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1. RESUMEN 

La harina de pescado (HP) como materia prima en la fabricación de alimentos 

balanceados en la acuacultura enfrenta un problema debido a la alta demanda 

alimenticia por parte de la población mundial; por ello surge la necesidad de 

considerar ingredientes alternativos que suplan la demanda de HP y que sean 

apropiados para los organismos. Este trabajo plantea la utilización de un 

concentrado de proteínas vegetales (CPV) en dietas para crías de trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss), con el objetivo de determinar sus efectos en el 

crecimiento y respuesta inmune no específica, así como de evaluarlo como 

candidato en la sustitución total de HP. Se formularon dos dietas experimentales 

denominadas CPV y HP; como control se utilizó una dieta comercial (Malta-

Cleyton, Biofingerling®). El crecimiento individual promedio, ganancia en peso 

(GP), tasa de crecimiento específico (TCE), peso final (PF), y contenido proximal 

de proteína en músculo, fue significativamente mayor en el tratamiento Control con 

respecto a CPV Y HP; no obstante, se observó valores más altos en el tratamiento 

CPV que en HP en todos los parámetros mencionados; a pesar de ello, no hubo 

diferencias significativas entre ambos tratamientos. En cuanto al contenido de 

lípidos en hígado, no se observó diferencias significativas entre los tres 

tratamientos, mientras que, para el contenido de lípidos en músculo, se observó 

valores más altos en los tratamientos CPV y HP con respecto al Control, no 

obstante, sólo existieron diferencias significativas entre el Control en relación con 

CPV y HP. Respecto a la actividad de lisozima y SOD, el tratamiento CPV mostró 

valores más altos, seguido de HP y Control. Finalmente, el tratamiento CPV tuvo 

el porcentaje más bajo de supervivencia (26%) con respecto a HP (82%) y Control 

(91.3%). 

   

Palabras clave: dieta, proteína, trucha arcoíris, inmune, crecimiento, soya, lípidos. 
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2. INTRODUCCIÓN 

El cultivo de organismos acuáticos contempla dentro de sus principales objetivos 

la producción intensiva de especies de elevado valor económico y biológico, 

además de representar una de las estrategias para disminuir la presión sobre los 

recursos pesqueros y una alternativa para satisfacer la demanda de los mismos 

(Jiménez y Nava, 2008).  

De acuerdo con la FAO (2018), la población mundial enfrenta una situación de 

cambio climático, incertidumbre económica y financiera, degradación de los 

recursos naturales, así como el desafío de proveer alimento a más de 9,000 

millones de personas para el año 2050; para ello en la Agenda 2030 para el 

Desarrollo Sostenible se han planteado objetivos relativos a la contribución y la 

práctica de la pesca y la acuacultura en pro de la seguridad alimentaria de tal 

manera que se garantice un desarrollo sostenible en términos económicos, 

sociales y ambientales; sin embargo la situación de los recursos pesqueros en la 

actualidad es poco alentadora, pues muchos de ellos se encuentran mermados 

por la sobreexplotación y lenta recuperación de especies marinas, así como por la 

contaminación ambiental.  

El desarrollo y consolidación de la actividad acuícola supone una alternativa para 

ampliar la oferta alimenticia; para ello será necesario mejorar los volúmenes de 

producción, así como la calidad de las dietas balanceadas suministradas a las 

especies de cultivo. La optimización de recursos en la fabricación de las dietas 

permitirá que la acuacultura pueda ser una práctica sostenible bajo el contexto 

actual (Ortiz-Tirado, 2015). La participación de las instituciones públicas, así como 

del sector productivo será sumamente importante en los trabajos de investigación 

y desarrollo tecnológico sobre aspectos como sanidad, genética, manejo 

ambiental, y nutrición (FAO, 2005).  

El presente proyecto plantea la utilización de un concentrado de proteínas 

vegetales con el fin de evaluar su efecto en el crecimiento y respuesta inmune no 

específica, así como analizar la posible sustitución total de harina de pescado por 
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concentrados de proteína vegetal en dietas para crías de trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss). 

3. MARCO TEÓRICO 

3.1. Panorama mundial de la acuacultura  

Actualmente la acuacultura es el sistema de producción de alimentos con mayor 

crecimiento a nivel mundial experimentando un crecimiento significativo en las 

últimas cinco décadas con un aumento en la producción de 9.3% en el 2012, y con 

una tasa media anual de 8% en los últimos 10 años, frente al crecimiento de 1.4% 

registrado en la pesca de captura (Chibras-Guillermo, 2015).  

 La producción acuícola mundial alcanzó un máximo de aproximadamente 80 

millones de toneladas en 2016, la cual representó un 47% del total de la 

producción pesquera mundial (FAO, 2018). El desarrollo de la acuicultura ha 

superado el crecimiento demográfico, lo que ha dado lugar a un incremento de la 

producción acuícola per capita en los últimos tres decenios en la mayoría de las 

regiones (FAO, 2016); sin embargo, al ritmo que crece la población mundial, para 

poder mantener el nivel actual de consumo de alimentos acuáticos per cápita, en 

2020 el mundo necesitará 23 millones de toneladas adicionales de dichos 

alimentos. Este suministro complementario deberá provenir de la acuacultura 

(FAO, 2012).  

3.2. Situación de la acuacultura en México 

En México, la acuacultura aún no se ha consolidado como sector económico 

importante; sin embargo, se ha desarrollado de manera constante en los últimos 

años, perfilándose como una de las actividades con mayor potencial y desarrollo 

(Platas, R. D. E. y Vilaboa, A. J., 2014).   

En 2017, la producción acuícola en México generó 404 mil toneladas de pescados 

y mariscos cultivados en zonas marítimas ribereñas, aguas interiores y estanques, 

con valor de 17 mil 813 millones de pesos; las principales especies cultivadas  en 

México fueron el camarón (150 mil 76 toneladas); mojarra tilapia (149 mil 95 
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toneladas); ostión (45 mil 149 toneladas), carpa (30 mil 295 toneladas) y trucha (9 

mil 499 toneladas) y los principales estados productores son Sonora, Sinaloa, 

Jalisco y Veracruz. (CONAPESCA, 2017). 

A pesar de su contribución positiva a la sociedad y a la economía, el desarrollo de 

la acuicultura en México aún no alcanza el potencial para incrementar la 

producción pues el crecimiento ha sido lento como resultado de factores como la 

carencia de información, el uso inadecuado de conocimientos básicos científicos y 

tecnológicos, y la escasez de recursos para su desarrollo, entre otros (FAO, 2005).  

3.3. Cultivo de trucha arcoíris en México 

Una de las principales especies dulceacuícolas que más se producen en el país, 

es la trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), que por su volumen se encuentra 

posicionada en el lugar 18 de la producción acuícola nacional; sin embargo, por su 

valor económico se posiciona en el lugar 8 (SAGARPA, 2017). La producción 

acuícola de trucha es una de las más importantes del país por las 19 mil 118 

toneladas producidas con valor de $876 millones de pesos (SAGARPA, 2018). Se 

cultiva principalmente en 9 estados de la república asociados generalmente a 

regiones donde las condiciones climáticas y de los ecosistemas contribuyen al 

desarrollo del sector (sitios con altitud superior a los 1200 msnm y clima templado 

a frío), siendo el Estado de México el principal productor nacional con 6,471 

toneladas en 2017 representando el 46% en la producción a nivel nacional 

(CONAPESCA, 2017). 

3.4. Descripción de la especie 

La trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), es un pez de agua dulce que pertenece 

a la familia de los salmónidos. La información taxonómica de la especie se 

encuentra en ANEXO 1. A continuación se destacan los aspectos más importantes 

respecto a la biología de la especie (INAPESCA, 2013). 

3.4.1. Distribución geográfica 

La trucha arcoíris es originaria de América del Norte; se distribuye naturalmente en 

la Costa Este del Océano Pacífico desde Alaska hasta la Península de Baja 
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California en México. En el país, su distribución natural abarca las zonas 

montañosas más altas de los estados de Durango, Chihuahua, Baja California, 

Sinaloa y Sonora; también se encuentra en otras regiones del país debido a que 

fue introducida de manera artificial. Está catalogada como categoría “E” o “Especie 

establecida en México”. 

3.4.2. Morfología 

Dorso verdoso con flancos más claros; banda irisada en todo el cuerpo. Presenta 

numerosas manchas negras en el dorso, flancos y sobre las aletas dorsal, adiposa 

y caudal. Los machos adultos tienen la cabeza más alargada que las hembras, 

mandíbula prominente, y coloración más acentuada 

3.4.3. Ciclo de vida:  

Se reproduce una vez al año durante los meses de octubre a marzo. El desove lo 

hacen sobre arena o grava en aguas con temperaturas de 8 a 13 °C. Los machos 

maduran a los 15 - 18 meses, las hembras después de los 2 años.  

3.4.4. Hábitat  

Habita en ríos, lagos y lagunas de aguas frías, limpias y cristalinas. Prefieren 

corrientes moderadas y fondos pedregosos.  

3.4.5. Alimentación 

En su medio natural la trucha es un pez carnívoro que se alimenta de insectos, 

pequeños peces y anfibios. 

3.5. Uso y problemática de la harina de pescado en la acuacultura 

El incremento en la industria de la acuacultura ha estado acompañado 

consecuentemente por un rápido crecimiento en la producción de alimentos 

acuícolas, en los que la harina de pescado (HP) es utilizada como principal fuente 

de proteína debido a su perfil adecuado de aminoácidos, su alta digestibilidad y su 

alto contenido de proteína (Miles y Chapman, 2006) 

Históricamente, la HP ha sido la proteína más económica y efectiva (Craft et al., 

2016); el precio de la HP en 2002 era de $6000 pesos por tonelada métrica, pero 
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en 2020 se alcanzaron precios de aproximadamente $33000/tonelada, lo que 

equivale a un aumento de 368% (Indexmundi, 2021). Esto se debe en gran parte a 

la presión ejercida por la pesca en los mares hacia las especies empleadas para la 

fabricación de dietas comerciales lo que hace que la demanda de estos insumos 

sea cada vez mayor. (Aguillón, 2015).  

Por otra parte, la generación de grandes cantidades de desechos nitrogenados 

como consecuencia del alimento fabricado a base de HP ha ocasionado un 

impacto negativo en el medio ambiente a través de procesos como la eutrofización 

de los cuerpos de agua (Buschmann, 2001). En este contexto resulta necesario 

implementar estrategias que faciliten el suministro continuo de productos acuícolas 

que, bajo una adecuada planificación, estabilice los precios en los mercados y 

reduzca el impacto de la actividad humana sobre el medioambiente.  

3.6. Productos de origen vegetal como sustitutos de harina de pescado 

Para que un ingrediente pueda ser candidato como sustituto de la HP, debe 

poseer características como una amplia disponibilidad, precio competitivo, 

facilidad de manejo, envío y almacenamiento; además debe poseer ciertas 

propiedades nutricionales tales como niveles bajos de fibra, almidón y factores 

antinutricionales (FAN), pues se ha observado que en algunos peces han 

ocasionado un crecimiento reducido, morfología intestinal anormal, bajo consumo 

de alimento, mortalidad, entre otros (Francis, et al., 2001); asimismo debe tener un 

contenido proteínico relativamente alto, un perfil de aminoácidos favorable, una 

alta digestibilidad de nutrientes y una palatabilidad aceptable. Diversas proteínas 

de origen vegetal han sido ampliamente estudiadas como posible sustituto de HP 

en los alimentos acuáticos. Varios productos vegetales tienen alta disponibilidad, 

precios competitivos y buen valor nutricional, lo que los hace candidatos como 

posibles reemplazantes, sin embargo, esto implica un problema mayor en peces 

carnívoros, como la trucha arcoíris (Gatlin, et al., 2007). 

3.7. Concentrados de proteína vegetal en dietas para peces carnívoros 

Una cantidad importante de estudios se han concentrado en dietas fabricadas con 

harina de soya (HS), que contiene 462-562 g/kg de proteína cruda (Yang et al., 
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2007; Faudzi, et al., 2018, Gatlin et al., 2007). La mayoría de estos estudios 

informan que la inclusión de HS en dietas de trucha arcoíris disminuye el 

crecimiento, la ingesta de alimento y la eficiencia de la alimentación debido a los 

FAN, como inhibidores de la proteasa, taninos, lectinas, ácido fítico, y 

polisacáridos no amiláceos. Así mismo, estos FAN son los responsables de 

afectar negativamente a la salud intestinal de los peces. Dichos FAN también se 

encuentran presentes en otras harinas vegetales como  la harina de gluten de 

maíz (Hisano, Pilecco y Ferreira de Lara, 2015) y la harina de arroz (Gai et al., 

2012); sin embargo, el valor nutritivo de las harinas vegetales puede mejorarse 

mediante el fraccionamiento para producir concentrados de proteína, el cual se  

elabora  mediante la extracción en fase alcohol-agua o por lixiviación en medio  

ácido  de  la  harina; el proceso remueve los carbohidratos  solubles y el producto 

resultante contiene alrededor de 70% de proteína que a su vez resulta en 

concentraciones de FAN más bajas (Collins et al., 2012). A continuación, se 

profundiza en las propiedades de los productos a base de soya, maíz y arroz, y 

que a su vez son comúnmente utilizados en la elaboración de dietas para peces 

en la acuacultura: 

3.7.1. Soya 

La soya (Glycine max) es el principal cultivo de semillas oleaginosas producido a 

nivel mundial. Una gran parte de esta producción se usa en la extracción de aceite 

que se procesa para producir una amplia gama de productos de soya, como 

harina de soya (HS), aislado de proteína de soya (APS) y concentrado de proteína 

de soya (CPS). Los productos de soya son considerados alimentos económicos y 

nutritivos, con alto contenido de proteína cruda y un perfil de aminoácidos 

equilibrado. En general, las concentraciones de los aminoácidos esenciales (AAE) 

en la HS son bajas (Chen et al., 2010); sin embargo, con el procesamiento de 

soya a CPS, se acercan o superan los encontrados en la harina de pescado 

(Dersjant-Li, 2002). Los carbohidratos presentes en la soya se encuentran como 

oligosacáridos, tales como sacarosa, rafinosa y estaquiosa; sin embargo, estas 

dos últimas no son digeribles para animales acuáticos debido a la falta de a-

galactosidasas que son necesarias para metabolizar estos azúcares. Una 
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preocupación adicional es la baja disponibilidad de fósforo y minerales catiónicos 

que en gran medida no están disponibles debido a que están unidos en o por 

ácido fítico (Gatlin, et al., 2007).  

3.7.2. Maíz 

La producción de maíz (Zea mays) a nivel mundial es más grande que cualquier 

otro cereal. En México es el cultivo más representativo por su importancia 

económica, social y cultural; sin embargo, la producción de maíz amarillo (utilizado 

en la industria de alimentos balanceados para la producción pecuaria) satisface 

sólo el 24% de la demanda nacional (SAGARPA, 2017), lo cual hace que Estados 

Unidos sea el principal proveedor, en donde su producción es más alta que 

cualquier otro grano o semilla oleaginosa (Gatlin, et al., 2007). 

En el proceso de molienda en húmedo, el grano de maíz se separa en sus 

componentes principales: salvado/fibra, germen, almidón, y gluten; este último se 

concentra, se filtra y se seca para formar harina de gluten de maíz, la cual se 

garantiza que contenga un mínimo de 60% de proteína. Actualmente, la harina de 

gluten de maíz es ampliamente utilizada en alimentos acuícolas para salmón y 

varias especies marinas. La harina de gluten de maíz es altamente digerible, pero 

deficiente en la lisina, por lo cual es generalmente usada en rangos de inclusión 

de 10-15% (Gatlin, et al., 2007).  

3.7.3. Arroz 

Entre las fuentes de proteína vegetal, el concentrado de proteína de arroz (CPA) 

es una materia prima potencial para la nutrición de peces debido a su alto 

contenido de proteína (75% de proteína cruda) y de lípidos (11% de extracto de 

éter). Estos valores de proteína y lípidos son comparables con las cantidades de 

componentes de harina de pescado (Gatlin, et al., 2007). 
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4. ANTECEDENTES 

- Storebakken, y colaboradores, evaluaron el efecto de una dieta experimental 

con CPS como principal fuente protéica. En el estudio se suministró alimento a 

adultos de salmón del Atlántico (Salmo salar) con dos dietas distintas: una 

contenía 75% de inclusión de CPS (experimental), y la otra contenía 100% de 

HP (control), teniendo así dos tratamientos experimentales. Se encontró que el 

crecimiento fue similar en el salmón alimentado con las dos dietas, obteniendo 

una tasa de crecimiento específico (TCE) de 0.89 para la dieta con 100% de 

HP, y 0.88 para la dieta con CPS. A pesar de que los organismos alimentados 

con la dieta con CPS presentaron concentraciones decrecientes de elementos 

(Ca, Mg, y P) en su composición corporal, no se observaron reducciones en el 

crecimiento individual de los peces. 

- En un estudio realizado en 2016 por Metochis y colaboradores, se alimentó a 

juveniles de salmón Atlántico (Salmo salar) con dietas de 50, 65, y 80% de 

sustitución de harina de pescado (HP) por concentrado de proteína de soya 

(CPS), las cuales fueron comparadas con una dieta tipo comercial (control) 

preparada con 35%  de reemplazo de HP por CPS; se encontró que las dietas 

con alta inclusión de CPS (65 y 80%) mostraron reducciones significativas en 

los parámetros de crecimiento (GP y TCE) de los organismos, sin embargo no 

comprometieron las respuestas inmunes innatas del salmón; por otra parte la 

dieta  con 50%  de CPS promovió un crecimiento similar al de la dieta control 

por lo que sugieren utilizar hasta este nivel de inclusión de CPS en dietas para 

juveniles de salmón Atlántico. Los autores recomendaron una alta 

suplementación de fósforo y otros nutrientes (vitaminas, minerales y 

aminoácidos) en dietas con sustituciones mayores al 65% de CPS por HP para 

mejorar el crecimiento, composición elemental y prevenir posibles 

complicaciones en respuestas inmunes. 

- Palmegiano y colaboradores en 2006 evaluaron el concentrado de proteína de 

arroz (CPA) como el potencial sustituto de harina de pescado en juveniles de 

trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). En el experimento se formularon 3 

dietas con niveles de inclusión de CPA de 20%(CPA20), 35%(CPA35) y 
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53%(CPA53) y se probaron contra una dieta sin CPA (CPA0). Las dietas CPA0 

y CPA20 mostraron los mejores resultados siendo similares entre ambas, 

mientras que las dietas CPA35 y CPA65 mostraron un crecimiento 

significativamente menor. Se concluyó que la dieta puede utilizarse a un nivel 

de inclusión de hasta un 20% sin una reducción del crecimiento en alimentos 

de trucha arco iris.  

 

- Saez y colaboradores en 2014, realizaron una prueba para evaluar los efectos 

de la alimentación con gluten de maíz (GM) sobre el crecimiento en la trucha 

arco iris (Oncorhynchus mykiss): se formularon dietas con niveles de GM (0%, 

9% y 18%) y se obtuvo que la inclusión de GM hasta el 18% no afectó 

significativamente el peso corporal final en la trucha arco iris.  
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5. JUSTIFICACIÓN 

Dada la problemática económica, ambiental y social que actualmente implica el 

suministro de harina de pescado en la formulación de alimentos comerciales para 

su uso en la acuacultura, el presente proyecto plantea la utilización de un 

concentrado de proteínas vegetales (a base de soya, arroz y maíz) en dietas para 

crías de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), con el objetivo de determinar sus 

efectos en el crecimiento y respuesta inmune no específica, así como de evaluarlo 

como candidato en la sustitución total de harina de pescado. 
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5. OBJETIVOS 

6.1. Objetivo general 

Determinar el efecto de dietas con concentrados de proteína vegetal (soya, arroz y 

maíz) en el crecimiento y respuesta inmune no específica en crías de trucha 

arcoíris. 

6.2. Objetivos particulares 

- Determinar parámetros de crecimiento en crías de trucha arcoíris alimentadas 

con concentrados de proteína vegetal. 

- Cuantificar el contenido de proteína en músculo e hígado en crías de truchas 

arcoíris. 

- Evaluar la respuesta inmune no específica en crías de trucha arcoíris. 
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7. MATERIALES Y MÉTODO 

El experimento se realizó en el Laboratorio de Producción Acuícola de la Facultad 

de Estudios Superiores Iztacala, UNAM.  

7.1. Formulación de dietas. 

Se formularon dos dietas experimentales de acuerdo con Cruz et al. (2011); para 

ello los ingredientes se pesaron en una balanza digital (marca Denver Instrument, 

modelo TP-6101), se homogenizaron en una mezcladora Kitchen Aid (modelo Pro-

450) al mismo tiempo que se agregó agua purificada para formar una masa que se 

procesó por una extrusora Tor Rey (modelo M-12-F5) con una criba de aberturas 

de 0.5 mm de diámetro para hacer pellets. La mezcla extruida se colocó en un 

horno Prendo (modelo HSCF-46) a una temperatura de 60ºC durante 24 h. Los 

pellets se guardaron en bolsas herméticas y se almacenaron en un congelador 

comercial Criotec (modelo CTC-05) a -24 º C hasta su uso. La dieta denominada 

CPV, fue preparada concentrados de proteína vegetal (soya, arroz y gluten de 

maíz) como única fuente de proteína, mientras que para la dieta denominada HP 

se empleó harina de pescado como único aporte proteico; ambas dietas fueron 

formuladas con un porcentaje mínimo de proteína del 43% y 38% respectivamente 

(Tabla 1). Como control, se utilizó una dieta comercial (Malta-Cleyton, 

Biofingerling®). 

Se determinó composición químico proximal de las dietas según el manual AOAC 

(1990); los análisis determinados fueron humedad (ANEXO 2), cenizas (ANEXO 

3), proteína cruda (ANEXO 4), y lípidos totales (ANEXO 5); este último se 

determinó mediante la extracción con el método de cloroformo-metanol descrito 

por Bligh & Dyer (1959). 
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Tabla 1 Formulación de las dietas con concentrados de proteína vegetal (CPV), y 
con harina de pescado (HP). 

 

INGREDIENTES CPV (g/kg) HP (g/kg) 

Harina de pescado 0 615 

Concentrado de proteína de 

soya 

200 0 

Concentrado de proteína de 

arroz 

200 0 

Gluten de maíz 150 0 

Aceite de pescado 100 100 

Lecitina de soya 50 50 

Dextrina 100 100 

Mezcla de vitaminas y 

minerales 

40 40 

Gluten de trigo (aglutinante) 50 50 

Celulosa 110 45 

Total 1000 1000 

   

Composición proximal en peso 

seco (%) 

  

Proteína 43.4 ± 0.03 38 ± 0.8 

Humedad 3.4 ±0.19 6.1 ± 0.5 

Cenizas 4.9 ±0.01 15.4 ± 0.3 

 Lípidos 17.6 ± 2.1 20.4 ± 2 
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7.2. Obtención de organismos 

 Se adquirieron crías de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) de 0.1 ± 0.02 g 

provenientes de la granja acuícola Xote, municipio de San Miguel Tecpan (Estado 

de México), y se transportaron al Laboratorio de Producción Acuícola de la 

Facultad de Estudios Superiores Iztacala en donde se mantuvieron en un tanque 

de 1000 L adaptado como un sistema de recirculación con aireación constante 

proveniente de un soplador (Modelo blower Regenair) para su aclimatación.  

Durante un periodo de 3 días los organismos fueron alimentados dos veces al día 

ad libitum con dieta comercial (Malta-Cleyton, Biofingerling®) antes de comenzar 

la prueba de alimentación. 

7.3.  Sistema de recirculación 

El sistema de recirculación consistió en un tanque cilíndrico de 1000 L dentro del 

que se colocaron 3 tanques de polipropileno de 100 L perforados con agujeros de 

1cm de diámetro en las paredes con la finalidad de mantener el flujo de agua en 

cada tanque para lo cual se colocó una bomba para fuente (Modelo FL7342. 

Grupo Lomas); de igual manera cada tanque de 100L contaba con 2 aireadores 

proveniente de un soplador (Modelo blower Regenair) funcionando las 24 horas 

que duró la prueba de alimentación. Este sistema fue replicado para los 3 

tratamientos con sus respectivas repeticiones. Cada sistema contaba con un filtro 

mecánico/biológico.  La limpieza de los sistemas se realizó cada quince días, 

mientras que los recambios de agua se realizaron dos veces a la semana. 

7.4. Prueba de alimentación. 

El experimento se realizó durante un periodo de 70 días durante los meses de 

diciembre de 2017 a marzo de 2018. Cada dieta se ofreció a grupos por triplicado 

de 50 individuos en una ración diaria del 10% de la biomasa total por tanque; los 

individuos fueron alimentados dos veces al día a las 09:00 y a las 17:00 horas. Los 

organismos se pesaron cada 10 días y el tamaño de la ración se ajustó de 

acuerdo con la nueva biomasa. Se realizó el registro de las condiciones 

físicoquímicas del agua de cada tratamiento: temperatura (ºC) medida diariamente 
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y nitrógeno amoniacal (N-NH3) calculado cada quince días con el método de 

Nessler (reactivos Hach, Hach CO., Colorado, USA) (ANEXO 6).  

Al finalizar la prueba de alimentación, se seleccionaron organismos al azar para su 

posterior sacrificio y evaluación de composición proximal y pruebas inmunológicas. 

7.5. Parámetros de crecimiento 

Los parámetros que se consideraron fueron Ganancia en peso (GP) = ((peso final 

peso inicial) /peso inicial) x 100, y Tasa de crecimiento especifico (TCE)= ((ln peso 

final ln peso inicial)/tiempo de alimentación) x (100).  

7.6. Composición proximal 

Se determinó la composición proximal de proteína en músculo, así como de lípidos 

en músculo e hígado en las crías de trucha arco iris. Para tales ensayos se 

seleccionaron 6 organismos al azar por tratamiento los cuales se sacrificaron 

mediante punción cefálica; posteriormente se extrajo muestras de músculo e 

hígado para calcular contenido de proteína cruda (ANEXO 4) y lípidos totales 

(ANEXO 5). 

7.7. Respuestas inmunológicas  

Se sacrificaron 5 organismos por tratamiento para realizar la prueba de actividad 

de lisozima en suero sanguíneo, sin embargo, para el tratamiento CPV no fue 

posible obtener suficiente muestra por lo que no se consideraron repeticiones para 

este parámetro en ninguno de los tratamientos. Por otra parte, se utilizó el hígado 

de los organismos para realizar la prueba de actividad de superóxido dismutasa 

(SOD). La técnica para ambos ensayos se describe a continuación: 

7.7.1 Actividad de lisozima 

Se realizó una prueba de actividad de lisozima en suero sanguíneo para la cual se 

colectó muestras de sangre de la vena caudal de las crías de trucha con capilares 

eparinizados y se dejó coagular a 4 °C por tres horas. Transcurrido este periodo, 

las muestras se centrifugaron a 7000 rpm por 10 min y se colectó el sobrenadante 

(suero). Posteriormente, siguiendo la técnica reportada por Taoka et al. (2006), las 

muestras de suero se mezclaron con una suspensión acuosa de Micrococcus 
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lysodeikticus (células liofilizadas, Sigma-Aldrich Chemical, MO, EUA) y se 

incubaron a 25 °C; la absorbancia se midió a 530 nm a 0.5, 4.5 y 20 min. La 

actividad de la lisozima se expresó como unidades de actividad de la lisozima (U).  

7.7.2 Actividad de superóxido dismutasa (SOD) 

Se desarrolló un ensayo para determinar la actividad de SOD en hígado de 

acuerdo con un Kit de Ensayo Superóxido Dismutasa (Cayman Chemical 

Company SOD Assay Kit®) (ANEXO 7). Para tal ensayo, el tejido se homogeneizó 

con una solución buffer (HEPES 20mM, pH 7.2, conteniendo 1mM EGTA, 210mM 

de manitol y 70mM sacarosa). Las muestras se centrifugaron 1500rpm por 5 

minutos para utilizar el sobrenadante. Para iniciar la reacción, se añadió xantina 

oxidasa a los pocillos de la curva estándar y de las muestras, después se 

incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se leyó la 

absorbancia a 450nm. Una unidad de SOD se define por la cantidad de enzimas 

necesarias para exhibir un 50% de disminución del radical O2.  

7.8. Análisis estadístico.  

Los datos se analizaron con las pruebas de W de Shapiro y Wilk y de Barlett para 

normalidad y homocedasticidad. De acuerdo con los resultados obtenidos, los 

datos se probaron con un análisis de varianza (ANDEVA) de una variable y una 

prueba post-hoc de LSD de Fisher utilizando el programa estadístico Stat Plus.  
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8. RESULTADOS 

El crecimiento individual promedio de los organismos alimentados con dieta 

comercial (Control) fue mayor al de los tratamientos alimentados con CPV y HP; 

sin embargo, estos últimos tuvieron un crecimiento similar, aunque fue ligeramente 

mayor el tratamiento CPV (Figura 1). Se observa que durante los primeros veinte 

días desde que inició la prueba, los tres tratamientos mostraron un crecimiento 

parecido, pero después de 30 días el tratamiento control experimentó un 

crecimiento acelerado, mostrando esta tendencia hasta que la prueba finalizó. Por 

el contrario, en los tratamientos CPV y HP, el crecimiento fue más lento, aunque 

fue semejante durante toda la prueba.  

 

 

 

 

 

Respecto a los parámetros de crecimiento (Tabla 2), la ganancia en peso (GP) fue 

mayor en los organismos alimentados con la dieta comercial (control), seguido por 

los organismos alimentados con CPV y por último los alimentados con HP; para 

este parámetro el tratamiento Control fue el único que mostró diferencias 
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Figura 1. Peso por individuo de crías de trucha arco iris 

determinado cada 10 días, alimentadas con concentrados de 

proteína vegetal (CPV), harina de pescado (HP), y dieta 

comercial (Control).  
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significativas contra los otros dos tratamientos. En cuanto a la Tasa de crecimiento 

específico (TCE), el tratamiento control resultó significativamente mayor al de los 

tratamientos CPV y HP, cuyos valores fueron similares entre sí, aunque el 

tratamiento CPV mostró un valor más alto.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En relación con el porcentaje de supervivencia, los organismos alimentados con la 

dieta control mostraron la supervivencia más alta seguida por el tratamiento HP; 

sin embargo, el tratamiento CPV mostró una baja supervivencia (Tabla 2) 

observándose una mortalidad mayor durante los primeros días y siendo constante 

durante toda la prueba de alimentación. 

 

 

 

 

CPV HP Control 

GP1 (%) 
864.3±32.3 b 744.1±160.0 b 1612.4±43.6a 

TCE2 (%/día) 
3.2±0.04b 3.0±0.2b 4.05±0.0 a 

PI3 (g/pez) 
0.14±0.02 0.14±0.02 0.17±0.03 

PF4 (g/pez) 
1.31±0.1 1.02±0.18 2.98±0.11 

Supervivencia (%) 
26 82 91.3 

Tabla 2. Parámetros de crecimiento obtenidos de crías de trucha 

arcoíris y parámetros fisicoquímicos del agua. Los datos son la media 

de los grupos por triplicado. Las letras diferentes en la misma fila, 

indican diferencias significativas. 

 

 

  C.P.V. H.P. Control 

GP1 (%)   864.3±32.3 b 744.1± 160.0 b 1612.4± 43.6a 

TCA2  6.4±1.2 b 2.0± 0.5 a 2.1± 0.1 a 

TCE3 (%/día)  3.2±0.04b 3.0± 0.2b 4.05± 0.0 a 

 Tabla 2. Parámetros de crecimiento obtenidos de crías de trucha arcoíris. 

Los datos son la media de los grupos por triplicado. Las letras diferentes en 

la misma fila, indican diferencias significativas. 

 

1 Ganancia en peso  
2 Tasa de crecimiento específico  
3Peso inicial  
4Peso final  
 

  

  

 

 

1 Ganancia en peso (GP)  

2 Factor de conversión alimenticia (FCA)  

3 Tasa de crecimiento específico (TCE) 
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En referencia al contenido proximal de proteína en músculo, los tratamientos CPV 

y HP arrojaron valores muy parecidos, aunque ligeramente menores en el 

tratamiento CPV; no existieron diferencias significativas entre ambos tratamientos. 

Por el contrario, el contenido de proteína en el tratamiento con dieta comercial fue 

más elevado que los tratamientos CPV y HP, y por lo tanto estadísticamente 

significativo (Figura 2).  

 

 

 

 

 

  

El contenido proximal de lípidos en músculo en los tratamientos CPV y HP fue 

similar, no habiéndose encontrado diferencias significativas entre ambos; por el 

contrario, en el tratamiento con dieta comercial el contenido lipídico fue menor 

siendo esta diferencia estadísticamente significativa contra los otros dos 

tratamientos. Por lo que concierne al contenido de lípidos en hígado, la mayor 

deposición se observó en el tratamiento CPV, seguido de HP y por último el 

tratamiento con dieta comercial; a pesar de ello, las pruebas estadísticas no 

arrojaron diferencias significativas entre ningún tratamiento (Figura 3).  

Figura 2. Proteína en músculo en crías de trucha arco iris  

alimentadas con concentrados de proteína vegetal (CPV), 

harina de pescado (H.P.), y dieta comercial (Control). Los 

datos son la media de los grupos por triplicado. 

  

 

  

 

 

Figura 2. Proteína en músculo e hígado en crías de trucha arco iris  

alimentadas con concentrados de proteína vegetal (C.P.V.), harina 

de pescado (H.P.), y dieta comercial (Control).  
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Las respuestas inmunológicas se muestran en la Tabla 3. La actividad de lisozima 

en suero sanguíneo fue mayor en el tratamiento CPV, seguido por el tratamiento 

HP, y menor en el tratamiento control; cabe resaltar que para este ensayo las 

muestras de suero obtenidas no fueron suficientes para poder tener repeticiones, 

por este motivo no fue posible realizar análisis estadísticos. Asimismo, la actividad 

de la enzima superóxido dismutasa (SOD) fue mayor en el tratamiento CPV, 

seguida por HP, y más baja en el tratamiento control; no obstante, no existieron 

diferencias significativas entre tales valores. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Lípidos en músculo y en hígado en crías de trucha 

arco iris alimentadas con concentrados de proteína vegetal 

(CPV), harina de pescado (HP), y dieta comercial (Control). 

Los datos son la media de los grupos por triplicado. 

 

  

 

  

 

 

Figura 2. Proteína en músculo e hígado en crías de trucha arco iris  

alimentadas con concentrados de proteína vegetal (C.P.V.), harina 

de pescado (H.P.), y dieta comercial (Control).  
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Los parámetros fisicoquímicos del agua en los tanques de experimentación se 

mantuvieron estables durante la prueba de alimentación para el caso de nitrógeno 

amoniacal, cuyos valores resultaron ser mayores en el tratamiento Control 

(0.08±0.01), seguido por el tratamiento HP (0.07±0.01) y más bajos para el 

tratamiento CPV (0.06±0.01); por otro lado la temperatura registró variaciones 

entre los tratamientos, siendo ligeramente más altas en el tratamiento HP 

(12.9±1.8 °C) y semejantes entre los tratamientos Control (12.2±1.5 °C) y CPV 

(12.2±1.6 °C).  

 

 

 

 

 

 

 

 U Lisozima 

(U/ml)  

SOD (U/ml) 

CPV 9.2 0.94 ± 0.02 a  

HP 8.5 0.89 ± 0.11 a 

Control 6 0.80 ± 0.16 a 

Tabla 3. Parámetros inmunológicos obtenidos de crías de trucha 

arcoíris alimentadas con concentrados de proteína vegetal (CPV), 

harina de pescado (HP) y dieta comercial (Control). 
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9. DISCUSIÓN 

En la presente investigación la sustitución total de harina de pescado por 

concentrados de proteína vegetal no afectó el crecimiento de los peces, sin 

embargo, sí comprometió la supervivencia de estos. El crecimiento individual 

promedio de los organismos alimentados con la dieta CPV  fue muy parecido al 

crecimiento de la dieta HP durante toda la prueba de alimentación (Figura 1); esto 

puede atribuirse a los efectos de los nutrientes e ingredientes de la dieta CPV; 

pues se esperaría que dos dietas que son equivalentes en nutrientes mantengan 

el mismo nivel de crecimiento (Collins et al., 2012); por otra parte Salze et al. 

(2010) mencionan que altos niveles de sustitución de harina de pescado en dietas 

para carnívoros de alto nivel se han logrado llevar a cabo exitosamente al incluir la 

combinación de varias fuentes alternativas de proteínas, así como se realizó en 

este trabajo. A pesar de esto, el crecimiento individual observado en ambos 

tratamientos fue menor que en el tratamiento control. 

En cuanto a la GP y TCE,  los resultados del tratamiento CPV fueron similares 

aunque ligeramente menores a los reportados por Enríquez et al. (2015) y 

Sanchez et al. (2015) quienes utilizaron concentrado de proteína de soya y harina 

de soya respectivamente como principal fuente de proteína; sin embargo tales 

estudios no realizaron un reemplazo total de harina  de pescado por ingredientes 

de origen vegetal y suplementaron sus dietas con enzimas como proteasa y fitasa; 

podría presumirse entonces que los valores de GP y TCE obtenidos en este 

trabajo para la dieta CPV son alentadores, pues fueron más altos que en el 

tratamiento HP (Tabla 2). De acuerdo a lo observado en este proyecto, Craft et al. 

(2016  ), mencionan que cuando se formulan dietas a partir de múltiples fuentes de 

proteínas vegetales teniendo en cuenta los requerimientos nutricionales, los 

organismos tienen el potencial de generar altas tasas de crecimiento, comparables 

a las dietas comerciales estándar. 

Las proteínas en los peces son fundamentales, pues son utilizadas como la 

principal fuente de energía para su crecimiento, además de que sus componentes 

principales, los aminoácidos, determinan su valor nutricional (Gélineau, et al, 
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2001); por otra parte los lípidos también son importantes ya que funcionan como la 

segunda fuente más importante de energía y son constituyentes principales de las 

membranas celulares; los lípidos se encuentran almacenados en diferentes tejidos 

como el tejido muscular y el hígado principalmente (Venugopal y Shahidi,1996). 

De este modo, para conocer el estado nutricional de los peces, es conveniente 

realizar un análisis de composición proximal a los mismos. Los valores obtenidos 

respecto al análisis de proteína en músculo en las dietas HP Y CPV fueron 

similares entre sí, observándose una media de 14% (±0.2) entre ambos 

tratamientos (Figura 2); dicho comportamiento resultó parecido al reportado por 

Aguillón (2015) con valores de ≈15% y Arzel et al (1995) con valores de 13% 

(±0.1), quienes utilizaron aislado de proteína de soya (como principal aporte 

proteico) y harina de pescado en trucha arcoíris y trucha marrón (Salmo trutta), 

respectivamente. Paralelamente el contenido de lípidos en hígado y músculo fue 

similar y sin diferencias significativas entre los tratamientos HP y CPV (6.2 % ± 0.9 

en hígado, y 5.6 % ±0.1 en músculo), así como también respecto a los valores del 

tratamiento Control para el contenido de lípidos en hígado únicamente (5.2 % ± 

0.3); dichos valores fueron equiparables a los reportados por Enríquez et al (2015) 

(≈6.2% y ≈4.8% en hígado y músculo, respectivamente), quienes utilizaron CPS 

(principal fuente de proteína) en alevines de trucha arcoíris; sin embargo los 

resultados de esta investigación discrepan con los obtenidos por Carrillo (2015) 

quien utilizó dietas a base de gluten de maíz y en cuyo trabajo se observaron 

valores lipídicos más altos (≈10% y ≈33% en hígado y músculo, respectivamente), 

así como también los valores reportados por Zhou et al (1995) (20.2% en músculo) 

quienes utilizaron una dieta comercial; en ambos trabajos los autores 

experimentaron con organismos juveniles y adultos, respectivamente a diferencia 

de esta investigación en donde se utilizaron alevines; esta tendencia podría 

deberse debido a que el contenido de grasa total está regulado por la edad y 

tamaño de los peces, de modo que los más jóvenes tienen relativamente pocos 

lípidos totales en comparación con los adultos así como lo explica Weil et al (2012). 

Lo anterior sugiere que la dieta CPV no afectó la deposición de lípidos en el 
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hígado y músculo, así como de proteína en músculo de las crías de trucha arco 

iris. 

La actividad de SOD obtenida en los tratamientos CPV y HP fue semejante a la 

reportada para el grupo control de juveniles de salmón del pacífico (Oncorhynchus 

kisutch)  en el trabajo de Nakano et al. (2014); sin embargo a pesar de no haberse 

encontrado diferencias significativas, los valores fueron más altos en el tratamiento 

CPV (Tabla 3). Se informa que los niveles de sustancias antioxidantes como SOD 

pueden aumentar para proteger los tejidos contra el daño oxidativo (Nakano et al. 

2014), lo cual podría estar en parte relacionado a la alta mortalidad encontrada en 

el tratamiento CPV. De igual manera, la actividad de lisozima en suero sanguíneo 

fue mayor en el tratamiento CPV que en los otros dos tratamientos; esta tendencia 

fue similar a la reportada por Bruce, et al. (2016) quienes observaron niveles de 

lisozima más altos en los tratamientos que contenían altas inclusiones de CPS 

mientras que en el tratamiento sin proteínas vegetales la actividad fue menor. De 

acuerdo con Krogdahl et al. (2000), quienes utilizaron harina de soya, esta puede 

causar una sobreestimulación de las células inmunes o una respuesta inflamatoria 

en el intestino, lo que lleva a un aumento de la producción de anticuerpos 

gástricos y lisozima durante la digestión. Los factores anti nutricionales (FAN) que 

se encuentran en ingredientes vegetales incluida la soya, podrían ser los 

responsables de afectar negativamente la función inmune, y aunque algunos 

pretratamientos son capaces de reducir o eliminar los FAN de las harinas, pueden 

quedar niveles no deseados de estos (Bruce, et al. 2016). La actividad de la 

lisozima podría depender del grado de estrés y el tipo de estresores en los 

organismos, aunque sigue siendo una noción controvertida, pues se ha informado 

que la actividad aumenta y disminuye bajo el estrés (Caruso, et al. 2003).  

En esta investigación no fue posible realizar una inclusión total exitosa de 

concentrados de proteína vegetal en crías de trucha arco iris pues la supervivencia 

para el tratamiento CPV fue muy baja (26%) comparada a los dos tratamientos. 

Afectaciones en el desarrollo y salud de los peces por altos niveles de inclusión de 

proteínas vegetales en dietas para salmónidos se ha explicado anteriormente por 
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la presencia de FAN (Carrillo, 2017). Trabajos como el de Zhang et al. (2012); 

Escaffre et al., (2007), y Daniel, N. (2018) respaldan lo anterior pues demostraron 

que es posible un reemplazo total en dietas de trucha arco iris sin efectos 

adversos en crecimiento, composición corporal, respuesta inmune o mortalidad 

siempre y cuando se adicione o enriquezca a las dietas con aminoácidos 

esenciales, enzimas exógenas o ciertos aditivos con el fin de contrarrestar los 

efectos adversos de los FAN. De los ingredientes empleados en este trabajo, el 

concentrado de proteína de arroz (CPA) es el menos estudiado, sin embargo Gai, 

et al. (2011) mencionan que la inclusión de CPA de hasta del 80% de la proteína 

de la dieta, no induce cambios histomorfológicos o procesos inflamatorios severos 

en la trucha arco iris, por lo tanto dicha aseveración podría descartar la posibilidad 

de que los FAN presentes en el CPA pudieran estar implicados en la mortalidad de 

los organismos, pues en esta investigación el nivel de inclusión de CPA fue mucho 

menor. Por otro lado, el gluten de maíz (GM) es un ingrediente desprovisto de 

FAN, aunque deficiente en lisina, no obstante, si se combina con otros 

componentes, como el concentrado de proteína de soya (CPS), los niveles de este 

aminoácido resultan aceptables (Gatlin, et al., 2007). Finalmente, en el CPS el 

contenido de FAN varía en función del tratamiento previo que se le haya dado; 

componentes como lectinas, glicina, β-conglicinina, oligosacáridos, e inhibidores 

de tripsina aparecen en niveles bajos además de no verse afectada la 

disponibilidad de aminoácidos escenciales (FEDNA s.f.); a pesar de ello el ácido 

fítico presente en el CPS podría ser uno de los posibles factores implicados en la 

mortalidad de los organismos; esto puede explicarse de la siguiente forma: 

aproximadamente dos tercios del fósforo total en harinas o semillas oleaginosas 

(como la soya) están presentes como ácido fítico (fitato); el fósforo en forma de 

fitato no es biodisponible en animales monogástricos porque carecen de la enzima 

fitasa, paralelamente el ácido fítico reduce la disponibilidad de otros minerales 

para especies carnívoras de peces (como trucha y salmón) (Gatlin, et al., 2007); 

en el estudio realizado por Baeverfjord, et al. (1998) se evaluó efecto de la 

deficiencia de fósforo en salmón del atlántico (Salmo salar) y se encontró que los 

salmónidos mantuvieron un rápido crecimiento somático en un corto período de 
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tiempo mientras desarrollaron deficiencias severas de Ca, Mg y P, los efectos 

observados fueron altas tasas de crecimiento y posteriormente una gran 

mortalidad; tal comportamiento fue similar al observado en este trabajo, por lo 

tanto se especula que la mortalidad en esta investigación probablemente resultó 

del deterioro de las funciones metabólicas producto de la escasez de suministro 

de P tal y como lo menciona Baeverfjord, et al. (1998). Por otra parte, la baja 

digestibilidad de los componentes del CPS y su alto contenido de fibra también 

pudo haber propiciado la mortalidad de los organismos; Escaffre, et al. (1998) 

señala que altos niveles de inclusión de productos a base de soya pueden afectar 

la integridad intestinal pudiéndose encontrar todo el tracto digestivo en 

condiciones inflamatorias generalmente asociadas a enteritis; tales observaciones 

podrían estar asociadas a los signos observados en los organismos del 

tratamiento CPV al momento de encontrarse muertos, pues estos aparecían en su 

mayoría eviscerados en la parte abdominal; lo anterior podría ser respaldado por 

el trabajo de Salze et al. (2010), quienes realizaron reemplazos totales de HP por 

CPS en juveniles de cobia (Rachycentron canadum) con o sin suplementación de 

manano-oligosacáridos (MOS), los resultados fueron una supervivencia de 38% en 

los organismos alimentados sin MOS mientras que los alimentados con MOS 

mostraron una supervivencia del 61%; los autores señalan que se observó una 

tendencia beneficiosa en la suplementación de este aditivo debido a que mejoró la 

digestión y asimilación de altos niveles de proteína vegetal. 

Por último, se presume que la edad de los organismos jugó un papel clave en la 

mortalidad, pues durante la fase inicial de desarrollo de los peces óseos, el 

intestino es un tubo recto indiferenciado que se desarrolla y madura con el 

consumo del saco vitelino y el inicio de la alimentación de fuentes externas de 

alimentos (Ingerslev, et al, 2014); por tal motivo se podría presumir que los 

organismos pudieron no haber asimilado o aprovechado los nutrientes 

adecuadamente. Estudios previos han utilizado juveniles (Yang, 2011; Escaffre, 

2007) y adultos (Espe et al., 2006) de trucha arcoíris, y hasta donde se tiene 

conocimiento, en ninguna investigación se ha realizado reemplazos totales de 

harina de pescado sin adición de suplementos durante los primeros días de vida. 
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10. CONCLUSIONES 

- Se presume que la inclusión total de concentrados de proteína vegetal en 

dietas para crías de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) no afectó los 

parámetros de crecimiento, la deposición proteica en músculo y contenido 

lipídico en hígado y músculo en comparación con la dieta HP. 

- La salud de los organismos alimentados con CPV, así como su supervivencia, 

resultó afectada negativamente debido a la posible presencia de FAN en la 

dieta. Se sugiere emplear otro tipo de ensayos inmunológicos en futuras 

investigaciones. 

- Se recomienda suplementar con aminoácidos esenciales, enzimas exógenas o 

ciertos aditivos, las dietas con niveles de reemplazo total de harina de pescado 

por proteínas vegetales para contribuir a una mejor asimilación de los 

nutrientes presentes en las proteínas vegetales.  

- No se recomienda utilizar la dieta evaluada en la etapa de cría de la trucha 

arcoíris. 
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12.1. ANEXO 1. Descripción de la especie 

Reino: Animalia  

Phylum: Chordata 

Clase: Actinopterygii  

Orden: Salmoniformes  

Subfamilia: Salmoninae 

Familia: Salmonidae  

Género: Oncorhynchus  

Especie: Oncorhynchus mykiss, Walbaum, 1792. 

Cuerpo alargado, sin espinas dorsales, 12 radios dorsales, 10-12 radios anales, 19 

radios caudales con 60-66 vértebras. Lados del cuerpo con pequeños puntos de 

color negro, dispuestos longitudinalmente, aunque la coloración puede variar de 

acuerdo al hábitat, tamaño, estado de maduración sexual o si está en 

confinamiento o en el medio silvestre. Es carnívora generalista oportunista.  
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12.2. ANEXO 2. Contenido de humedad 

*Usar guantes para evitar alterar las mediciones 

1. Eliminar la humedad de los crisoles de aluminio en el horno de convección por 2 

horas aproximadamente para evitar variaciones en la medición. 

2. Obtener el peso inicial de la muestra 

3. Poner a secar la muestra en un horno de convección a 90 ± 2°C durante 4 

horas 

4. Sacar la muestra del horno y pesar 

5. Introducir la muestra nuevamente en el horno por una hora 

6. Sacar la muestra del horno y pesar. 

7. Si el peso de la muestra en el paso 6 es diferente del peso de la muestra en el 

paso 4 continuar secando a intervalos de una hora hasta que el peso sea 

constante y este valor será peso final. Obtener el porcentaje de humedad total. 

Cálculos: 

𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 %:
𝑃𝐼 − 𝑃𝐹

𝑃𝐹
 𝑥 100 

 
Dónde: PI=Peso inicial PF=peso final 
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12.3. ANEXO 3. Contenido de cenizas 

1. Pesar muestra seca. Se recomienda un tamaño de muestra de entre 0.5 y 2 g 

2. Colocar la muestra en un crisol de porcelana dejándolo ligeramente abierto 

3. Introducir el crisol en la mufla y encenderla, programar a 550°C por 6-8 horas 

4. Colocar el crisol con la muestra en un desecador para que se termine de enfriar 

5. Dejar enfriar por un periodo de 10 a 15 minutos, pesar y registrar 

Cálculos: 

𝐶𝑒𝑛𝑖𝑧𝑎𝑠 % =
𝑃𝐹𝑥100

𝑃𝐼
 

Dónde: Donde: PI=Peso inicial PF=peso final 
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12.4. ANEXO 4. Cuantificación de proteína cruda 

Se describe la técnica por el método de Kjeldahl. 

Esta técnica consta de tres pasos: digestión, destilación y titulación para conocer 

el estimado de nitrógeno dentro de una muestra. El procesamiento de la muestra 

toma alrededor de 5 horas para 8 muestras. 

Preparar: 

A. Solución neutralizadora de ácidos (scrubber): 2 L NaOH 15%. 

B. Solución álcali: 5 L NaOH 40% que va en el bidón conectado al destilador. 

C. Solución indicadora: 

I. Solución A: (0.22 g rojo de metilo/100 ml de etanol) + (0.11 g verde de 

bromocresol/50ml etanol) 

II. Solución B: (40 g H3BO3/700 ml H2O) + 200ml etanol 

En un matraz aforado agregar 17 ml de la solución A y agregar la solución B, y 

aforar a 1 L. 

D. Solución para titulación: H2SO4 0.1 N 

E. H2SO4 concentrado (96%) 15 ml/muestra 

F. Verificar que existan suficientes Kjeltabs (2 por muestra) 

G. Configurar destilador: 50 ml NaOH y 5 minutos en el temporizador 

Digestión 

1. Agregar la solución neutralizadora de ácidos y agua destilada a los depósitos 

del Scrubber hasta el nivel indicado  

2. Colocar 1 g de muestra homogenizada en cada tubo, dejando un tubo sin 

muestra (blanco) 

3. Añadir 2 Kjeltabs a cada tubo 
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4. Agregar 15 ml de H2SO4 concentrado a cada tubo 

5. Encender el digestor a 420ºC 

6. Colocar los tubos cuando la temperatura alcance los 200ºC, colocar extractor de 

gases e iniciar el programa (digerir por 1 hora) 

7. Encender Scrubber cuando el H2SO4 comience a evaporarse 

8. Una vez finalizada la digestión esperar a que los tubos se enfríen 

9. Agregar 70 ml de agua destilada a cada tubo 

Destilación 

1. Colocar un tubo limpio con agua destilada a la mitad. En el otro soporte colocar 

un matraz limpio de 250 ml 

2. Encender el destilador e iniciar purga presionando el botón de en medio. La 

purga debe realizarse entre cada corrida 

3. Colocar 25 ml de solución indicadora en 8 matraces de 250 ml 

4. Colocar tubo con muestra y en el otro soporte un matraz con solución 

indicadora, presionar el botón de arranque 

5. Una vez terminada la destilación, desechar el contenido del tubo y reservar el 

matraz para titular 

Titulación 

1. En constante agitación, titular con H2SO4 0.1 N. hasta virar. 

Cálculos:  

%𝑁 =
(𝑉𝑚 − 𝑉𝑏)𝑥140.07

𝑚𝑔 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
 

Dónde: Vm= ml usados para titular muestra. Vb= ml usados para titular blanco 

%𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑐𝑟𝑢𝑑𝑎 = %𝑁 ∗ 6.25 
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12.5. ANEXO 5. Cuantificación de lípidos totales 

Se describe la técnica por el método de Bligh and Dyer (1959). 

*Usar guantes para evitar alterar mediciones. 

1. Lavar viales y tubos de ensaye con jabón libre de fosfatos, posteriormente 

introducir al sonificador durante 5 minutos 

2. Enjuagar los viales con agua corriente, después con agua destilada y para 

finalizar con alcohol 

3. Pesar en una balanza analítica los viales 

4. Preparar un vaso de precipitado con cubos de hielo 

5. Colocar en un tubo de ensayo 200 de muestra 

6. Agregar al tubo 1.5ml de cloroformo y 3 ml de metanol, homogenizar por dos 

minutos 

7. Agregar 1.5 ml de cloroformo y homogenizar por dos minutos 

8. Armar y conectar bomba de vacío 

9. Colocar filtro Fluoropore Membrane Filters (25mm) entre un matraz Kitasato y 

una probeta graduada con fondo esmerilado 

10. Verter el contenido de los tubos de ensayo, en la probeta y esperar a que se 

filtre la muestra hacia el matraz Kitasato 

11. Verter el contenido de cada muestra en un embudo de separación 

12. Agregar 0.8ml de agua destilada manteniendo una proporción de 0.8:1:1 de 

agua-cloroformo-metanol 

13. Agitar vigorosamente y dejar reposar unos segundos para que se formen dos 

fases; si no se formaran las dos fases, agua destilada gota por gota hasta que se 

formen 

14. Verter la fase más densa en un vial y pesar 
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15. Poner a secar los viales bajo una corriente de aire constante hasta que se 

evapore la parte líquida 

16. Pesar viales 

Cálculos: 

% 𝑙í𝑝𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 = (
 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝑙í𝑝𝑖𝑑𝑜𝑠

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎
) 𝑥 100 
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12.6. ANEXO 6. Nitrógeno amoniacal por método de Nessler 

1. Se emplea un espectrofotómetro (HACH) con el programa “380 N Amonia de 

Ness” 

2. Preparar un blanco con: 10 ml de agua destilada, 3 gotas de estabilizador de 

minerales, 3 gotas de alcohol polivinílico y 1 ml de reactivo de Nessler 

3. Preparar muestras de agua con: 10 ml de agua, 3 gotas de estabilizador de 

minerales, 3 gotas de alcohol polivinílico y 1ml de reactivo de Nessler 

4. Dejar reposar 1 minuto 

5. Calibrar a cero con el blanco, presionando la opción “Zero” 

6. Introducir muestras y presionar la opción “Read” los resultados se expresan en 

mg/l de NH3-N. 
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12.7. ANEXO 7. Actividad de superóxido dismutasa (SOD) 

1. Preparar los 5 reactivos indicados en el manual Cayman, SOD Assay Kit®: 

Buffer de ensayo final, Buffer de muestra final, Detector de radicales, SOD 

estándar, y SOD de las muestras. El Buffer de ensayo final se usa para diluir el 

Detector de radicales mientras que el Buffer de muestra final se utiliiza para diluir 

la Xantina oxidasa, SOD estándar, y SOD de las muestras. 

2. Homogeneizar el tejido en 7.5 ml de buffer (HEPES 20mM frío, pH 7.2, 

conteniendo 1mM EGTA, 210mM de manitol, y 70mM sacarosa) por gramo de 

muestra. 

 2. Centrifugar la muestra a 1500 rpm por 5min. El ensayo se realiza con el 

sobrenadante.  

3. Preparar curva estándar: diluir 20 μl de la solución SOD estándar en 0.98ml de 

Buffer muestra diluido para obtener la solución SOD stock; posteriormente se 

añade el Buffer muestra de acuerdo a la Tabla 4. La preparación de la curva 

estándar se realiza directamente en los pocillos de una microplaca. 

 

 

Tube SOD Stock 

(µl) 

Sample Buffer 

(µl) 

Final SOD Activity 

(U/ml) in Well 

A 0 1,000 0 

B 20 980 0.005 

C 40 960 0.010 

D 80 920 0.020 

E 120 880 0.030 

F 160 840 0.040 

G 200 800 0.050 

    

Tabla 4 Preparación de la curva estándar para el ensayo de 
actividad de SOD. Tomado del manual Cayman, SOD Assay 
Kit® 
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4. Añadir 200 μl del Detector de radicales y 20 μl de Xantina oxidasa en todos los 

pocillos (estándar y muestra). El volumen final del ensayo es de 230 μl en cada 

pocillo.  

5. Homogenizar el contenido de los pocillos e incubar la microplaca durante 30 

minutos a 25°C. 

6. Medir la absorbancia a 440-460nm en un lector de microplaca.  

Cálculos: 

Para los cálculos, se divide la absorbancia del blanco por sí misma y por cada una 

de las muestras. Los valores se sustituyen en la siguiente ecuación donde 0.23 

ml/0.01ml es un factor para convertir de U/ml en el pozo a U/ml en 10 μl 

agregados a 230 μl de volumen de pozo. 

 

𝑆𝑂𝐷 (𝑈𝑚𝑙) = [(
𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒𝐿𝑅−𝑦−𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐𝑒𝑝𝑡

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒
) 𝑥 

0.23 𝑚𝑙

0.01 𝑚𝑙
] 𝑥 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛   
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