y fitasa, tanto juntas (dieta Lev+Fit) como por separado (dieta Lev, y 

dieta Fit) mostraron una disminución significativa ante los controles siendo los organismos 

alimentados con la dieta Lev+Fit la que logro la mayor disminución del compuesto. 

En cuanto a él fosforo contenido en heces (Figura 13) de los organismos que fueron 

alimentados con las dietas experimentales nos muestran la misma tendencia que el P 
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excretado en orina y branquias, dado que cuando se agregan la enzima y probiótico generan 

una disminución en su emisión al medio. 

 

 

Figura 10. Consumo de Oxigeno Disuelto en agua por las crías de trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura  11. Excreción de Nitrógeno amoniacal en branquias y orina por las crías de trucha 

arcoíris (Oncorhynchus mykiss). 
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Figura 12. Fósforo excretado en branquias y orina por las crías de trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Contenido de P presente en las heces excretadas por las crías de trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss). 
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Los resultados de la actividad de la lisozima obtenida del suero sanguíneo (Figura 14) nos 

muestra que el tratamiento Lev obtuvo un promedio de 900 UI (Unidades de Lisozima 

Activa) siendo esta la mayor actividad que se presento en el presente experimento a su vez 

la dieta Lev+Fit en un segundo lugar y  la dieta Fit  en tercer lugar, mostrándonos una 

relación directa entre el uso de la levadura como probiótico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. La actividad de la lisozima presente en el suero sanguíneo obtenido por las crías 

de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). 
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Discusión	
  	
  
	
  

Se comprobó que la aplicación de la levadura como probiótico en las dietas con una 

sustitución del 75% de HS a crias de trucha arcoris no repercute en el crecimiento de los 

organismos, aún cuando se adiciona en forma libre o en combinacion de fitasa. En especial,  

los organismos alimentados con las dietas Lev y Fit que son las mostraron un mejor efecto 

sobre el desempeño del crecimiento de los organimos. 

Nikoskelainen et al. (2001) refiere que la aplicación y una correcta asimilación de la HS en  

dietas para crias de trucha arcoiris se manisfestará en beneficio, obtenido en la composición 

proteica del cuerpo del organismo y la tasa de crecimiento, promoviendo la digestion de la 

proteina y la absorcion en el tracto digestivo. A lo cual la incorparacion de complementos 

tanto enzimáticos, bacterianos o a base se levaduras llamados probióticos, llevaran a una 

mejor disposicion de nutrientes y utilizacion de dicha harina vegetal (Tovar et al. 2002).  

Esto, es particularmente relevante para la utilización de HS en peces carnívoros, pues lo 

observado en trucha arcoíris es que causa efecto perjudiciales sobre el crecimiento y su 

respuesta inmunológica. En investigaciones previas Olli y Krugdahl (1995) indican que 

sustituciones mayores a un 40% de HS reducen drásticamente la GP y TED, pero Cruz 

Castro et al (2011) comprobaron que una sustitucion del 75% con la adición de la enzima 

fitasa que mejora la disgestibilidad de la dieta y su capacidad para sostener un desarrollo y 

crecimiento normal en los juveniles de trucha arcoiris; al igual Wang et al. (2009) sugieren 

que el uso de la fitasa permite mejorar la digestibilidad reflejado en el crecimiento. Los 

resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la alta sustitucion de la HS puede 

ser empleada sin afectar significativamente el crecimiento de los organismos cuando es 

aplicada la inclusión de la levadura en su forma viva y/o fitasa. Los peces que fueron 

alimentados con Lev+Fit, Lev y Fit mostraron un peso corporal comparado con el control AC, 

pero a esto la dieta CHP superó dicho resultado, así la GP mostró el mismo patrón, tal como 

lo reportado por Cruz Castro et al. (2011) e igual con Sealey W et.al. (2009) donde usaron 

un suplemento con composición a base de levadura como probiótico en una sustitución del 

20% de HS mostrando el mismo patron de crecimiento. 

Esta respuesta positiva de las crías, se debe a que la adición de la fitasa en las dietas, 

incrementa la especificidad de las enzimas digestivas en los bordes de sus membranas 

celulares, tal como las enzimas proteoliticas, pepsinas, amilasas y amolopsinas (Aubin 2005; 

Quentel et al 2005) debido a que algunos estos complejos hidrolizan durante la digestion, el 

fitato no digerible presente en la  HS (Cao et al 2007), al igual la levadura aumenta dicho 

comportamiento, mediante la acidificación del contenido intestinal activando la flora nativa 
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del organismo y el aporte de vitaminas y enzimas que colaboran con la degradación del 

alimento consumido, que sinérgicamente actúan como promotores del crecimiento debido a 

la acción que se ejerce sobre el intestino, favoreciendo a la mayor absorción y utilización de 

los nutrientes (Yann 2006).  

Al tomar en cuenta que la absorcion de los nutrientes participa en uno de los principales 

roles para que en los organismos se fomente el crecimiento, la fraccion de la proteina sera 

de gran importancia en etapas de tempranas del desarrollo del mismo, pues necesitaran 

nutrientes facilmente disponibles. 

El CDA de la proteina de las tres dietas experimentales fue mayor al obtenido por Sajjadi y 

Carter (2004) en salmón del Atlántico con 200 UF/kg (unidades de fitasa) adicionadas a la 

dieta y 50% de sustitución de HS, obteniendo un 83% en promedio de CDA en ellas. De 

acuerdo a Sugiura et al. (2001) el porcentaje obtenido en el la CDA de la dieta dependerá de 

las UF/kg adicionadas a ellas, se ha observado que en la trucha arcoiris que fueron 

alimentadas con sustituciones no mayores a un 50% de HS y 200 UF alcanzan CDA del 

90%, pero cuando las UF aumentaron a 1000 UF solo alcanzaron un 62% de CDA. Por lo 

tanto Cao et al (2007), Foster et al (1999) plantean el  empleo de una dosis óptima de 250-

1500 UF/kg según la especie, para incrementar y obtener una eficiente digestibilidad de la 

proteina. Sin embrago las dietas de este experimento que incluian fitasa Lev+Fit y Fit, 

contenían 2000 UF/kg, lo cual sobrepasa la dosis recomendada y aún a esto los CDA fueron 

superiores a un 97% sin afectar lo mencionado por Jackson et al (1996) que cuando esta 

dosis se sobrepasa genera un efecto negativo como en la retención de P ocasionando 

grandes descargas al medio del mismo. La dieta Lev de igual manera obtuvo un CDA mayor 

a un 97%, lo que propone que la levadura alienta a que el organismo aproveche dicho 

macronutriente apropiadamente, por que de acuerdo a Steffens et al (1989) la digestión de 

la proteina en la trucha es considerablemente lenta en el estómago, Kitamikado y Tochino 

(1960) reportan que la actividad proteolítica en el estómago e intestino en crias de trucha 

arcoiris no es tan fuerte y que su actividad aumenta conforme al desarrollo del mismo, estos 

argumentos nos llevan a proponer que la actividad de la levadura en el tracto digestivo 

conlleva a una maduración del mismo.  

Estos dos tratamientos Lev y Fit muestran un mejor desempeño en la utilizacion de la 

proteina vegetal, que a su vez estas dietas presentaron los valores mas bajos de consumo 

de oxigeno y excresion de N amoniacal. 

De acuerdo a Bureau et al (2002) los parámetros de excresion de N amoniacal y el consumo 

de oxigeno puede ser usados para estimar la oxidación de nutrientes de la dieta, usualmente 

valores bajos indican un mejor uso de la fuente de la proteina (menor excresion) y menor 
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gasto de energia en su oxidacion (menor consumo). Esto nos indica que cuando estos los 

dos componentes la levadura y fitasa actuan por separado, realizan un mejor trabajo al 

aprovechar los nutrientes presentes en la dieta, por que cuando los dos forman una mezcla 

podrian generar un doble trabajo en la oxidación de los nutrientes tal como el tratamiento 

Lev+Fit , asi que probablemente esto sugiere el probre crecimiento logrado, comparado con 

las otras dietas experimentales. 

El P es un importante constituyente de ácidos nucleicos y membranas celulares, asi que es 

el mayor constituyente de componentes estructurales, como en el desarrollo del esqueleto y 

tejidos y esta directamente implicado en la produccion de energia (NRC 1993).  Sin embargo 

el P ingerido por los peces a través del agua es casi nulo y no cubre sus requerimientos; así 

que el alimento sera su principal fuente de suministro (Asgard et al 1997). Se sabe que el 

fitato presente en las harinas vegetales funge como almacenaje de P el cual esta disponible 

hasta en un 80%, pero éste puede combinarse con proteinas y vitaminas como complejos 

insolubles que reduce su utilizacion, eficiencia, actividad y digestibilidad (Sugiura et al, 

2001). Al presentar este comportamiento, la biodisponibilidad del P se verá afectada y será  

excretado vía orina y en las heces (Coloso et al. 2003). Mientras tanto el P es un 

contaminante critico en los ambientes acuaticos, en excesivas concentraciones es la causa 

mas común de eutrofisación de cuerpos acuáticos aledaños a la granjas (Correll et al 1999) 

lo cual es la mayor preocupación de la actividades acuicolas. 

Los resultados de la excresion P, muestran que el probiótico y enzima adicionados generan 

una disminicion el la descarga de dicho elemento y mas cuando ambos estan presentes en 

la dieta (Dieta Lev+Fit) pues esta fue la que logro la menor excresion del elemento y su 

contenido en heces, comparado con los organismos que fueron alimentados con HP, a su 

vez esto nos indica que la aplicación de estos pueden promover su retencion y disminuir su 

excresion como lo reportado por Cruz et al (2011). Según Rodehutscord  et al (1995) la 

aplicación de la fitasa logra una disminución en la descarga de P total al ambiente de 30-

50% en especies de salmónidos, carpas y tilapias, corroborando lo obtenido por la dieta 

Lev+Fit que esta alcanzo una disminución del 40%, esto ocurre debido a la alta 

especificidad de la fitasa conlleva  a que durante la digestión de la dieta en el tracto 

digestivo del organismo se lleve a cabo la hidrólisis de la unión fitato-P (Cao et al 2007), 

también reporta la actividad de la fitasa microbial que es generada por grupos de bacterias, 

hongos y levaduras pues se son utilizados para alimentar a peces, estos aumentan la 

biodisponibilidad del P para ser metabolizado, lo cual genera lo ya mencionado, disminución 

de las descargas del elemento a los ambientes acuáticos (Debnath et al 2005).  
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Para el cultivo de cualquier organismo en acuacultura se deben mantener las condiciones 

óptimas que estos requieran para logren un desarrollo exitoso, pero cuando esto se ve 

afectado puede repercutir sobre la producción que se obtenga. De ahí el control de las 

concentraciones de compuestos o elementos, que pueden provocar contaminación así como 

crecimientos bacterianos y de microalgas (Liebert et al 2005).  De ahí la importancia de la 

nutrición en el mantenimiento de la salud de los peces con respecto a la relación nutricional 

sobre la inmuno-competencia y resistencia a enfermedades, como bien es el rol de la 

mediación del stress. (Regulation, EC No, 1831). 

Los peces presentan diversas defensas inmunitarias innatas, la primera de ellas la 

constituye la piel y las mucosas que recubren las branquias y el tracto gastrointestinal pues 

estas contienen una variedad de compuestos antimicrobianos: lisozimas y proteasas, 

proteínas C reactivas, etc. (Manning et al. 1998; Buchmann et al. 2001).  La lisozima es una 

importante molécula de defensa del sistema inmune innato, la cual es importante en la 

mediación de la protección contra la invasión microbiana, especialmente en bacterias Gram-

positivas (Jolles y Jolles 1984; Manning et al. 1998).  Y su actividad dependerá del grado, 

intensidad, duración del stress así como el tipo al cual este sometido (Yildiz 2006). 

Los resultados de la actividad de la lisozima del experimento en las dietas experimentales  

muestran valores significativamente mayores a los obtenidos por los organismos 

alimentados con las dietas a base solamente de HP, siendo las dietas Lev+Fit y Lev, las 

cuales incluían levadura, las que obtuvieron los valores mas altos. Según Verlhac et al. 

(1996) los valores óptimos de las unidades de lisozima presentes en el suero sanguíneo de 

la trucha arcoíris van de 600-1000 U, cuando estos son alimentados con dietas balanceadas 

a base de HP, cuando se aplican inmuno-estimulantes como productos de HS, Krogdahl y 

Roed (2000) mencionan que en el salmón del Atlántico ocurre un aumento de la actividad de 

la lisozima. 

Panigrahi et al (2004) muestran que la actividad de la lisozima fue significativamente mas 

alta cuando se le alimento a la trucha arcoíris con una mezcla de Lactobacillus rhamnosus. 

Al igual Sharifuzzaman S.M. y Austin B. (2009) cuando alimentaron a juveniles de trucha 

arcoíris con el probiótico Kocuria SM1 aislado del tracto digestivo de los organismos, estos 

mostraron niveles de lisozima de 900-1850 UI, lo que nos indica que cuando aplicamos la 

levadura a las dietas estas si generan un efecto positivo sobre la respuesta inmune innato 

de los organismos, pues estas alteran, equilibran, fortalecen la flora intestinal, estimulando 

las defensas naturales, induciendo efectos locales o sistémicos para la salud del huésped.  

Se han purificado y extraído compuestos presentes en las paredes celulares de levadura 

como receptores que reconocen las uniones de β-glucanos y manoligosacáridos (MOS) que 
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trabajan localmente en el intestino, que promueven la salud intestinal, por la adhesión y 

bloqueo de receptores glicoproteicos y patógenos (Robertsen 1995; Newman 2001; 

Fernandez et al. 2002). 

Durante este experimento se confirmó la presencia de la levadura en la dieta al final del 

periodo de alimentación. Sin embargo, el numero total de células adicionadas a la dieta, 

disminuyó conforme transcurrían los días de experimento, hasta solo quedar una tercera 

parte de la cantidad inicial de células. Pero aún de este fenómeno, la levadura provoco un 

efecto benefico sobre los organismos, algunos autores como Verschuere et al. (2000) 

menciona que los mecanismos de los probióticos están sujetos a un continuo debate y 

multifactores verosímiles incluyendo la producción de componentes de inhibidores 

antibacteriales, como bien la modulación inmune del hospedero y la modificación de los 

componentes dietéticos para incrementar su utilización por el hospedero. Y esto puede ser 

influido por diversos factores, pues la mayoría de las células en el tránsito intestinal de los 

peces son eliminadas rápidamente debido al constante flujo de agua, situación que pone en 

duda de una microflora natural en estos tejidos. De acuerdo a Nayak (2010) algunos 

probióticos tienen solo un efecto benéfico sobre la utilización de los nutrientes, cuando estos 

son suministrados en forma y dosis regulares. Sin embargo, se ha demostrado que algunas 

especies de levaduras dentro del género Saccharomyces poseen mecanismos que les 

permite colonizar el intestino de los peces y eventualmente amplificar la población por la 

participación de adhesinas específicas y por la hidrofobicidad típica de las células (Andlid 

1995). 
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Conclusiones	
  	
  
	
  

Se considera que para aprovechar la HS en altos concentraciones se debe agregar  

levadura como probiótico y fitasa, debido a que no genera un efecto negativo en el 

crecimiento de los organismos, reduce las emisiones de P y N amoniacal, mejora la 

respuesta inmune innata y su aplicación a las dietas no crea un gasto excesivo para la 

formulación de las mismas. 

Así mismo la adición individual de la levadura a las dietas crea el mismo efecto benefico 

sobre los organismos. Dando pauta a que esta si genera una mejora en el metabolismo, 

como en la respuesta inmune  de los organismos. 

Debido a la perdida de células de levadura en las dietas, se aconseja mantener constante la 

cantidad para poder crear un mejor aprovechamiento de las dietas. Y confirmar la existencia 

de la misma dentro del tracto digestivo en los organismos. 
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Anexos	
  

Anexo	
  1.	
  

Digestibilidad de la proteína determinada por el método de cromo presente de Furukawa 

y Tsukuhara. 

La heces colectadas durante los 10 días de alimentación con las dietas adicionadas con 

oxido de cromo, se secan y se muelen finamente en un mortero una ves secas y molidas 

se pesan 50 mg de muestra en una balanza digital. Se colocan en un matraz Kjeldahl de 

100 ml, y se le agregan 5 ml de acido nítrico HNO3, y se colocan dentro de una 

campana de extracción de gases para su ebullición se mantendrá ahí hasta que los 

vapores de color cobre desaparezcan completamente, en caso de que el liquido se 

evapore casi por completo y los vapores no dejen de generarse agregar 5 ml mas de 

acido nítrico hasta que ya no haya vapores, se puede agitar ligeramente el matraz para 

acelerar el proceso de digestión usando un guante para evitar cualquier tipo de 

quemaduras. Al finalizar el proceso la muestra debe tomar un color verde claro y no 

debe ya generar ningún tipo de vapor, y debe dejarse enfriar. 

Una vez fría la solución se agregan cuidadosamente por las paredes del matraz 3 ml de 

acido perclórico, y se continua calentando dentro de la campana de extracción de gases 

hasta que se muestre una nube de humo blanco hasta que la solución cambie de color 

verde a un color amarillento cuando esta suceda se retira de la campana de extracción y 

se deja enfriar y debe tornarse en un color rojizo si esto no sucede es necesario repetir 

el procedimiento. 

Después se afora la solución a 25 ml con agua destilada y se lee en el 

espectrofotómetro a 350 nm. Con un blanco que contiene acido nítrico, acido perclórico y 

agua destilada. 

Cálculos  

Los mg de oxido de cromo contenidos en la muestra: 

X= ((Y- 0.032)/0.2089)/4 

Donde:  Y= absorbancia                        0.032 y 0.2089 son constantes 
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El porcentaje de oxido de cromo en la muestra  

O.C %= 100(X-A) 

Donde: X= Contenido de oxido de cromo en mg en la muestra. 

A= Peso de la muestra. 
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Anexo	
  2	
  

Determinación de fósforo y nitrógeno excretados al medio 

Método de Nessler 

1. Se utiliza en el espectrofotómetro el programa 380 N Amonia de Ness.  

2. Se prepara un blanco con 10 ml de agua destilada 3 gotas de estabilizador de 

minerales, 3 gotas de alcohol polivinilico y 1 ml de reactivo de Nessler. 

3. Se utilizan también 10 ml de muestra de agua y se le agregan de igual manera 3 

gotas de estabilizador de minerales, 3 gotas de alcohol polivinilico y 1 ml de 

reactivo de Neesler. 

4. Se deja reposar 1 min  

5. Se transfiere la solución “blanco” en cubetas de vidrio para medir y se preciona la 

opción zero para calibrar el aparato. 

6. Después se introducen las muestras y se presiona la opción read y los resultados 

se expresan en mg/L de NH3-N. 

Método de reactivo de molybdvanadato 

1. Se utiliza el espectrofotómetro en el programa 480 P React. Mo. 

2. Se prepara el blanco con 10 ml de agua destilada en un recipiente libre de fosfatos y 

se le agrega 0.5 ml de reagente de molybdovanadato. 

3. Para las muestras se toman 10 ml de las mismas y se le agregan de igual manera 

0.5 ml de reagente de molybdovanadato. 

4. Se deja reposar 7 min y se lee el blanco presionando la opción zero para calibrar el 

aparato. 

5. Las muestras de igual manera se dejan reposar por 7 minutos y se leen presionando 

la opción read y los resultados se expresan en mg/L PO43-. 
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Anexo	
  3	
  

Determinación de fósforo total en heces y plasma 

1. Para la determinación de fosforo total en heces y plasma se utiliza el digestor, 

calentándolo a 150°C. 

2. Se prepara un blanco sin muestra, solo agregando los reactivos que se 

mencionaran a continuación. 

3. Se agregan 50 mg de muestra en el caso de las heces y 10 µl de plasma a los 

tubos de “Total Phosphorus Test´N Vial”. 

4. Se agrega  el contenido de un sobre de persulfato de potasio a cada tubo se 

cierra y se agita para disolver. 

5. Cuando el digestor alcanza la temperatura de 150°C se introducen los tubos en 

los compartimentos muy bien cerrados por 30 min. 

6. Terminado el tiempo se sacan los tubos y se dejan enfriar a temperatura 

ambiente. 

7. Una vez fríos se agregan 2 ml de hidróxido de sodio a cada tubo y 0.5 ml de 

reagente de molybdovanadato se tapa para agitar. 

8. Se dejan reposar por 7 min y se leen 

9. La lectura se lleva a cabo en el espectrofotómetro  

10. Para calibrar el aparato se lee el blanco y se presiona zero. 

11. Una vez calibrado se leen las muestras y los resultados se obtienen en mg/L de 

PO43-. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
   41	
  

Anexo	
  4	
  

Actividad de lisozimas. 

1. La sangre se obtiene de la vena caudal, cortando la cola y almacendo la sangre es 

frascos opendor, manteniéndolos en hielo. 

2. Una vez obtenida la muestra se centrifugan para obtener el suero sanguíneo. 

3. Se vierte 100µl en tubos de ensayo previamente etiquetados para su mejor manejo. 

4. Se agregan 900µm de  Micrococcus lysodeikticus a cada tubo y las muestras se leen 

a 530 nm en un espectrofotómetro (Hach), a 0.5 min, 4.5 min, y 20 min. 

 

Anexo	
  5	
  

Determinación de porcentaje de proteína  

1. Colocar 50 mg de muestra en un tubo de ensaye. 

2. Agregar 1ml de agua destilada y homogenizar durante 2 minutos. 

3. Agregar 1ml de reactivo de Lowry, dejar reposar por 20 min. 

4. Agregar .5 ml de folín, se deja reposar por 30 min. 

5. Aforar con agua destilada a 10 ml, y si es necesario centrifugar un poco. 

6. Leer a 540 nm, en un espectrofotómetro Hach. 
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Anexo	
  6	
  

Determinación de porcentaje de lípidos. 

1. Colocar 200 mg de muestra en un tubo de ensaye 

2. Agregar 3 ml de metanol y 1.5 ml de cloroformo. 

3. Homogenizar por 2 min, dentro de un recipiente con hielo. 

4. Agregar 1.5 ml de cloroformo y homogenizar por 2 min dentro de un             

recipiente con hielo.  

5. Centrifugar 10 min a cinco mil revoluciones por minuto. 

6. Vaciar sobrenadante en embudos de separación y agregar .8 ml de agua destilada y 

agitar el embudo. 

7. Hasta que se formen las fases, se toma la capa de abajo y se vierte en tubos de 

ensaye para ponerse a secar. 

8. Una vez seca la muestra, se agregan .5 ml de solución de clorometanol 1:1 y se 

vierte en los Vidales, previamente pesados. 

9. Se ponen a secar nuevamente y se pesan por ultima vez. 
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