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RESUMEN 

La harina de pescado (HP) es una de las fuentes proteicas más importantes para la manufactura 

de alimentos acuícolas. Para promover la acuacultura sustentable se ha intensificado la búsqueda 

de fuentes alternativas de proteína, pero su efectividad en alimentos para peces marinos 

carnívoros debe evaluarse exhaustivamente. La totoaba (Totoaba macdonaldi), es un pez 

endémico del Golfo de California con alto potencial para diversificar la acuacultura en México. 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el reemplazo parcial o total de harina de pescado por 

fuentes alternativas de proteína animal y vegetal en alimentos balanceados para T. macdonaldi 

y su efecto sobre la actividad enzimática y expresión génica de proteasas alcalinas. Para ello, se 

determinó el peso molecular de tripsina y quimotripsina de los ciegos pilóricos y del intestino 

anterior, así como la temperatura y pH óptimos para la actividad de estas proteasas. Se estimó 

un peso molecular de 24.1 kDa para tripsina y para quimotripsina fue de 25.9 kDa. Se observó 

actividad óptima de tripsina y quimotripsina a 65ºC y 45ºC respectivamente y a un pH de 8.0. 

Las características bioquímicas observadas, son una herramienta complementaria para conocer 

la fisiología digestiva para esta especie. Adicionalmente, se realizaron dos bioensayos en un 

sistema de recirculación. Al final de los bioensayos, se observó que juveniles de totoaba 

alimentados con mezcla Arthrospira sp. (70% Arthrospira sp., 15%HS, 15%SPC) y mezcla SPC 

(70% SPC, 15% Arthrospira sp., 15%HS) son buenas fuentes de nutrientes cuando se usan a un 

nivel de reemplazo del 33% de HP. Se observó que la proteína de soya hidrolizada cuando se 

usa a un nivel de reemplazo del 15% de HP resulta un en crecimiento y supervivencia y 

adecuados. Se concluye que las dietas evaluadas pueden sustituir parcialmente a la harina de 

pescado sin afectar negativamente los parámetros de producción. 
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ABSTRACT 

Fishmeal (FM) is one of the most important protein sources to manufacture aquafeeds, though, 

to promote a more sustainable aquaculture, the search for alternative protein sources has 

intensified. The effectiveness of such products in feeds for carnivorous marine fish should be 

evaluated thoroughly. The totoaba (Totoaba macdonaldi), is an endemic fish of the Gulf of 

California with excellent traits as a candidate species for aquaculture in México. The objective 

of the present study was to evaluate the partial and total replacement of fishmeal by alternative 

plant and animal protein feedstuffs in balanced feeds for T. macdonaldi and its effect on 

enzymatic activity and gene expression of alkaline proteases. Molecular weights of trypsin, 

chymotrypsin from pyloric caeca and anterior intestine were evaluated, as well as optimum 

temperature and pH for activity of the proteases. Molecular weight of trypsin was estimated to 

be 24.1 kD, and for chymotrypsin 25.9 kDa. Optimal activity of trypsin and chymotrypsin were 

observed at 65ºC and 45ºC respectively, and pH of 8.0. The biochemical characteristics 

observed, represents a complementary tool to the knowledge of the digestive physiology for this 

species. In addition, two experiments were conduct in a recirculation aquaculture system. At the 

end of the experiments, juvenile totoaba fed Arthrospira sp. (70% Arthrospira sp., 15%HS, 

15%SPC) and SPC (70% SPC, 15% Arthrospira sp.,) blends are good sources of nutrients when 

used at a replacement level of 33% of FM. The diets containing hydrolyzed soy protein meal 

when used at a replacement level of 15% results in good growth and survival. In conclusion, the 

results of the present study are promising, and indicate that fishmeal can be partially replaced 

by alternative protein sources without negatively affecting growth of juvenile totoaba. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

La acuacultura se ha convertido en una de las industrias con mayor crecimiento a nivel mundial, 

desde sus inicios en los países asiáticos, hasta su desarrollo en países de Centroamérica y 

Sudamérica. Esta expansión ha traído como consecuencia un aumento en la oferta de alimentos 

de origen acuático (FAO, 2020). 

Entre los principales grupos de organismos cultivados están los crustáceos, moluscos y 

peces. 

En los últimos años el cultivo de peces marinos a nivel mundial tuvo un rápido 

crecimiento, debido al desarrollo y optimización de las tecnologías de producción, promoviendo 

el incremento de especies con potencial para la acuacultura. Además, el cultivo de peces marinos 

permite la producción, comercialización y repoblación de algunas especies, debido a que las 

poblaciones naturales han sido afectadas por distintas causas como la sobre explotación 

pesquera (Hua et al., 2019). El cultivo de numerosos peces marinos es una oportunidad de 

trabajo en la investigación aplicada de esos cultivos, orientados a garantizar el suministro de 

productos de excelente calidad para el consumidor. La búsqueda de nuevas especies que apoyen 

la diversificación de la acuacultura debe basarse principalmente en ser un cultivo rentable y 

sustentable con el medio ambiente. El manejo adecuado del alimento y la alimentación dentro 

del cultivo son aspectos fundamentales que deben tomarse en cuenta en aras de una acuacultura 

sustentable. Este aspecto es de suma relevancia si se considera que la alimentación es uno de 

los factores más importantes dentro de los costos de producción en las granjas acuícolas, 

llegando a representar hasta el 60% en la producción de peces (Tacon, 2011), por lo que es 

indispensable buscar alternativas para que su valor nutricional sea aprovechado al máximo. 

Los alimentos formulados para peces idealmente deben de ser nutricionalmente eficientes 

para promover un óptimo crecimiento y engorda de los organismos. La proteína y los lípidos 

constituyen los macronutrientes que afectan de manera más importante la productividad de 

peces en cultivo comercial, no únicamente por tratarse de componentes que se hallan en 

proporciones significativas en las formulaciones, sino porque son los de mayor costo debido a 

que su abastecimiento generalmente proviene de una misma fuente, la harina y aceite de pescado 

provenientes del procesamiento de peces pelágicos menores (Jobling, 2016). La búsqueda de 
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fuentes alternativas de proteína y lípidos como ingredientes para la elaboración de los alimentos 

balanceados en la Acuacultura son una posible solución para abatir costos, y por otra, 

contribuyan a reducir el impacto ambiental (Hardy, 2006). Una de las primeras alternativas 

exploradas para el reemplazo de harina de pescado han sido otras fuentes de origen animal, 

como por ejemplo harina de sangre, harina de subproductos de aves, harina de insectos, entre 

otros (Tacon, 2011; Daniel, 2010, Nogales-Mérida, 2019) Otra alternativa sustentable, está 

representada por proteínas de origen vegetal provenientes de la industria agrícola, tales como 

harina de cereales, harina de soya, así como concentrados de proteína de soya, maíz y cebada, 

con resultados variables, pero en general promisorios (Bandara, 2018). Más recientemente, el 

uso de microalgas como fuentes alternativas de proteína y lípidos han llamado fuertemente la 

atención de investigadores y productores comerciales de insumos para acuacultura (Shah et al., 

2018). Existe evidencia que estos productos han sido capaces de favorecer la eficiencia 

alimenticia, crecimiento, respuesta a estrés, resistencia a enfermedades, condición fisiológica y 

la calidad de la carne en varias especies de peces de importancia comercial en acuacultura, tales 

como Epinephelus lanceolatus (García Ortega et al., 2016), Dicentrarchus labrax (Torrecillas 

et al., 2017), Salmo salar (Sprague et al., 2015) y Sparus aurata (Eryalçin y Yildiz, 2015). El 

estudio de la nutrición de peces en acuacultura se ha visto fortalecido en años recientes mediante 

la incorporación de nuevas disciplinas que ayudan a explicar los procesos nutricionales y de 

alimentación, desde su fisiología digestiva a nivel enzimático hasta molecular. Además, este 

conocimiento constituye una herramienta complementaria para comprender la funcionalidad del 

sistema digestivo y de los efectos de los nutrientes en las dietas sobre el desempeño biológico 

de los peces, permitiendo diseñar alimentos formulados de manera más eficiente. En México el 

estudio de la nutrición de peces nativos está orientado a evaluar la proteína y lípidos contenidos 

en los alimentos balanceados con la finalidad de determinar los requerimientos nutricionales 

óptimos de las especies de interés para desarrollar su potencial de cultivo. En este sentido, se ha 

evaluado el efecto en el crecimiento, supervivencia y eficiencia alimenticia cuando se alimentan 

a los organismos con distintos ingredientes de varias fuentes proteicas para la sustitución de la 

harina de pescado en dietas para peces carnívoros. En los últimos años se han realizado 

numerosos estudios en diversas especies prioritarias, entre las que destacan Seriola lalandi, 

Seriola rivoliana, Lutjanus guttatus, Paralichthys californicus, Cynoscion othonopterus y 

Totoaba macdonaldi (González-Félix et al., 2011). Recientemente, totoaba (T. macdonaldi) es 



3 
 

considerada como una especie potencial para diversificar la acuacultura en México, debido a 

sus altas tasas de crecimiento, factor de conversión alimenticia y calidad de su filete. Los peces 

carnívoros como la totoaba, dependen directamente del abastecimiento de proteína para su 

sustento, por esta razón se hace necesaria la investigación sobre la aceptación del pez para los 

nuevos alimentos balanceados, la digestibilidad de los ingredientes y las enzimas digestivas que 

hidrolizan la fuente proteica para que ésta pueda ser absorbida. 
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II. PUBLICACIONES 

 

Los artículos derivados del trabajo realizado en el presente proyecto se enlistan en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Lista de artículos publicados y enviados durante el periodo 2017-2021. 

 ARTÍCULO JOURNAL ESTADO 

II.1. Activity and partial characterization of 

trypsin, chymotrypsin, and lipase in the 

digestive tract of Totoaba macdonaldi. 

Journal of Aquatic Food 

Product Technology 

Publicado 

II.2. Use of alternative plant and animal protein 

blends, in place of fishmeal, in diets for 

juvenile totoaba, Totoaba macdonaldi. 

Aquaculture Publicado 

II.3. Incorporating black soldier fly larvae meal 

(Hermetia illucens) and hydrolyzed soy 

protein into feeds for Totoaba macdonaldi

  

Aquaculture Sometido 
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II. 1 Villanueva-Gutiérrez, E., Maldonado-Othón, C.A., Perez-Velazquez, M., González-Félix, 

M.L. 2020. Activity and partial characterization of trypsin, chymotrypsin and lipase in the 

digestive tract of Totoaba macdonaldi. Journal of Aquatic Food Product Technology 29, 322-

334. Por respeto al derecho de autor, no se reproduce la totalidad del artículo. 
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II. 2 Villanueva-Gutiérrez, E., González-Félix, M.L., Gatlin III, D.M., Perez-Velazquez, M. 

2020. Use of alternative plant and animal protein blends, in place of fishmeal, in diets for 

juvenile totoaba, Totoaba macdonaldi. Aquaculture 529, 735698. Por respeto al derecho de 

autor, no se reproduce la totalidad del artículo. 
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II. 3 Incorporating black soldier fly larvae meal (Hermetia illucens) and hydrolyzed soy protein 

into feeds for Totoaba macdonaldi. Artículo enviado a Aquaculture de Elsevier. 
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III. DISCUSIÓN 

El conocimiento de la fisiología digestiva de los peces ha brindado información importante para 

definir sus requerimientos nutricionales. Esta área de estudio se ha abordado por medio de la 

cuantificación bioquímica de diversas enzimas tales como proteasas lipasas y amilasas, que son 

las enzimas digestivas que actúan como catalizadores biológicos de los nutrientes (Lazo et al., 

2007). En el presente estudio, el peso molecular de tripsina fue de 24.1 kDa, mientras que el 

peso molecular de quimotripsina fue de 25.9 kDa presentes en el tracto digestivo de T. 

macdonaldi, detectándose una banda respectivamente. En general, se ha reportado que la 

tripsina de peces tiene un peso molecular de 23 – 28 kDa y para quimotripsina entre 25 y 28 

kDa en tejidos de ciegos pilóricos, intestino y vísceras de peces (Jesús-de la Cruz et al., 2018; 

Simpson, 2000). Resultados similares por Lazo et al. (2007) reportan tripsina con un peso 

molecular de 23 kDa y Applebeaum et al. (2001) para quimotripsina con 25 kDa en Sciaenops 

ocellatus una especie emparentada perteneciente a la familia Sciaenidae al igual que totoaba. La 

tripsina de T. macdonaldi presentó una temperatura óptima de actividad de 65ºC y un pH óptimo 

de 8.0; para el caso de la quimotripsina presentó una temperatura y pH óptimos de 45ºC y 8.0, 

respectivamente. La tripsina de peces marinos muestra una actividad óptima entre 40ºC – 70ºC 

y un pH entre 7.0 y 10.0, mientras que la quimotripsina exhibe una actividad óptima de 40ºC y 

65ºC y a un pH en un rango de 7.5 y 9.0 (Shahidi & Janak, 2001; Kurtovic et al., 2006). Las 

diferencias de temperatura y pH óptimos se asocian con diferencias de los factores abióticos del 

hábitat de una especie de pez en particular, así como las modificaciones en los sustratos o 

condiciones utilizadas en los procedimientos analíticos, como preparaciones de los extractos 

enzimáticos y tiempos de incubación (Scopes, 2002; Zhou et al., 2011a; Solovyev et al., 2018). 

En la actualidad las proteasas constituyen el grupo más importante de enzimas utilizadas en la 

industria a nivel mundial, sin embargo, la mayoría de las proteasas en el mercado son de origen 

bovino o porcino. Las proteasas de organismos acuáticos presentan mejores características 

bioquímicas y catalíticas que sus homologas de organismos terrestres (Simpson, 2000). El 

aprovechamiento de los subproductos de la pesca no solo es importante por la recuperación de 

enzimas, también puede contribuir de manera significativa a la reducción de la contaminación 

local. El estudio de las enzimas digestivas presentes en el tracto gastrointestinal de totoaba 

contribuyó a comprender mejor su fisiología digestiva, que, a su vez, será útil para mejorar las 
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dietas balanceadas actualmente disponibles para esta especie. El tracto digestivo de T. 

macdonaldi podría convertirse en un subproducto valioso al final del ciclo de producción y 

podría tener aplicaciones industriales potenciales. 

En los últimos años, se han realizado numerosos avances en el desarrollo de dietas 

balanceadas para peces en acuacultura, y con el surgimiento de nuevas especies potenciales, 

existe una clara necesidad de formular dietas específicas para cada especie que se cultiva (Nates, 

2016). Generalmente los requerimientos proteicos en las especies de peces carnívoros varían 

entre 30% a 55% de proteína cruda en su dieta, según la especie a cultivar, la edad, la fuente 

proteica y las condiciones ambientales (NRC, 2011). La formulación de alimento balanceado 

debe considerar un contenido adecuado de proteína ya que es utilizada fundamentalmente para 

mantenimiento de los organismos vivos, para la síntesis de músculo y tejidos, crecimiento, e 

inclusive la formación de nuevas estructuras proteicas. El éxito en el adecuado desempeño 

biológico de los organismos en cultivo depende en gran medida de una adecuada formulación y 

elaboración de dietas, pero también de estrategias de alimentación óptimas para los diversos 

sistemas de cultivo (Lekang, 2015). A la fecha se han realizado numerosos estudios con peces 

carnívoros, evaluando el efecto del reemplazo de la harina de pescado con distintas fuentes 

proteicas en dietas balanceadas, teniendo como principal objetivo el no afectar negativamente 

el crecimiento de los organismos y reducir el costo de producción para incrementar la 

sustentabilidad de la producción acuícola (Oliva-Teles y Peres, 2015). Los ingredientes 

utilizados en acuacultura pueden evaluarse mediante una variedad de pruebas químicas y 

biológicas. Sin embargo, el mejor método para evaluar la calidad nutricional de dietas 

formuladas es alimentarlas a peces y comparar sus respuestas con las de peces alimentados con 

una dieta control, de valor nutricional conocido (Bureau, 2011). 

Totoaba macdonaldi es una especie marina carnívora que responde efectivamente al 

alimento balanceado. Diversos estudios han reportado resultados alentadores en su desempeño 

biológico e índices de utilización del alimento muy efectivos (Bañuelos-Vargas et al., 2014; 

Trejo-Escamilla et al., 2016; Fuentes-Quesada et al., 2018; Mata-Sotres et al., 2018), por tales 

motivos, se considera que esta especie tiene un excelente potencial para su producción intensiva. 

El presente estudio mostró que las mezclas de proteínas alternativas, basadas en 

concentrado de proteína vegetal, subproductos de origen animal y de organismos unicelulares, 
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pueden reemplazar parcialmente la harina de pescado en dietas balanceadas para Totoaba 

macdonaldi. De las tres mezclas proteicas evaluadas sólo hasta el 33% de reemplazo de la harina 

de pescado fue viable, sin presentar efectos adversos en el crecimiento o supervivencia, 

utilizando aquellos en los que Arthrospira sp. (mezcla Arthrospira sp.) y SPC (mezcla SPC) 

fueron los componentes de mayor proporción. Peces carnívoros alimentados con mezclas de 

proteínas alternativas, presentan crecimiento reducido con altos niveles (> 45%) de reemplazo 

de harina de pescado, sucediendo este efecto en diferentes especies como el pargo japonés 

(Pagrus major) con dietas de mezcla de soya fermentada y subproductos de vieiras (Kader et 

al., 2011), y la curvina gigante (Nibea japonica) en presencia de una mezcla de subproductos 

de ave y harina de plumas (Wu et al., 2018). Niveles de reemplazo limitados se han asociado 

típicamente con características inferiores de los alimentos proteicos utilizados, tales como mala 

palatabilidad y/o digestibilidad reducida, presencia de factores anti-nutricionales o deficiencia 

de aminoácidos. Los resultados del presente estudio demuestran que el crecimiento reducido de 

totoaba cuando fueron alimentados con altos niveles de la mezcla de Arthrospira sp. Pueden 

estar asociados con bajos niveles de digestibilidad, ello puede atribuirse a la compleja estructura 

de la pared celular de las microalgas y cianobacterias, que le da rigidez, o los polisacáridos no 

almidonados indigeribles que en ella se encuentran (Sili et al., 2012; Agboola et al., 2019). Se 

ha reportado una alta digestibilidad de Arthrospira sp. en dietas para Oreochromis niloticus, 

Clarias gariepinus, Catla catla y Labeo rohita, pero debe considerarse que estos organismos 

son herbívoros u omnívoros y que poseen un intestino extenso que les permite tener mayor 

tiempo para digerirlos nutrientes (Nandeesha et al., 2001; Teuling et al., 2017). En cambio, los 

peces carnívoros como T. macdonaldi poseen un intestino corto, afectando tanto la cinética de 

la digestión, por lo que explica que su alto nivel de inclusión en la dieta puede estar limitada, 

derivado de la baja tasa de crecimiento observada. Walker y Berlinsky (2011), reportaron 

resultados similares para Gadus morhua, observando que tanto el consumo de alimento como 

el crecimiento de los peces disminuye cuando aumenta el nivel dietario de una mezcla de 

microalgas Nannochloropsis sp. e Isochrysis sp. aumentando de 14.0 a 28.1% del peso seco en 

la dieta. En el presente estudio, el nivel viable de inclusión de Arthrospira sp. más alto (mezcla 

de Arthrospira sp. a un nivel de reemplazo de harina de pescado del 33%) correspondió al 

25.35% de la dieta. Curiosamente, estudios recientes mostraron que un nivel de inclusión similar 

(28.87% de harina de Arthrospira sp.) fue tolerado por la corvina roja (Sciaenops ocellatus) y 
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la lobina rayada híbrida (Morone chrysops♀x Morone saxatilis♂) (Perez-Velazquez et al., 2018, 

2019). La tolerancia fisiológica de los peces a la proteína de origen vegetal en dietas balanceadas 

depende de cada especie y del nivel de inclusión, debido a la presencia de factores anti-

nutricionales (Gatlin et al., 2007). Aunque algunos ingredientes derivados de las plantas, como 

el concentrado de proteína de soya (SPC), se caracteriza por una alta digestibilidad y 

componentes anti-nutriconales bajos, en comparación con a harina de soya (Yaghoubi et al., 

2016). Para los peces que pertenecen a la misma familia que la totoaba (Sciaenidae), es posible 

la inclusión de niveles relativamente altos de SPC en combinación con SBM (harina de soya). 

en este sentido la especie más estudiada es la corvina roja (Sciaenops ocellatus); por ejemplo, 

McGoogan y Galtin (1997) reportaron una sustitución exitosa del 90% de harina de anchoveta 

por SBM, correspondiendo a un 66.64% en peso de la dieta, el cual es la más alta inclusión 

reportada para esta especie. En otros estudios se ha reportado que el utilizar SPC solo o en 

combinación con SBM, se puede reemplazar la harina de pescado entre un 50 a 86% sin afectar 

el crecimiento y la utilización del alimento (Rossi et al., 2015, 2017; Minjarez-Osorio et al., 

2016). En la corvina amarilla (Larimichthys crocea), se logró el reemplazo total de harina de 

pescado utilizando una dieta que contenía 44.73% de SPC y 13.0% de SBM (Wang et al.,2017). 

Por otra parte, la corvina de aleta corta (Cynoscion parvipinnis) aceptó de manera eficaz una 

dieta que contenía 42.5% de SPC en peso seco, al reemplazar un 75% de harina de menhaden, 

además aceptó niveles bajos de SBM (33.1%) al reemplazar un nivel del 50% de harina de 

menhaden (Minjarez-Osorio et al., 2016). En totoaba, un estudio reciente utilizando SPC, 

reportaron que las dietas que contenían hasta un 30% de reemplazo de la harina de pescado, no 

exhibieron efectos adversos en crecimiento y supervivencia (Trejo-Escamilla et al., 2016). 

Además, Fuentes-Quesada et al. (2018) describieron los cambios en la morfología del intestino 

distal de totoaba alimentados con distintos niveles de SBM dietario, encontrando que incluso en 

el nivel más bajo evaluado (22%: 16% SBM + 6% SPC), alteraciones morfológicas del intestino 

distal los cuales son asociados típicamente con enteritis, seguido de un reducido crecimiento y 

pobre utilización del alimento. En la presente investigación, el nivel más alto viable para el 

reemplazo de la harina de pescado utilizando la mezcla de SPC fue de 33%, la cual tenía un 

contenido de 26% de SPC en peso seco. En el nivel posterior de reemplazo de harina de pescado 

(66%), la dieta contenía 37% de SPC, la cual aún se encontraba por debajo del nivel máximo de 

45%, previamente determinado (Trejo-Escamilla et al., 2016). Sin embargo, la diferencia en la 
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cantidad de SPC utilizada y las interacciones con los otros ingredientes proteicos presentes en 

la mezcla probablemente influenció en un crecimiento deficiente y bajo aprovechamiento del 

alimento. Por otra parte, en el presente estudio en comparación con los peces alimentados con 

la mezcla de Arthrospira sp. y mezcla de SPC, los peces alimentados con la mezcla de harina 

de sangre depositaron menos proteína cruda y grasa, coincidiendo con los efectos negativos que 

esta mezcla tuvo sobre el crecimiento. En general, la respuesta de diferentes especies de peces 

a las dietas con inclusión de harina de sangre ha sido muy variable, pero la mayoría de los peces 

no han podido tolerar niveles superiores al 20% de harina de sangre en las dietas (Abery et al., 

2001). Se sabe que la harina de sangre contiene altos niveles de hierro (2769 mg kg-1) y zinc 

(306 mg kg-1) (NRC, 2011). El hierro es un elemento traza que es esencial para la producción 

y el funcionamiento normal de hemoglobina, mioglobina, citocromos y muchos otros sistemas 

de enzimas. En vertebrados, el principal papel del hierro es como componente de la hemoglobina 

(Davis y Gatlin, 1996). El requerimiento de hierro en ciertos peces se ha establecido 

cuantitativamente en un rango de 30-170 mg/kg en la dieta (Lall, 2002). Por lo contrario, la 

deficiencia dietaria del hierro puede causar anemia y está caracterizada por un reducido 

crecimiento y bajos niveles de hemoglobina en peces (Lall, 2002). Las dietas para peces 

generalmente contienen altos niveles de ácidos grasos poliinsaturados de cadenas largas (LC-

PUFA), que son altamente susceptibles a las reacciones de oxidación cuando se exponen al aire. 

Dentro de este contexto, la oxidación de lípidos catalizada por hierro aumenta con la 

suplementación de hierro, lo que a su vez afecta negativamente la estabilidad del alimento. 

Además, el hierro es uno de los metales primarios involucrados en la oxidación de lípidos y el 

hierro ferroso es el catalizador más potente de lípidos por oxidación (Davis y Gatlin, 1996). La 

presencia de aceites oxidados hace que el alimento tenga un sabor desagradable, reduciendo el 

consumo (es decir, causa un problema de palatabilidad) y creando sabores indeseables en el 

pescado. Por lo tanto, se puede esperar que la suplementación de hierro ferroso (harina de 

sangre) en la dieta afecte la estabilidad de la dieta a través del aumento de la oxidación lipídica 

(rancidez). Desjardins et al. (1987) reportan que la suplementación de dietas con sulfato ferroso 

causó oxidación de lípidos catalizada por hierro en las dietas, aumentando la concentración de 

maldoaldehído (MA) con el aumento del nivel de hierro y, por ello, el efecto de la rancidez de 

la dieta y el exceso de hierro condujo a un deficiente crecimiento y alta mortalidad de la trucha 

arcoíris Oncorhynchus mykiss. Es oportuno mencionar que, en el presente estudio, no se 
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estimaron las concentraciones de hierro y zinc en las dietas. Sin embargo, se cree que la 

combinación de los altos niveles de hierro y zinc presentes en las dietas experimentales con 

mayor contenido de harina de sangre pudieron causar rancidez e indujeron un deficiente 

desempeño biológico y limitada utilizada del alimento en T. macdonaldi. De lo anterior se 

desprende que, como otros peces marinos, es probable que T. macdonaldi tampoco sea capaz de 

tolerar inclusiones por arriba de 20% de harina de sangre. Los resultados del presente estudio 

indican que, bajo estas condiciones experimentales, el 100% de reemplazo de la harina de 

pescado no fue viable con ninguna de las mezclas proteicas probadas, como lo indicaron las 

mortalidades en masa observadas a los 17 días de cultivo. No cabe duda de que la supervivencia 

fue resultado directo de la ingesta de alimento, y resultado de la limitada contribución 

nutricional de algunas de las formulaciones con 100% de reemplazo de harina de pescado. 

Badillo-Zapata et al. (2014) reportaron mortalidades en masa prematuras (día 15 de cultivo) 

para totoaba cuando se reemplazó el 100% de harina de pescado con subproductos de aves, por 

lo que se deduce que para esta especie no es factible 100% del reemplazo de harina de pescado 

al menos con los ingredientes evaluados. Un factor adicional que puede limitar la aceptación del 

alimento con alto reemplazo de harina de pescado es la palatabilidad, observándose una aversión 

al sabor de la dieta. Se ha reportado que los peces poseen órganos sensoriales como el sistema 

gustativo, proporcionando la evaluación final de las propiedades sensoriales y nutricionales de 

los alimentos cuando se encuentran en la cavidad bucal. Como resultado de estas pruebas orales, 

el alimento puede ser rechazado o ingerido. El tiempo durante el cual el alimento u objeto se 

mantiene en la boca antes de tragarlo o escupirlo se denomina tiempo de retención. Durante el 

tiempo de retención, el pez detecta y reconoce las sustancias, evaluando si es suficiente para 

garantizar su idoneidad como alimento. La duración de una respuesta gustativa suele ser 

relativamente corta y termina al tragar el alimento o ignorarlo, cuando se pierde interés en él 

(Kasumyan y Doving, 2003; Morais, 2016). Esto parece confirmar lo que reportan Monge-Ortiz 

et al. (2018) al reemplazar totalmente la harina de pescado en dietas para Seriola dumerii; estas 

consideraciones fundamentan lo observado en este estudio, T. macdonaldi también es selectiva 

en su alimentación. Las concentraciones de tripsina y quimotripsina en el tracto digestivo de 

totoaba no muestran tendencias claras, lo que puede explicarse por el hecho de que las mezclas 

evaluadas consistían en diferentes ingredientes proteicos con perfiles de aminoácidos variables. 

Rungruangsak-Torrisen et al. (2006) no encontraron una relación específica entre las actividades 
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de tripsina y quimotripsina durante la alimentación del salmón del Atlántico en su fase de 

crecimiento. Tripsina es altamente sensible a los inhibidores de proteasas o modificaciones en 

la actividad digestiva pueden ocurrir en individuos en respuesta a la disponibilidad del alimento. 

Por lo general, se observan variables respuestas en la actividad o concentración de estas 

proteasas entre las especies de peces cultivadas como resultado del reemplazo de la harina de 

pescado en la dieta; sin embargo, la evaluación de enzimas digestivas en una especie con 

potencial para la acuacultura puede ser útil en la selección de ingredientes proteicos y sus 

posibles restricciones, en términos de los niveles máximos y mínimos de inclusión para la 

formulación de alimentos balanceados. 

La proteína vegetal hidrolizada se ha convertido recientemente en una atractiva alternativa 

para el reemplazo de la harina de pescado debido a los pequeños péptidos de bajo peso molecular 

(< 5 kDa) y son, además, fácilmente absorbidos en el tracto digestivo (Hou et al., 2017). Los 

resultados de la presente investigación indican que juveniles de T. macdonaldi, alimentados con 

proteína de soya hidrolizada (HSP) a un nivel de reemplazo del 15% de harina de pescado 

tuvieron un desempeño en crecimiento, supervivencia y utilización del alimento adecuado y 

semejante con respecto a los peces alimentados con la dieta control. Sin embargo, el desempeño 

biológico y los índices de utilización del alimento de los peces alimentados con harina de HSP 

a un nivel de reemplazo del 25% fueron significativamente inferiores. Para el caso particular de 

los productos derivados de la soya, los niveles limitados de reemplazo se han asociado 

típicamente con características inferiores de estas fuentes de proteína, como la presencia de los 

factores anti nutricionales, la deficiencia de aminoácidos esenciales (lisina y metionina), entre 

otros compuestos, los cuales de manera conjunta pueden causar una inflamación no infecciosa 

en el intestino llamada “enteritis” conduciendo a una deficiente digestión y absorción de 

nutrientes especialmente en peces carnívoros (Kumar et al., 2020b). Existen varios estudios con 

variables resultados sobre el desempeño en crecimiento y los índices de utilización del alimento 

evaluando varios niveles de productos de soya en diferentes especies. Por ejemplo, Arriaga-

Hernández et al. (2021) reporta que el reemplazo del 15 a 45% de harina de pescado por SBM 

es viable en dietas para juveniles de Centropomus viridis sin afectar su crecimiento, 

digestibilidad o capacidad digestiva; para Sparidentex hasta, Yaghoubi et al. (2016) reportan 

que el máximo nivel de reemplazo de harina de pescado con productos de soya es entre 16.5 y 
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27.3%, debido a que los parámetros de crecimiento y de utilización del alimento se fueron 

deteriorando al incrementar los niveles de productos de soya en la dieta, en otro estudio Viana 

et al. (2019) indican que para Seriola dorsalis alimentados con dietas basadas en SBM con 

niveles de inclusión superiores al 10%, causa daños a la fisiología intestinal para esta especie, 

por lo que sugieren que SBM debe utilizarse con precaución. Estos resultados contrastantes 

indican que están asociados básicamente a la tolerancia de los peces hacia los productos 

derivados de la soya, el origen de la soya o de las técnicas de procesamiento y tecnologías para 

la elaboración de las dietas. 

Actualmente, la proteína de soya hidrolizada (HSP) es lo más novedoso, su proceso de 

refinamiento (hidrólisis enzimática y altas temperaturas) reduce la proteína a péptidos de bajo 

peso molecular (1-3 kDa), los cuales tienen la capacidad de ser absorbidos eficientemente por 

los peces, por tal motivo, aumenta el costo y limita su uso en alimentos acuícolas a gran escala 

(Singh et al., 2014; Hou et al., 2017; Debnath y Saika, 2021). Actualmente, falta información 

concerniente a la aplicación de HSP en alimentos acuícolas, aunque algunos estudios han 

demostrado que pueden promover eficazmente el crecimiento y eficiencia alimenticia. La 

proteína de soya hidrolizada puede reemplazar parcialmente a la harina de pescado en algunas 

especies, incluyendo al lenguado japonés (Paralichthys olivaceus) con 20% de reemplazo de 

HP (Mamauag et al.., 2011); el lenguado estrellado (Platichthys stellatus) con un 15-50% (Song 

et al., 2014) y el bagre plateado (Rhamdia quelen) hasta un 20% (Uczay et al., 2019). Por otra 

parte, el uso de la proteína de soya hidrolizada en otros estudios ha demostrado mejorar el 

crecimiento y la salud animal como lechones (Zhou et al., 2011b), pollos (Jiang et al., 2009, 

Wallace y Lang, 2010) y del pepino de mar (Song et al., 2011). Es importante mencionar que 

las variaciones de los hallazgos entre los peces y las especies terrestres posiblemente se deben 

a las diferencias en los requerimientos de nutrientes en la dieta, las estrategias de alimentación, 

las especies acuícolas, además, de las fracciones de péptidos y la concentración de proteína de 

soya hidrolizada. Se ha reportado que el exceso de HSP en la dieta puede causar saturación de 

los transportadores intestinales, de tal forma que da como resultado una rápida afluencia de 

péptidos luminales y concentración de aminoácidos libres, dando como resultado un 

antagonismo de absorción (Mamauag et al., 2011). Por tanto, esta puede ser una razón 

importante por el reducido crecimiento observado en los peces alimentados con HSP a un nivel 
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de reemplazo del 25%. De manera similar, también se ha reportado esta misma observación para 

Megalobrama amblycephala alimentado con proteína de semilla de algodón hidrolizada (Yuan 

et al., 2020). Los resultados de la presente investigación indican que totoaba es sensible al 

consumo de proteína de soya hidrolizada. Cabe señalar que, totoaba al ser un típico pez marino 

carnívoro ha demostrado cierta intolerancia a la proteína de soya simple o en una mezcla, 

produciendo cambios morfológicos en el instestino, así como un deteriorado desarrollo y 

utlización proteica; y las consecuencias se agravan a medida que aumenta el nivel inclusion 

(Trejo-Escamilla et al., 2017; Fuentes-Quesada et al., 2018; Villanueva-Gutiérrez et al., 2020b). 

En este sentido, también es probable que la proteína de soya hidrolizada utilizada contenía algún 

factor tóxico causando lesiones en el intestino y disminuyendo la capacidad para asimilar los 

nutrientes de la dieta. 

En el presente estudio, los juveniles de totoaba tienen una restringida capacidad para 

utilizar la harina de larvas de la mosca soldado negro de manera efectiva, ya que su inclusión 

en la dieta resultó en una disminución lineal del crecimiento y utilización del alimento. Estudios 

recientes reportan altos niveles de reemplazo de HP de 50 a 100% por harina de larvas de 

H.illucens sin una aparente reducción en el consumo de alimento y la consecuente reducción en 

crecimiento, incluso para peces carnívoros (Lock et al., 2016; Li et al., 2017; Renna et al., 2017; 

Wang et al., 2019). Sin embargo, algunos casos no fueron tan efectivos como se predijo, con un 

crecimiento y eficiencia alimenticia decreciente para el caso del esturión Siberiano (Acipenser 

baerii) (Caimi et al., 2020) y el lenguado (Psetta máxima) (Kroeckel et al., 2012). Además, 

Guerreiro et al., (2020a) reportan resultados similares para los juveniles de la corvina amarilla 

(Argyrosomus regius), un miembro de la misma familia que totoaba (Sciaenidae), cuando se 

alimentaron con un nivel de inclusión del 10% de BSFLM (correspondiente a un 25% de 

reemplazo de harina de pescado). Se ha sugerido que las variaciones en los productos derivados 

de la mosca soldado negro, así como la etapa de desarrollo larvario, sustratos de crecimiento 

(residuos de alimentos, frutas, vegetales, estiércol, granos), métodos de procesamiento utilizado 

para la producción de larvas y la presencia de quitina, podrían considerarse como los principales 

factores que contribuyan a explicar las diferencias específicas de especies en los peces que 

conducen a diferentes perfiles nutricionales (Tshirner y Simon, 2015; Caimi et al., 2020; 

Surendra et al., 2020; Zarantoniello et al., 2021). La presencia de quitina en la harina de larvas 
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de H. illucens podría ser una posible razón por su bajo valor nutricional para algunas especies 

de peces, lo que tiene como resultado efectos negativos sobre el crecimiento. Las especies 

silvestres de peces carnívoros comen principalmente peces y crustáceos, por lo tanto, pueden 

digerir la quitina. Cabe señalar que, la quitina de crustáceos se encuentra envuelta en una matriz 

de proteínas y minerales, principalmente calcio (Kumari et al., 2017); mientras que la cutícula 

de los insectos está formada por proteínas, lípidos y otros compuestos (Merzendorfer y Zimoch, 

2003). La quitina es un polímero de N-acetil-D-glucosamina, el componente principal del 

exoesqueleto y endoesqueleto de los insectos. Además, el contenido de quitina de las prepupas 

y pupas de la mosca soldado negro es rico en quitina (11%), en comparación con las larvas (8%), 

lo que indica que la producción de quitina aumenta en estas etapas (Finke 2013; Soetemans et 

al., 2020). Por otra parte, se ha reportado que la quitina es una fibra muy insoluble y no digerible 

que contribuye a aumentar el volumen fecal y a ralentizar el tiempo de retención de las heces, 

lo que limita la accesibilidad de las enzimas digestivas (proteasas) a los sustratos (Gasco et al., 

2019; Guerreiro et al., 2020a). Por lo tanto, afecta la absorción de nutrientes y la digestibilidad 

resultando en una disminución del crecimiento de los peces. Por ejemplo, el uso de la harina de 

BSFL en cierto sentido puede ser problemática debido a la digestibilidad de la quitina o la baja 

actividad de la quitinasa, causando una reducción en la ingesta del alimento y el crecimiento del 

lenguado (Psetta maxima) (Kroeckel et al., 2012), dorada (Sparus aurata) (Karapanagiotidis et 

al., 2014) y la corvina (Argyrosomus regius) (Guerreiro et al., 2020a). Por otro lado, la presencia 

de quitina en larvas de H. illucens no implica que necesariamente altos niveles de inclusión de 

BSFLM en la dieta sean indigeribles o que no se pueda producir peces de alto rendimiento 

(Fisher et al., 2020, Nairuti et al., 2021). En general, las discrepancias en el desempeño biológico 

entre los bioensayos podría estar relacionadas con los diferentes niveles de tolerancia de las 

larvas de H. illucens entre las diferentes especies de peces, así como con las diferentes ciclos de 

vida de los peces utilizados en los experimentos. Aunque el contenido de quitina de las larvas 

de H. illucens no se evaluó en el presente estudio, es posible que contribuya al bajo rendimiento 

observado en los altos niveles de inclusión de BSFLM. La inclusión de la harina de larvas de H. 

illucens en las dietas experimentales del presente estudio no tuvo un efecto sobre el contenido 

de proteína cruda, lípidos, humedad y cenizas en el tejido muscular de los juveniles de totoaba, 

una tendencia similar se ha observado en otras investigaciones, por ejemplo, un cultivo 
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experimental de la carpa Jian (Li et al., 2017), carpa herbívora (Lu et al., 2020) y el salmón del 

Atlántico (Belghit et al., 2019).  

El intestino de los peces desempeña una función importante en la digestión y absorción 

de nutrientes, dependiendo básicamente de la función de enzimas digestivas, especialmente 

aquellas que se encuentras en los ciegos pilóricos y el borde de cepillo del intestino hidrolizando 

los nutrientes de los alimentos para que puedan ser abosrbidos por los enterocitos; además, es 

paricularmente sensible a los componentes de la dieta (Rust, 2002; Sunde et al., 2004).  La alta 

actividad proteolítica y presencia de tripsina y quimotripsina para digerir la proteína de las 

dietas, en peces carnívoros como la totoaba, ha sido reportada previamente (Villanueva-

Gutiérrez et al., 2020a). La influencia de la proteína dietaria sobre la actvidad enzimática del 

tracto digestivo de los peces es bien conocida, sin embargo, su efecto a nivel molecular sobre 

estas enzimas aún es objeto de investigación (Yúfera et al., 2018; Santos et al., 2020). El estudio 

del nivel de expresión génica de las enzimas digestivas proporciona una estimación de la 

capacidad digestiva de los peces en diferentes tratamientos dietarios, por tanto, la conversion 

alimenticia en tejido corporal será más (o menos) eficaz en los peces. Los genes involucrados 

en la digestión están principalmente regulados a nivel transcripcional y sus perfiles de expresión 

parecen fluctuar dependiendo de la composición del alimento (Kortner et al., 2011; Yúfera et 

al., 2018). Por lo tanto, el análisis de los perfiles de tripsina y quimotripsina podría utilizarse 

como indicador del estado nutricional y para evaluar los efectos de diversos regímenes de 

alimentación y dietas en los peces. En el presente estudio, la expresión relativa de tripsina y 

quimotripsina aumentó con el incremento de los niveles de reemplazo de la harina de pescado 

por la proteína de soya hodrolizada. Se ha demostrado que los hidrolizados de proteínas, en 

particular los pequeños péptidos, alteran la digestión y absorción en un cultivo celular (Nobile 

et al., 2016). En consecuencia, en el presente estudio, la inclusión de HSP aumentó el nivel de 

expresión de tripsina y quimotripsina en los ciegos pilóricos e intestino anterior, lo cual podría 

estar asociado con el alto nivel de péptidos en HSP. Por otra parte, Lilleeng et al. (2007), 

encontraron que el tejido pancréatico del salmón del Atlántico alimentado con una dieta con 

SBM, los componentes anti nutricionales en la soya pudieron regular de manera positiva la 

expresión génica de la tripsina. Estos hallazgos de cierta forma apoyan estudios previos en los 

que bajas cantidades de sustancias alergénicas en proteínas vegetales pueden provocar 
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reacciones de hipersensibilidad ligadas a la expresion de genes en el tracto digestivo de los peces 

(Tacchi et al., 2012). 

Existe escaso conocimiento sobre los efectos de la harina de larvas H. illucens sobre las 

enzimas digestivas de los peces (Guerreiro et al., 2020b). En el presente estudio, la expresión 

de tripsina y quimotripsina no presentó una diferencia significativa entre los tratamientos al 

reemplazar a harina de pescado por BSFLM. Sin embargo, los patrones de expresión génica de 

estas enzimas entre los tratamientos dietarios coinciden con las tendencias de crecimiento. En 

este sentido, aparentemente existe una coincidencia entre los cambios en la expresión del ARNm 

y la respuesta del crecimiento de T. macdonaldi. Esto puede indicar que los juveniles de T. 

macdonaldi son suceptibles a BSFLM, ya que posiblemente contiene algunos compuestos 

tóxicos que fueron adversos para la totoaba. En estudios previos, se ha sugerido que es 

perjudicial el exceso de quitina en los productos de H. illucens (Kroeckel et al., 2012; Guerreiro 

et al., 2020a; Fischer et al., 2022); por lo tanto, los hallazgos de este estudio podrían apoyar este 

concepto dado que no fueron exitosos los reemplazos de 25 y 40% de harina de pescado por 

BSFLM en dietas para totoaba. 
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IV. CONCLUSIONES 

 Los resultados obtenidos determinaron que el peso molecular de tripsina y quimotripsina 

de Totoaba macdonaldi fueron de 24.1 y 25.9 kDa, respectivamente. 

 La temperatura óptima de actividad de tripsina y quimotripsina fue de 65ºC y 45ºC 

respectivamente y a un pH óptimo de 8.0. 

 Los pesos moleculares, temperatura y pH óptimos para la actividad enzimática de 

tripsina y quimotripsina de totoaba son semejantes a otras especies de peces marinos y 

de agua dulce.  

 Las mezclas de Arthrospira sp. y SPC, pueden sustituir al menos 33% de harina de 

pescado en la dieta de juveniles de totoaba, sin afectar negativamente el crecimiento o 

la supervivencia.  

 Los peces alimentados con la mezcla que contenía principalmente harina de sangre se 

desempeñaron pobremente.  

 En este estudio y bajo estas condiciones experimentales, el 100% del reemplazo de la 

harina de pescado no es viable con ninguna de las dietas probadas, como lo indican las 

mortalidades en masa observadas.  

 Juveniles de totoaba alimentados con proteína de soya hidrolizada a un nivel de 

reemplazo del 15% de harina de pescado tuvieron un desempeño en crecimiento, 

supervivencia y utilización del alimento adecuado y semejante con respecto a los peces 

alimentados con la dieta control. 

 El reemplazo del 25 o 40% de la harina de pescado por harina de larvas de la mosca 

soldado negro no tuvo éxito. Sin embargo, la totoaba puede tolerar niveles inferiores al 

25% de la harina de larvas de Hermetia illucens, tal vez incorporando previamente un 

tratamiento de hidrólisis para la harina de larvas, lo cual vale la pena investigar más a 

fondo. 

 Los resultados de esta investigación proporcionan información esencial que promueve 

el uso de fuentes alternativas de proteínas mixtas para el reemplazo de la harina de 

pescado para esta especie, logrando un avance de información para una futura 

investigación sobre este tema. 
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V. RECOMENDACIONES 

 Purificar tripsina y quimotripsina mediante métodos cromatográficos con el fin de 

estudiar su forma pura en relación a su estructura molecular, características funcionales 

y potencial bioquímico.  

 Las enzimas (tripsina y quimotripsina) presentes en el tracto digestivo de totoaba deben 

recuperarse en su forma activa y estable para su posterior uso comercial. 

 Realizar evaluaciones del sistema digestivo, como el análisis del hígado y las 

alteraciones morfológicas del intestino anterior, medio y posterior mediante técnicas 

histológicas, con el propósito de evaluar posibles influencias de los distintos ingredientes 

proteicos. 

 No descartar el uso de menores niveles (< 25%) de reemplazo de harina de pescado por 

harina de larvas de Hermetia illucens como una opción para la elaboración de dietas para 

juveniles de Totoaba macdonaldi.  

 Incorporar un tratamiento de hidrólisis para la harina de larvas de la mosca soldado negro 

(H. illucens) para mejorar el balance de nutrientes y aspectos físicos de las dietas, con lo 

cual podría mejorar los resultados en términos de los parámetros de crecimiento de 

totoaba.  
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