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Resumen de la tesis que presenta Vladimir Nicolás Muñoz Kuehne como requisito parcial para la 
obtención del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura. 

 

Contribución del biofloc inoculado con diferentes probióticos sobre el crecimiento y niveles de 
actividad enzimática digestiva en juveniles de tilapia (Oreochromis niloticus Var SPRING) 

 

Resumen aprobado por: 

__                                                                        __________________ 

 Dr. Juan Pablo Lazo Corvera    Dr. Mario Alberto Galaviz Espinoza 

                                                                         Codirector de tesis                            Codirector de tesis 

El presente estudio evaluó la actividad enzimática intestinal de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus var 
SPRING) cultivada en tanques con tecnología biofloc (BFT) inoculados con probióticos comerciales. Cuatro 
tratamientos con biofloc, un control negativo y un control positivo se manejaron en tanques al aire libre 
de 310L: los tratamientos con BFT inoculado con el probiótico comercial Eco-aquablend® por cuatro (T1) 
y ocho semanas (T2). Así mismo, el probiótico comercial Eco-aquaprotect® se inoculo por cuatro (T3) y 
ocho semanas (T4), el control negativo uso agua limpia (C-) sin biofloc, con recambios de agua del 20% 
diario; el control positivo (C +) uso biofloc pero no se agregó probiótico. Todos los tanques fueron 
alimentados con 32% de proteína y 06% de lípidos. Cada tanque contenía 30 peces con un peso inicial de 
11,66 g ± 2,43 g. La relación de alimentación se ajustó de 6 a 2% de la biomasa total, los peces fueron 
alimentados 2 veces al día. Se agregó harina de maíz y melaza en los tanques BFT para mantener una 
relación C: N la cual se fue modificando de 20: 1 a 10: 1 a lo largo del experimento. El sólido suspendido 
total (TSS) se mantuvo en alrededor de 50 mg l-1 en tanques de BFT. Las enzimas leucina aminopeptidasa, 
quimotripsina, tripsina, proteasas alcalinas totales, fosfatasa y α-amilasa fueron evaluadas en intestinos 
de tilapia del Nilo utilizando sustratos específicos para cada enzima. Las tilapias criadas en BFT mostraron 
un mejor rendimiento de crecimiento. La supervivencia de los peces fue del 96%. La producción neta de 
biomasa fue un 43% más alta que en los tanques de control negativo, lo que confirma la utilización de 
biofloc por los peces como alimento. No hubo diferencia en el crecimiento / producción de peces entre 
T1, T2, T3 y C+. El crecimiento fue significativamente mayor para T4 (P <0.05). No se encontraron 
diferencias significativas en las concentraciones de amonio, nitrito y nitrato entre los tratamientos. T4 
mostró una mayor actividad en tripsina, quimotripsina, fosfatasa y α-amilasa; para las proteasas alcalinas 
totales, la mayor actividad fue para T1, T2 y T4, sin encontrar diferencias significativas entre estos 
tratamientos. El control negativo mostró la mejor actividad enzimática para Leucina. El uso del probiótico 
comercial (Eco-aquablend®) durante ocho semanas en un sistema BFT parece aumentar la producción de 
varias enzimas intestinales. Por lo tanto, la energía metabólica se usó de manera más eficiente para 
aumentar el crecimiento en la tilapia criada en BFT inoculada con este producto. Del mismo modo, se 
mejoró el costo-beneficio utilizando estos productos en el cultivo de biofloc de tilapia. 

 
 
 
 
 
 
Palabras clave: Enzimas digestivas, biofloc, probióticos, Oreochromis niloticus 
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Abstract of the thesis presented by Vladimir Nicolás Muñoz Kuehne as a partial requirement to obtain the 
Master of Science degree in Aquaculture. 

 
Contribution of biofloc inoculated with different probiotics on the growth and levels of digestive 

enzymatic activity in juvenile tilapia (Oreochromis niloticus Var SPRING) 

 

Abstract approved by: 

__                                                                        __________________ 

 Dr. Juan Pablo Lazo Corvera    Dr. Mario Alberto Galaviz Espinoza 

                                                                                Thesis Codirector                                    Thesis Codirector  

The present study evaluated the intestinal enzymatic activity of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) cultured 
in tanks with biofloc technology (BFT) innoculated with commercial probiotics. Four biofloc treatments, a 
negative and a positive control were managed in 310L outdoor tanks: BFT with a commercial probiotic (Eco-
aquablend®) for four (T1) and eight weeks (T2); BFT with a commercial probiotic (Eco-aquaprotect®) for 
four (T3) and eight weeks (T4), and clean water negative control (C-) with no biofloc and water exchange 
of 20% daily; positive control (C+) with biofloc but no probiotic was added (Table 1). All tanks where fed with 
32% crude protein and 06% lipids. Each tank contained 30 fish with an initial weight of 11.66 g ± 2.43g. 
Feeding ratio was adjusted from 6 to 2% of the total fish biomass daily in each tank. Cornmeal and molasses 
where added in BFT tanks to maintain a C:N ratio from 20:1 to 10:1. The total suspended solid (TSS) was 
maintained at around 50 mg l-1 in BFT tanks. Leucine aminopeptidase, chymotrypsin, trypsin, total alkaline 
proteases, phosphatase and α-amylase enzymes where evaluated from intestines of Tilapia using specific 
substrates for each enzyme. Tilapias reared in BFT showed better growth performance. Fish survival was 
96%. Net fish production was 43% higher in BFT tanks than in the negative control tanks confirming the 
utilization of biofloc by fish as food. There was no difference in fish growth/production among T1, T2, T3 
and C+. Growth was significantly higher for T4 (P<0.05). No significant differences in ammonia, nitrite and 
nitrate where found among treatments. T4 showed higher activity in Trypsin, Chymotrypsin, Phosphatase 
and α-amylase; for total alkaline proteases, the higher activity were for T1, T2 and T4, with no differences 
among this treatments. Negative control showed the best enzymatic activity for Leucine. The use of the 
commercial probiotic (Eco-aquablend®) for eight weeks in BFT system seems to increase the production of 
several intestinal enzymes. Therefore, metabolic energy is used more efficiently to increase growth in tilapia 
reared in BFT inoculated with this product. Likewise, the cost-benefit was enhanced using this products on 
tilapia biofloc culture.  
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Capítulo 1. Introducción 

 

1.1. Introducción general 

La industria acuícola ha crecido rápidamente desde la década de los 70’s, a un ritmo aproximado del 9% 

por año. La producción acuícola mundial de pescado representó el 44.1% de la producción total de 

productos acuáticos en el 2016 (FAO, 2016). Este crecimiento ha generado polémica a la industria acuícola, 

ya que esta actividad ha contribuido a la degradación y contaminación ambiental. Por lo tanto, es de crucial 

importancia mejorar las prácticas y manejo de los cultivos, dándoles una dirección más ecológica. Entre 

los principales problemas de la actividad acuícola, se encuentran la alta dependencia en proteínas y lípidos 

provenientes de la harina y aceite de pescado (i.e., recursos no sustentables), los altos costos de terreno 

para producción y la falta de agua (Emerenciano et al. 2013). Actualmente los peces de origen 

dulceacuícola (i.e., carpas y tilapias) son el principal grupo de especies de la producción piscícola mundial 

(FAO, 2016).  

En este contexto, la tilapia es el pez de agua dulce con mayor importancia comercial en México. En los 

últimos años esta especie se ha cultivado a lo largo de todo el país en diferentes cuerpos de agua, 

generando una amplia variedad de nichos económicos, llegando a representar más del 60% de la 

producción dulceacuícola nacional (Apun et al. 2009). La tilapia es una especie de zonas tropicales y 

subtropicales, es un pez omnívoro, lo que quiere decir que se alimenta tanto de fuentes vegetales como 

animales. Es resistente a enfermedades, variaciones de temperatura, oxígeno y concentraciones altas de 

compuestos nitrogenados (Tengjaroenkul et al.  2000; Apun et al. 2009; Pérez-fuentes et al. 2016). Debido 

a su alta resistencia, la tilapia se ha podido cultivar en agua de mar. Sin embargo, la forma cada vez más 

popular para la producción de esta especie es a través de la intensificación de su cultivo en sistemas de 

agua dulce. 

Los sistemas intensivos acuícolas han demostrado ser eficientes en producción de altas densidades de 

biomasa de peces y crustáceos en espacios reducidos, sin embargo, las altas densidades pueden provocar 

problemas como la acumulación de desechos nitrogenados derivados del alimento y excreciones de los 

organismos cultivados, los cuales pueden llegar a ser tóxicos dependiendo de su tipo y concentración 

(Avnimelech, 2007). Los organismos que están siendo cultivados a altas densidades, necesitan  la adición 

de altas cantidades de alimento, por lo que la calidad del agua se puede ver afectada directamente debido 
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a las altas concentraciones de materia orgánica en el sistema (Ekasari, et al. 2010). Avnimelech y Ritvo 

(2003) mencionan que solamente del 20% al 30% del alimento suministrado es asimilado por los peces, el 

resto se acumula en el sistema como materia orgánica (alimento no consumido y heces). Se sabe que el 

alimento representa el 50% o más del gasto de producción de un cultivo. Si se quiere alcanzar una 

acuicultura sustentable es necesario mejorar no solo la calidad del alimento, sino también las prácticas 

alimenticias. El alimento vivo o natural encontrado en las bio-peliculas y biofloculos ha demostrado 

proveer una gran parte de los requisitos nutricionales en un cultivo semi-intensivo de camarón (Mart et 

al. 2012). Así mismo, el uso de tecnologías biofloculantes o bioflocs (BFT), han demostrado reducir los 

impactos ambientales negativos generados por los organismos acuícolas al reutilizar el nitrógeno libre del 

agua (Crab, et al. 2007). 

Los sistemas biofloculantes combinan la remoción de desechos nitrogenados y nutrientes con producción 

de biomasa microbiana, la cual puede servir como alimento para la tilapia (De Schryver, et al. 2008). Los 

nutrientes se convierten en biomasa microbiana que al llegar a un densidad adecuada puede ser 

consumida por los organismos cultivados reduciendo de esta manera el uso de alimentos formulados 

(Avnimelech, 2007; Ekasari, et al. 2010). Estos flóculos pueden llegar a alcanzar una corpulencia de hasta 

1000 um, siendo de un tamaño adecuado para que las tilapias en el cultivo puedan consumirlos. De 

acuerdo con De Schryver, et al. (2008), solo del 2 al 20% de la fracción orgánica de los flóculos están 

constituidos por células microbianas vivas, mientras que el total de materia orgánica puede ser entre 60 a 

70% y la materia inorgánica del 30 al 40%. Debido a que la masa microbiana presenta una densidad de 

alrededor de 1.0 g de peso húmedo por mililitro de floc, estos tienden a sedimentarse lentamente, lo cual 

permite su fácil captura por los organismos en el cultivo. 

Si el biofloc es utilizado como alimento en la acuicultura puede conllevar varios beneficios en los sistemas 

de producción ya que es un alimento que se encuentra disponible las 24 horas del día, lo que podría reducir 

sustancialmente los gastos por alimentación, que como ya se mencionó pueden llegar a ser hasta del 50% 

del costo total de producción. La calidad de agua mejora debido a la constante producción de biomasa 

bacteriana, la cual transforma el nitrógeno del sistema, manteniendo bajos los niveles de nitrógeno 

potencialmente dañino en el agua (Martínez-Córdova, et al. 2009). 

Avnimelech (2007) menciona que para el desarrollo adecuado del biofloc se necesita la adición constante 

de una fuente de carbono como glucosa, sacarosa, melaza, glicerol o dextrosa para que las bacterias en el 

sistema puedan usarlo como sustrato energético para sus procesos metabólicos. Azim y Little (2008) 

proponen que incrementar la relación carbono: nitrógeno (C:N) promueve la conversión del nitrógeno 



3 
 

libre en biomasa bacteriana la cual está disponible para el consumo de los organismos del cultivo en el 

sistema. Una relación C:N > 10:1 se considera óptima para el crecimiento bacteriano, donde el nitrógeno 

es inmovilizado dentro de la célula bacteriana, mientras que los sustratos orgánicos (azúcar, celulosa o 

almidón) son metabolizados para producir energía y crecimiento (Avnimelech, 1999). Sin embargo, la carga 

microbiana dentro del sistema biofloc es muy dinámica. Los flóculos microbianos están compuestos de 

una mezcla heterogénea de microorganismo (formadores de floc y bacterias filamentosas), partículas, 

coloides, polímeros orgánicos, cationes y células muertas entre otras (Jorand, et al. 1995). 

Dentro de los flóculos se pueden encontrar bacterias benéficas tales como Bacillus y Lactobacillus (Anand 

et al. 2014). Asi mismo, se han encontrado veintidós tipos de clorofila y carotenoides dentro de un sistema 

de biofloc con camarón blanco Litopenaeus vannamei (Ju, et al. 2008). Estos organismos se conocen como 

probióticos los cuales ayudan a controlar y balancear los niveles de bacterias tanto benéficas como 

potencialmente patógenas dentro de la microbiota intestinal de los organismos. Se ha reportado que  los 

probióticos “influyen positivamente en procesos como la digestión, inmunidad y resistencia a 

enfermedades” (Monroy Dosta, et al.2012 en Hernández, 2014).  

Además de ser alto en concentración de proteínas, ácidos grasos poliinsaturados y altamente insaturados 

(PUFA y HUFA) (Mart, et al. 2012), el biofloc es una fuente rica en promotores de crecimiento y compuestos 

bioactivos, así como vitaminas y aminoácidos esenciales (Ju et al. 2008), los cuales promueven la actividad 

de enzimas digestivas como proteasas y lipasas. Por su parte, Epp, et al. (2002) demostraron que los 

camarones podían utilizar los aminoácidos encontrados en el biofloc para la síntesis de proteínas, 

indicando que es posible sustituir en parte la harina de pescado en dietas para camarón. Así mismo las 

enzimas pueden ser utilizadas para promover los valores nutritivos del alimento para peces ya que 

aumentan su digestibilidad. De forma natural las enzimas pueden transformar compuestos complejos del 

alimento en nutrientes más simples y más asimilables. Los organismos poseen enzimas endógenas 

localizadas en el sistema digestivo y estas enzimas ayudan a romper moléculas orgánicas complejas como 

la celulosa, almidón o la proteína, en sustancias mucho más simples. Es por esto que la adición de enzimas 

en el alimento pueden mejorar su utilización (Soltan, 2009). Si las enzimas son agregadas al medio de 

cultivo estas pueden ayudar a mejorar la calidad de agua a través de la biodegradación de materia orgánica 

proveniente de las heces, alimento no consumido, células muertas, entre otros  (Sesay, et al. 2006). 

Es por esto, que en el presente trabajo se cultivó tilapia, Oreochromis niloticus (Var SPRING) en sistema 

tipo biofloc, el cual fue adicionado con dos probióticos comerciales (Eco-aquablend® y Eco-aquaprotect®) 

directamente al agua de los tanques. Posteriormente se evaluó el efecto combinado de estos probióticos 



4 
 

con el sistema tipo biofloc, en la actividad enzimática intestinal de las tilapias y se relacionó esta actividad 

con el crecimiento y factores de condición de las tilapias. 

 

1.2. Antecedentes 

Daniel y Nageswari (2017) hicieron una revisión de los trabajos relacionados al uso de probióticos 

exógenos en sistemas tipo biofloc y el impacto que estos tienen en el cultivo de animales acuáticos. 

Mencionan que recientemente se están usando probióticos aislados recientemente o la combinación de 

varios probióticos bien conocidos que puedan aportar beneficios a los organismos cultivados, tales como 

mejorar la sobrevivencia, aumentar el crecimiento, reducir la presencia de microorganismos patógenos, 

mantener la calidad de agua y en consecuencia, la reducción de costos de producción. Sin embargo, 

comentan que, debido a la poca información disponible, se ha vuelto de gran importancia desarrollar 

investigación sobre los efectos que tienen en conjunto los probióticos y biofloc sobre mejoramiento del 

crecimiento y la respuesta inmune de los animales cultivados. 

La empresa Eco Technology Solutions maneja varios productos para el mejoramiento de sistemas 

acuícolas. Por lo que en el presente trabajo se seleccionaron dos probióticos comerciales (Eco-

Aquaprotect® y Eco-Aquablend®) los cuales están diseñados para mejorar la calidad de agua y evitar la 

proliferación de organismos patógenos en los sistemas por: 

a) La competencia por recursos.  

b) La antibiosis inducida por producción de altas concentraciones de bacteriocinas.  

c) La inhibición de señalizadores de población (quorum-quenching).  

Se ha observado que su administración oral tiene un efecto probiótico el cual ayuda a estimular el sistema 

inmune de la especie acuícola cultivada haciéndola más resistente al ataque de patógenos al colonizar el 

tracto digestivo. Incrementa el aprovechamiento del alimento balanceado por su alto contenido de 

enzimas y nutrientes.  Apoya también en la disminución de compuestos nitrogenados de la columna de 

agua. Ayuda a eliminar el uso de los costosos antibióticos y químicos desinfectantes que son la causa de 

rechazo en algunos mercados logrando así un manejo más sustentable del cultivo.  

Long et al. (2015) realizaron un experimento en tilapia del Nilo genéticamente mejorada (GIFT), en el cual 

evaluaron los efectos del biofloc sobre el crecimiento, actividad de las enzimas digestivas, parámetros 
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hematológicos y respuesta inmune por un periodo de 8 semanas. Los autores mantuvieron un valor de 15 

para la relación C:N, la luz de las unidades experimentales fue controlada para impedir el crecimiento de 

microalgas, las cuales pudieran modificar los parámetros de calidad de agua y no llevaron a cabo recambios 

de agua más que en el grupo control. Como resultado encontraron que los niveles de nitritos y nitratos 

fueron menores en los sistemas con biofloc. La sobrevivencia fue del 100%, el uso de biofloc incremento 

la tasa de crecimiento especifico y el rendimiento neto. Así mismo, el peso individual final, ganancia en 

peso y la tasa de eficiencia proteica fue mayor comparada al grupo control, mientras que la tasa de 

conversión alimenticia fue menor en los tratamientos con biofloc. En lo que a actividad enzimática 

corresponde, la actividad de amilasa intestinal y la de lipasas en el hígado, fueron mayores en los 

tratamientos con biofloc. Los valores de los parámetros hematológicos (conteo de glóbulos blancos, rojos 

y niveles de hematocrito y hemoglobina) no mostraron diferencias significativas entre tratamientos. Sin 

embargo, la actividad del suero glutationina peroxidasa y lisozimas fue considerablemente mayor en los 

tratamientos con biofloc. Todos estos resultados demostraron que el cultivo de tilapia del Nilo en sistemas 

con biofloc, mejora el crecimiento, la actividad enzimática digestiva, la respuesta inmune de los peces y 

mantiene los parámetros de calidad de agua dentro de los rangos aceptables para el cultivo de esta 

especie. 

Por su parte, Luo et al. (2014) evaluaron el crecimiento, actividad de las enzimas digestivas, bienestar 

(actividad enzimática T-SOD, LYZ y ALP) y viabilidad económica entre un sistema de recirculación de agua 

(RAS) contra un sistema tipo biofloc (BFT) cultivando tilapia genéticamente modificada (Oreochromis 

niloticus var SPRING). Los organismos fueron alimentados con una dieta comercial (Shanghai Nong Hao 

Special Feed Co., Ltd., Shanghai, China) la cual contenía 44% proteína cruda y 8.0% lípidos. En su trabajo 

concluyeron que los peces en cultivo BFT crecieron más rápido, obtuvieron sobrevivencias de 100% en 

ambos sistemas, aunque hubo presencia de NO2-N y TAN, las cuales pueden ser toxicas dependiendo de 

su concentración así como por el pH y temperatura en el agua. Sin embargo, en este caso en ambos tipos 

de sistema se mantuvieron dentro de los niveles recomendados para el cultivo de esta especie. La 

concentración de proteína aportada por el biofloc cubrió los requisitos nutricionales de las tilapias, sin 

embargo, la concentración de lípidos crudos fue significativamente más baja en el biofloc que en el 

alimento formulado, lo cual indica que es necesaria la adición de alimento formulado con un porcentaje 

adecuado de lípidos para esta especie. La actividad enzimática de lipasas fue menor en el sistema BFT, y 

no se encontró diferencias significativas en la actividad de proteasas. Los niveles de T-SOD (Dismutasa 

superoxida total) fueron más altos en el sistema BFT, estas enzimas tienen un papel importante en la 

defensa contra los efectos tóxicos del oxígeno reactivo, lo cual indica que la inmunidad de las tilapias 
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cultivadas con biofloc aumenta. Así mismo, el costo-beneficio de producir tilapias en BFT fue mayor que 

en el cultivo usando RAS.   

Mart et al. (2012) evaluaron la actividad de enzimas digestivas y parámetros de producción en camarón 

blanco (L. vannamei) cultivado en sistemas previamente inoculados con bacterias heterotróficas y 

autotróficas. La proliferación de microorganismos en estos sistemas fue controlada por medio de la adición 

de nitrógeno (fertilizante agrícola: N: P = 40 : 4), fuente de carbono (harina de trigo y melaza) y sustratos 

artificiales (malla plástica). No encontraron diferencias en la actividad enzimática de las lipasas, amilasas 

y tripsina entre el sistema control y el inoculado con bacterias autotróficas. Sin embargo, el sistema con 

bacterias heterotróficas presento una actividad de tripsina y amilasa mayor, lo cual sugiere mayor 

actividad digestiva en los camarones derivada de la presencia de biofloc microbiano. La presencia de bio-

pelicula y biofloc producido por bacterias autótrofas y heterótrofas en conjunto de alimento formulado 

aumentaron el crecimiento y sobrevivencia de los camarones. Esto podría señalar que la combinación de 

alimento formulado con biomasa en forma de flóculos mejora la calidad del alimento suministrado a los 

camarones. 

Monroy y colaboradores  (2012) hacen una revision de los trabajos realizados sobre los beneficios de usar 

probioticos bacterianos en organismos acuaticos. Como conclusion mencionan que el uso de probioticos 

“mejora el equilibrio ecologico de la flora intestinal, potenciando sus funciones beneficas y controlando 

sus posibles influencias perjudiciales”. Tambien comentan que existe poca informacion acerca del uso de 

probioticos en sistemas intensivos acuicolas, siendo este un campo de gran potencial para futuras 

investigaciones. 

Xu y Pan (2012) analizaron el efecto del biofloc con 0% recambios de agua en el rendimiento de 

crecimiento, aprovechamiento del alimento, actividad de las enzimas digestivas y composicion corporal 

en juveniles de camaron blanco (Litopenaeus vannamei) durante 30 dias utilizando dos niveles de C:N (15, 

20) usando sacarosa coomo fuente de carbono, como grupo control usaron tanques con agua limpia, 

recambios de agua y sin adicion de carbohidratos. Observaron sobrevivencias mayores al 90% en todos los 

tratamientos, el crecimiento en terminos de peso ganado, peso final y tasa de crecimiento especifico fue 

mayor en los dos tratamientos con biofloc, mientras que la tasa de conversion alimenticia fue 

significativamente mayor en los controles. Los parametros de calidad de agua se mantuvieron dentro de 

los niveles recomendados para el desarrollo de esta especie. Asi mismo, el incremento general en la 

actividad enzimatica de proteasas y amilasas fue mayor en los tratamientos con biofloc aunque los niveles 

de actividad enzimatica no se comportaron igual entre los diferentes tejidos (intestino, estomago y 
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glandula digestiva).  Estos resultados demostraron que el biofloc puede incrementar el crecimiento y 

aprovechamiento del alimento debido a que promueve la digestibilidad de los nutrientes. 

Azim y Little (2008) evaluaron el efecto de la técnica de biofloc (BFT) en cultivos de tilapia 

(Oreochromisniloticus var SPRING) con luz controlada (para evitar la proliferación descontrolada de 

microalgas, las cuales pudieran modificar los parámetros de calidad de agua). Llevaron a cabo dos 

tratamientos con biofloc en los cuales manejaron diferentes niveles de proteína en la dieta (24% y 35% de 

proteína en cada tratamiento) y un control negativo con 35% de proteína y sin biofloc. A todos los 

tratamientos se les alimento diariamente a ración del 1.5% de su biomasa total. Añadieron harina de trigo 

en los tratamientos con biofloc para mantener un nivel óptimo de producción heterotrófica. Observaron 

que la calidad nutricional del biofloc fue adecuada para tilapia, la tasa de sobrevivencia fue del 100% en 

ambos tratamientos. La producción neta de tilapia fue 45% mayor en los tanques con biofloc que en el 

tratamiento control, lo cual confirmo que los organismos utilizaron el biofloc como alimento. El 

crecimiento o producción de los peces en cultivo de biofloc alimentados con dietas a diferentes niveles de 

proteínas (24% y 35% de proteína) no presentaron diferencias significativas entre tratamientos. Se 

compararon indicadores de bienestar como condición de las aletas, histología de branquias, composición 

proximal, hematocrito y niveles de cortisol en la sangre entre el sistema biofloc y control, no se 

encontraron diferencias significativas, por lo que se concluyó que las tilapias del Nilo no se estresan con la 

presencia del biofloc. 

 

1.3. Justificación 

El uso de biofloc en sistemas intensivos acuícolas está creciendo rápidamente debido a que el biofloc 

aumenta la producción en biomasa y reduce gastos, lo cual ayudaría a producir más biomasa a menor 

costo. En la camaronicultura se emplea extensamente este tipo de técnica y se está expandiendo su uso a 

otras especies de importancia comercial como tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus var SPRING). Sin 

embargo, no se ha explorado el uso de probióticos para el cultivo de esta especie en sistemas biofloc, los 

cuales podrían ayudar a aumentar la actividad enzimática y la utilización del alimento, mejorar la calidad 

del agua, reducir la incidencia de enfermedades y el uso de alimentos. Por su porta, si el biofloc es utilizado 

como alimento se podría minimizar la cantidad de proteína cruda en los alimentos formulados para ciertas 

especies y por lo tanto aumentar la rentabilidad de las unidades de producción. Por lo tanto en el actual 

trabajo de investigación se evaluaron diferentes cepas de probióticos sobre la composición del biofloc, 
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actividad de enzimas digestivas intestinales y parámetros de crecimiento en alevines de tilapia 

(Oreochromis niloticus var SPRING) en sistemas intensivos tipo biofloc. 

 

1.4. Hipótesis 

La adición de los probióticos Eco-Aquaprotec® o Eco-Aquablend®, promoverá el crecimiento y mayor 

actividad de las enzimas digestivas en alevines de tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING) bajo 

condiciones de cultivo en sistema biofloc. 

 

1.4.1. Objetivo general 

Evaluar el efecto de adicionar probióticos Eco-Aquaprotec® o Eco-Aquablend® sobre los parámetros de 

crecimiento, calidad del agua y los niveles de actividad de las enzimas digestivas en alevines de 

tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING) cultivadas en sistema biofloc durante un periodo de 8 semanas. 

  

1.4.2. Objetivos particulares 

1. Evaluar el efecto de los probióticos en los parámetros de calidad de agua. 

2. Evaluar el efecto del biofloc inoculado con diferentes productos de probióticos y enzimas sobre los 

parámetros de crecimiento en alevines de tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING). 

3. Evaluar el efecto del biofloc inoculado con diferentes productos de probióticos y enzimas sobre los 

niveles de actividad de proteasas alcalinas totales, α-amilasa, tripsina, quimotripsina, leucina 

aminopeptidasa y fosfatasa alcalina en alevines de tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING). 

4. Evaluar el efecto del biofloc inoculado con diferentes productos de probióticos y enzimas sobre la 

composición y estabilidad de la relación C:N del cultivo con alevines de tilapia (Oreochromis 

niloticus var SPRING).  
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Capítulo 2. Materiales y métodos 

 

2.1. Obtención de organismos 

Un total de 2000 juveniles de tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING), con un peso promedio de 11.66 

g ± 2.43, fueron donados por la empresa GeneTilapia S.A. de C.V. Los organismos se trasladaron en 

contenedores enriquecidos con oxígeno (Figura 1 y 2) a las instalaciones del laboratorio de reproducción 

y cultivo de peces de la Facultad de Ciencias del Mar (FACIMAR), de la Universidad Autónoma de Sinaloa 

(UAS) en Mazatlán, Sinaloa. Estos organismos permanecieron por un día en un sistema de pre-engorda de 

9 m3, el cual contaba con aireación constante. Los organismos no fueron alimentados a la llegada para 

poder extraer el intestino y estomago para su posterior análisis enzimático. 

 

Figura 1. Sistema de aireación para transporte de tilapias. 

 

 

Figura 2. Transporte de tilapias en tanques aireados. 



10 
 

2.2. Infraestructura del área experimental 

El área de trabajo contó con 18 tanques marca Rotoplas® de 450 L (Figura 3). Para evitar derrames y escape 

de los organismos, estos tanques se llenaron a un volumen de 350 L. La aireación fue introducida a los 

tanques por medio de aireadores circulares de manguera tipo Aerotube® (Figura 4) de ½ in (1.25 cm de 

diámetro), los cuales fueron conectados a un blower de 2.5 HP. Todas las unidades experimentales se 

acomodaron aleatoriamente. Se utilizaron 3 réplicas por tratamiento por lo tanto se dispusieron 18 

tanques llenados a 350 L.  

 

Figura 3. Tanques de 450 L para cultivo de juveniles de tilapia distribuidos aleatoriamente. 

 

Figura 4. Sistema de aireación con manguera Aerotube® de ½ in conectado a un blower de 2.5 HP. 
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2.3. Diseño experimental  

El experimento fue diseñado por bloques al azar y consto de seis tratamientos con tres replicas cada uno: 

el primer tratamiento fue el control negativo (C-), a este no se le agrego biofloc y es el único tratamiento 

al cual se le realizaron recambios de agua diarios del 20%. El segundo tratamiento fue el control positivo 

(C+) este estaba integrado de biofloc sin adición de probióticos. El tercer tratamiento (T1) fue adicionado 

con biofloc y el probiótico Eco-Aquaprotec®, añadido diariamente durante 4 semanas posteriores a la 

introducción de los organismos. Para el cuarto tratamiento experimental (T2) se adiciono el probiótico 

Eco- Aquaprotec® a los sistemas con biofloc, pero por un período de 8 semanas. El quinto tratamiento (T3) 

fue de la misma manera que el tratamiento T1, pero con la adición del probiótico Eco- Aquablend® por un 

período de 4 semanas. El sexto tratamiento (T4) consistió en la adición del probiótico Eco- Aquablend® por 

un período 8 semanas (Tabla 1). 

Tabla 1. Esquema del diseño experimental con sus diferentes tratamientos. 

Diseño experimental 

Tratamiento 1 (C-) Control – (recambios diarios 20%) 

Tratamiento 2 (C+) Control + (biofloc sin probiótico) 

Tratamiento 3 (T1) Biofloc probiótico Eco-Aquaprotect® 4semanas 

Tratamiento 4 (T2) Biofloc probiótico Eco-Aquaprotect® 8 semanas 

Tratamiento 5 (T3) 

Tratamiento 6 (T4) 

Biofloc probiótico Eco-Aquablend® 4 semanas 

Biofloc probiótico Eco-Aquablend® 8 semanas 

 

 

2.4. Inoculación de los tanques 

El trabajo consistió en agregar dos probióticos comerciales (Eco-Aquablend® y Eco-Aquaprotec®) durante 

cuatro y ocho semanas para evaluar su efecto en el cultivo de tilapia (Oreochromis niloticus var SPRING). 

Los dos probióticos son producidos por la empresa eco Technology Solutions 

(http://ecotechnology.com.mx/eco-aquablend/eco-aquaprotect) El probiótico Eco-Aquablend®, es una 

potente mezcla de bacterias del género Bacillus sp., enzimas, y cofactores, los cuales han sido 
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cuidadosamente  seleccionados  por su alta capacidad para digerir la materia orgánica soluble contenida 

en los sistemas acuícolas, la rapidez de su efecto se da principalmente por su alto contenido de enzimas 

como proteasas, amilasas  y celulasas, las cuales rompen de manera inmediata los enlaces complejos de 

ciertas sustancias disueltas en el agua y sedimentos para que así las bacterias heterotróficas trabajen de 

manera más eficiente en la biorremediación. Mientras que el probiótico Eco-Aquaprotec® es un producto 

basado en esporas de  Bacillus sp. , Brevibacillus laterosporus  y cofactores  que ayudan en la inhibición de 

la proliferación de otras  bacterias perjudiciales como el Vibrio sp.   

Para la fertilización de todos los tanques se añadió 0.465 g de urea (5 mg/L) y 0.31 g de ácido fosfórico (0.6 

mg/L). Con la diferencia que al resto de los tratamientos y al control positivo se les agrego 6.2 g de salvado 

de trigo (20 mg/L) y 7.75 g de alimento para peces con un 35% de proteína. Al tratamiento T1 y T2 se les 

añadió 1.55 g del probiótico comercial Eco-Aquaprotect® y 1.55 g (5 g/m3) de mezcla de nutrientes para 

su activación. Por último, a los tratamientos T3 y T4 se les añadió el probiótico comercial Eco-Aquablend®, 

igualmente a una concentración de 1.55 g (5 g/m3) más 1.55 g (5 g/m3 ) de su nutriente (tabla 2). Este 

proceso de fertilización se llevó a cabo los primeros 7 días del bioensayo. Al séptimo día, se redujo a la 

mitad la concentración de cada probiótico (i.e., de 1.55 g a 0.77 g (2.5 g/m3 ) siguiendo las indicaciones del 

productor. Así mismo a los 14 días del bioensayo se redujo nuevamente a la mitad (i.e., de 0.77 g a 0.31 g 

(1 g/m3)) siguiendo las indicaciones del fabricante. En los tratamientos T1 y T3 se cesó el uso de probióticos 

a partir de la cuarta semana de experimento. 

Para el mantenimiento de los flóculos se utilizó melaza y harina de maíz como fuente de carbono en una 

proporción de 1:1 (Figura 5) considerando un 80% de materia seca en la melaza. La ración alimenticia se 

fue ajustando semanalmente (de 8% en la semana uno, al 2% para la semana 8) a lo largo del experimento, 

en base a la biomasa aproximada obtenida por medio de biometrías semanales (n=10 peces por unidad 

experimental), registrando el peso individual (0.1 g) y la longitud estándar (0.1 cm) de cada pez. De igual 

manera la adición de las fuentes de carbono se ajustó semanalmente en base a la ración de alimento a 

suministrar. 
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Figura 5. Preparación de los nutrientes para mantenimiento de biofloc en los diferentes tratamientos. 

 

Tabla 2. Descripción del contenido de enzimas, bacterias y levaduras de los dos probióticos usados para inocular los 

sistemas de biofloc con tilapia, Oreochromis niloticus. 

 Eco-Aquablend® Eco-Aquaprotec® 

 proteasa proteasa 

Enzimas amilasa amilasa 

 celulasa celulasa 

 Bacillus subtilis Bacillus subtilis 

 Bacillus megaterium Bacillus polymixa 

 Bacillus lichenoformis Brevibacillus laterosporus 

Bacterias Bacillus polymixa - 

 Brevibacillus laterosporus - 

 Thiobacillus novelus - 

Levaduras - Saccharomyces cerevisiae 

*Nota: el nutriente utilizado (Nutrimax®) contiene azucares simples (71%), aminoácidos libres (15%), péptidos y 

polipéptidos (7%), fósforo (2%), potasio (2%) vitaminas del complejo B (2%) y minerales (1%)  
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2.5. Inicio del experimento 

Se utilizaron 90 tilapias por tratamiento con un peso promedio inicial de 11.66 g ± 2.43 y se registró el 

peso inicial de todos los peces de cada tanque (i.e., 30 peces por tanque). Se estimó la biomasa total por 

tanque y se utilizó dicho valor  para realizar los cálculos de la ración alimenticia y para el manejo de la 

relación C:N se utilizaron como fuentes de carbono harina de maíz y melaza con un 80% de materia seca 

en una proporción 1:1 (ajustado al 20% de humedad de la melaza) para una relación C.N inicial de 20:1 

durante las dos primeras semanas de cultivo; posteriormente se redujo la relación C:N de 15:1 de la 

semana 3 a la semana 6 y finalmente se redujo a un valor de 10:1 para las semanas 7 y 8 del experimento.  

 Así mismo, para el procedimiento de incubación, se utilizaron botellas de 2 L en las cuales se agregaron 

las mezclas de los diferentes probióticos (T1, T2, T3 y T4) junto con melaza y harina de maíz. Para el caso 

del control positivo (C+) solo se adiciono harina de maíz y melaza. Estas botellas se dejaron madurar con 

agua de cada tanque por 24 horas con aireación constante dentro de un cuarto cerrado (figura 6). 

Posteriormente, las botellas fueron adicionadas a cada tanque. Este procedimiento se repitió cada día 

durante el periodo de experimentación (58 días). 

 

Figura 6. Activación de los probióticos en unidades de 1 L con aireación constante. 
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2.6. Calidad de agua 

Para el seguimiento de la calidad de agua de los tanques, se registró dos veces por semana el pH, 

temperatura (°C), sólidos disueltos totales (mg/L), conductividad (µs), utilizando un medidor 

multiparametro HANNA® HI 991300. El oxígeno disuelto (mg/L) se midió con un Oximetro YSI® 550A, 

mientras que para el amonio (mg/L) y los nitratos (mg/L) se utilizó un multiparametro YSI® professional 

plus. Los nitritos (mg/L) y la alcalinidad (CaCO3 mg/L) se cuantificaron utilizando un fotómetro YSI® 9300, 

una vez por semanal Los niveles de alcalinidad se ajustaron una vez por semana a 150 mg/l con carbonato 

de sodio grado industrial. Los flocs/ml se midieron dos veces por semana, utilizando conos de 

sedimentación Imhoff, en los cuales se colocó una muestra de un litro de biofloc y se dejó sedimentar por 

30-45 minutos. 

El control negativo (C-) recibió recambios de agua diarios del 5% de su volumen total, los tratamientos con 

biofloc y probióticos (C+. T1, T2, T3 y T4) recibieron recambios de agua del 5% el domingo de cada semana, 

esto con el fin de evitar la sobre acumulación de biofloc en el fondo y para recuperar volumen de agua 

perdido por la evaporación. Eventualmente, en algunos tanques se presentó una espuma naranja densa, 

en estos casos se procedió a hacer un recambio del 20% del volumen de agua total de los tanques (solo se 

presentaron dos casos). 

 

2.7. Alimentación  

Para llevar a cabo el experimento se utilizó una dieta comercial Nutripec-Purina® de 4.8 mm de diámetro, 

32% de proteína y 6 % lípidos. Se calculó la biomasa de cada unidad experimental mediante la realización 

de biometrías semanales y se ajustó la ración de alimento en base al crecimiento de los organismos y de 

la cantidad de flocs por ml/L y la biomasa total por unidad. La ración de alimento por día se suministró en 

dos partes, la primera a las 8 am y la otra a las 2 pm. Los primeros dos días del bioensayo se dio una ración 

del 8% de la biomasa total (BT). Posteriormente se redujo la ración al 5% BT. A partir de la tercera semana 

se redujo la ración al 3% BT y al final de la sexta semana se volvió a reducir al 2% BT, hasta el final del 

experimento. Los domingos no se alimentó para que los organismos se acostumbraran a consumir biofloc. 
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2.8. Muestreo para enzimas 

Al inicio del experimento, se tomaron 5 organismos del stock inicial. Estos peces fueron mantenidos en 

ayuno por 12 horas para eliminar el contenido estomacal del intestino y estómago. Se sacrificó a los 

organismos por medio de una punción en el cerebro. Posteriormente se abrieron los organismos con un 

corte desde el ano a la boca. Se colocaron los peces sobre charolas con gel-ice para evitar la degradación 

de las enzimas mientras se extraían los intestinos y estómagos (Figura 7). Una vez extraídos, los intestinos 

fueron colocados en forma de ¨S¨ en hojas de papel aluminio (Figura 8) y almacenados en hieleras con 

hielo seco y posteriormente en un ultra congelador a -80 °C. De la misma forma, se almacenaron los 

estómagos en tubos Eppendorf y se colocaron dentro del ultra congelador a -80 °C. La operación se repitió 

al finalizar la cuarta semana, tomando dos organismos por tanque (seis por tratamiento) y a las 8 semanas 

del experimento, con la diferencia que se tomaron cinco organismos por tanque (15 organismos por 

tratamiento) y los organismos fueron colocados en estanques de 50 L por 12 horas de ayuno para 

posteriormente extraer los intestinos y estómagos. 

 

Figura 7. Extracción de intestino y estomago de juvenil de tilapia del Nilo. 
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Figura 8. Intestino de tilapia colocado desde la parte anterior (A) a la parte media (M). 

 

2.9. Parámetros biológicos 

Se tomó el peso promedio individual de los organismos de todas las unidades experimentales, mediante 

la realización de biometrías semanales. El resto de los indicadores se calcularon al concluir las 8 semanas 

del experimento.  

 

2.9.1. Peso promedio inicial 

El peso promedio inicial fue obtenido mediante la siguiente fórmula: 

(1) 

𝑃𝐼 =
𝐵𝑇𝐼

𝑛
 

Donde 

PI= Peso promedio inicial 

BTI= Biomasa total inicial  
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n= Número total de organismos 

 

2.9.2. Peso promedio final 

El peso promedio final fue obtenido mediante la siguiente fórmula: 

(2) 

𝑃𝑓 =
𝐵𝑇𝐹

𝑛
 

Donde: 

Pf= Peso promedio final  

BTF= Biomasa total final 

n= Número total de organismos 

 

2.9.3. Factor de conversión alimenticia 

Se obtuvo el FCA, por medio de la siguiente fórmula: 

(3) 

𝐹𝐶𝐴 =
𝐴𝐶

𝐺𝑃𝐶
 

Donde: 

FCA= Factor de conversión alimenticia  

AC= Alimento consumido (g) 

GPC= Ganancia en peso corporal (g)  
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2.9.4. Tasa de crecimiento especifico (TCE %) 

La tasa de crecimiento específico se calculó utilizando la fórmula: 

(4) 

TCE (d-1)= [(ln (peso final) –ln (peso inicial) / días]*100 

 

2.9.5.-Tasa de sobrevivencia (TS%) 

Se determinó la tasa de supervivencia mediante la siguiente fórmula: 

(5) 

𝑇𝑆(%) = (
𝑁𝑃𝑉

𝑁𝑃
) 𝑋100  

Donde: 

TS (%)= Tasa de supervivencia (%) 

NPV= Numero de peces vivos al final del ciclo  

NP= Numero de peces al inicio del ciclo 

 

2.9.6. Tasa de eficiencia proteica (TEP) 

La tasa de eficiencia proteica que se define como los gramos de peso ganado por gramo de proteína 

consumida, se obtuvo mediante la siguiente fórmula: 

(6) 

𝑇𝐸𝑃 =
𝐵𝑓 − 𝐵𝑖

𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑠𝑢𝑚𝑖𝑛𝑖𝑠𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎
 

Donde: 

Bi= Biomasa inicial 



20 
 

Bf= Biomasa final 

 

2.9.7. Índice hepatosomático (IHS) 

Se determinó el índice hepatosomatico mediante la siguiente formula: 

(7) 

𝐼𝐻𝑆 =  (
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 ℎí𝑔𝑎𝑑𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜
𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙) 𝑥100 

 

2.9.8. Ganancia en biomasa total 

Se calculó la ganancia en biomasa total mediante la siguiente formula: 

(8) 

𝐺𝑎𝑛𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑒𝑛 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 = 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 

 

2.9.9. Ganancia en peso diario (GPD) 

Se calculó la ganancia en peso diario mediante la siguiente formula: 

(9) 

𝐺𝑃𝐷 =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

# 𝑑í𝑎𝑠
 

 

2.9.10. Proteína suministrada total (PST) 

Se determinó el total de proteína suministrada a lo largo del experimento mediante la siguiente formula: 

(10) 

𝑃𝑆𝑇 = (𝑎𝑙𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜)(% 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 𝑒𝑛 𝑎𝑙𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜) 
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2.9.11. Hematocrito  

Al concluir el experimento, se recolectaron 5 peces por unidad experimental, los cuales se midieron y 

pesaron para posteriormente sacrificarlos por medio de sobredosis de anestesia. Se tomó una muestra de 

sangre de 0.5- 2.0 ml por punción en la vena o arteria caudal. Se utilizaron jeringas estériles desechables 

de 3 ml previamente heparinizadas (anticoagulante), una vez extraída la muestra de sangre, fue colocada 

en viales marca Eppendorf® de 1.5 ml. De los viales con la sangre se llenaron dos tubos capilares de cristal 

heparinizados de cada ejemplar y fueron colocados en una microcentrifuga a 10,000 rpm durante 10 

minutos para la cuantificación de hematocrito, posteriormente se calculó el porcentaje utilizando una 

escala para hematocrito (Figura 9).   

 

Figura 9. Análisis de hematocrito en una tabla de escalas para hematocrito. 

 

2.10. Análisis enzimático 

La determinación de la actividad enzimática fue llevada a cabo en el laboratorio de Nutrición Acuícola de 

la Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Autónoma de Baja California. Para la extracción de las 

enzimas digestivas, se utilizaron 3 peces por tanque (9 peces por tratamiento), se cortaron trozos de 150 

mg de intestino de la región anterior. Posteriormente se añadieron 300 ml de buffer Trisma® al 30 mM y 

12 mM de CaCl2, a un pH de 7.5. Se maceraron los tejidos con un pistilo, y una vez homogenizados se 



22 
 

agregaron otros 450 ml de buffer. Las muestras se centrifugaron a 15,000 RPM por 20 minutos a 4°C y 

posteriormente se extrajo el sobrenadante. Los tubos Eppendorf con el sobrenadante, fueron introducidos 

a un ultracongelador a –80°C.  

 

2.10.1. Cuantificación de las proteínas solubles  

Para cuantificar las proteínas solubles se utilizó el método Bradford (1976).  Todas las muestras fueron 

diluidas a 1:25. Se usaron 10 µL de muestra y se añadieron 240 ml de agua destilada. Se homogenizo la 

muestra y se extrajeron 10 µL, a esta se le añadió 200 µL de albumina de suero bovino (BSA), el volumen 

final fue de 210 µL. La curva patrón se realizó con diluciones de 0 a 0.5 de la solución stock (tabla 3). 

Posteriormente se leyeron las muestras en un espectrofotómetro Thermo Scientific Multiskan Go a 595 

nm de longitud. Todas las muestras se realizaron por triplicado y la curva patrón se calculó en el programa 

Excel para Windows 2010 (figura 10). 

 

 

Figura 10. Curva patrón de Bradford.  
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Tabla 3. Preparación de la curva estándar de calibración para Bradford. 

Dilución µL de BSA H2O Vol. Final (µL) 

0 0 210 210 

0.1 10 200 210 

0.2 20 190 210 

0.3 30 180 210 

0.4 40 170 210 

0.5 50 160 210 

 

 

2.10.2. Proteasas alcalinas totales 

Para la evaluación de la actividad de las proteasas alcalinas totales, se utilizó el buffer de extracción (BEX) 

con pH de 7.5 (Tris-HCL 0.03 M, CaCl2 0.012 M). Buffer de sustrato (Tris-HCL 0.1 M, CaCl2 0.010 M) a pH 

9.  El sustrato enzimático utilizado fue caseína al 1%. Por último, la solución de frenado (SF) estaba 

compuesta de TCA al 20%. El tejido utilizado fue intestino de tilapia, O. niloticus. El volumen final de este 

ensayo fue de 1010 µL y todas las muestras fueron analizadas por duplicado.  

Se pipetearon en tubos Eppendorf 500 µL de Buffer de sustrato, a los tubos con la solución blanco, se les 

añadió 10 µL de BEX mientras que a los tubos para muestreo se añadió 10 µL de extracto enzimático. 

Posteriormente se agitaron con la mano todos los tubos, esto para homogenizarlos y se ajustó el pH a 7.5 

con HCL (ácido clorhídrico). Los tubos se introdujeron en una estufa a 25°C por 15 minutos. Se procedió a 

añadir 500 µL de solución de frenado a todos los tubos, posteriormente se introdujeron a un refrigerador 

a 4°C por 10 minutos y pasado este tiempo se centrifugaron todas las muestras a 15,000 x g por 10 minutos 

a 4°C para precipitar la caseína  no hidrolizada. Posteriormente se mide la absorbancia del sobrenadante 

(péptidos solubles en TCA) a 280 nm de longitud con un coeficiente de extinción molar de 0.008.  
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2.10.3. Leucina aminopeptidasa, quimotripsina y tripsina 

Para la cuantificación de la leucina aminopeptidasa se utilizó la metodología de Maroux et al. (1973), se 

usó el sustrato L-leu (L-leucina-P-nitroanilida) a un pH 8 a una concentración de 1.2 mM. Para cuantificar 

la actividad de la enzima quimotripsina se usó la metodología de Del Mar (1979), se utilizó el sustrato 

SAPNA (N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide) con pH 8 al 1 mM. Por último, para evaluar la actividad 

de la enzima tripsina se realizó una modificación a la metodología de Erlanger et al. (1961), se usó BAPNA 

(Nα-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride al 1mM) a un pH 8. Todas las muestras se analizaron 

por duplicado. El extracto enzimático para leucina aminopeptidasa, fue diluido en una proporción de 1:4. 

El extracto enzimático para quimotripsina y tripsina se usó sin dilución alguna. El volumen final fue de 220 

µL. Para el blanco se añadieron 20 µL de agua destilada y 200 µL de sustrato enzimático (L-Leu, SAPNA y 

BAPNA respectivamente). Para las pruebas se añadieron 20 µL de muestra y 200 µL de sustrato enzimático 

(L-Leu, SAPNA y BAPNA respectivamente). Todas las muestras se corrieron en microplacas, estas fueron 

encubadas a 37°C por 20 minutos y se leyeron en un espectrofotómetro Thermo Scientific Multiskan Go a 

410 nm de longitud con un coeficiente de extinción molar de 8.8. 

 

2.10.4. Fosfatasa 

Para la cuantificación de la actividad enzimática de fosfatasas alcalinas, se utilizaron tubos marca 

Eppendorf® de 1.5 ml en los cuales se añadieron 20 µl de extracto enzimático de la parte anterior del 

intestino de tilapia. Se procedió a agregar 20 µl de sustrato cromogenico (4-nitrophenyl-phosphate) a una 

concentración de 5 mM a un pH de 10.1 el cual se ajustó con NaOH, posteriormente se añadieron a cada 

tubo 100 µl de glicina al 50 mM. Las muestras se trabajaron por duplicado y se agregó un blanco sin 

extracto enzimático. Se introdujeron en una microplaca dentro de un espectrofotómetro marca Thermo 

Scientific Multiskan Go, el cual agito por 10 segundos, procedió a incubar a 37 °C y se midió la absorbancia 

a 405 nm con un coeficiente de extinción molar de 8.18. 

 

2.10.5. α-amilasa 

Para la cuantificación de la actividad de la α-amilasa se tuvo que realizar nuevamente una curva patrón 

siguiendo el método descrito por Bradford (1976). Esto debido a que la actividad de estas enzimas se leyó 

con celdas de plástico individuales y no con microplaca. El método utilizado para evaluar la actividad de α-
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amilasa en tejido intestinal de tilapia fue el descrito por Robyt y Whelan (1968) en el cual se modificó el 

tiempo de incubación ya que este puede variar dependiendo de la especie, en este caso se modificó de 30 

minutos a 10 minutos de incubación y posteriormente se leyeron las muestras en un espectrofotómetro 

marca Multiskan Go a 600 nm con un coeficiente de extinción molar de 8.8 (Revisar anexos para 

metodología de preparación de los reactivos). 

 

2.11. Análisis estadístico 

Para los resultados biométricos, así como para los índices biológicos, se realizó un análisis de varianza de 

una vía (ANOVA), con la prueba de comparaciones de varianzas de Welch y con un nivel de significancia 

de α=0.05, con previa revisión de los supuestos estadísticos de normalidad y homogeneidad de varianzas. 

Todos los análisis fueron realizados con el software Minitab 17 para Windows.  
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Capítulo 3. Resultados 

 

3.1. Calidad de agua 

3.1.1. Amonio 

En la primera semana del experimento se observó un aumento de amonio en los todos los tratamientos, 

sin embargo, en el control negativo (C-) el nivel de amonio fue menor debido a los recambios diarios del 

20% del volumen total (Figura 11). A lo largo del experimento, los niveles de amonio en los tratamientos 

con biofloc e inoculados con probióticos fueron similares sin diferencias significativas. Sin embargo, la 

concentración final de C- fue significativamente menor (P<0.001) comparada con el resto de los 

tratamientos como se observa en la figura 11. A lo largo de la segunda semana del bioensayo se observó 

una disminución en la concentración de amonio probablemente debido a la maduración adecuada del 

sistema con la actividad de bacterias nitrificantes de los géneros Nitrosomonas y Nitrosococcus, las cuales 

oxidan el amonio en nitritos.   
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Figura 11. Concentración promedio y desviación estándar de la concentración de amonio durante el periodo de 

cultivo. Diferentes siglas indican diferencias significativas (P<0.001). 

 

3.1.2. Nitritos 

Al final del experimento no se encontraron diferencias significativas (P=0.620) entre tratamientos (Figura 

12). Sin embargo, entre los días 10 y 30 se observó un aumento muy marcado en la concentración de 

nitritos, alcanzando los 12 mg/l. Este aumento concuerda con el periodo de disminución del amonio (figura 

11) que seguramente fue transformado en nitritos por las bacterias nitrificantes. Del día 30 en adelante la 

concentración de nitrito disminuyo de forma similar en todos los tratamientos, alcanzando una 

concentración final cerca de 0 mg/l en todos los tratamientos.  
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Figura 12. Concentración promedio y desviación estándar de la concentración de nitrito durante el periodo de cultivo. 

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P=0.620). 

 

3.1.3. Nitratos 

La concentración de nitratos aumentó conforme los nitritos comenzaron a disminuir (figura 13). Esto se 

debe a un proceso llamado nitratación en el cual bacterias del género Nitrobacter oxidan el nitrito a 

nitrato. Al final del experimento, el tratamiento C- presento valores significativamente más bajos (P<0.001) 

en la concentración de nitritos comparado con el resto de los tratamientos. La concentración final fue 

cercana a 0 mg/l de nitratos, esto atribuido a los recambios diarios del 20% del volumen total del agua en 

el tanque. 
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Figura 13. Concentración promedio y desviación estándar de la concentración de nitratos durante el periodo de 

cultivo. Diferentes siglas indican diferencias significativas (P<0.001). 

 

3.1.4. Alcalinidad 

La concentración de bicarbonatos a lo largo de las ocho semanas del bioensayo fluctuó de manera 

independiente en cada tratamiento sin relación alguna. Sin embargo, el C- presento los niveles más bajos 

de alcalinidad y a partir de la tercera semana se mantuvo bajo. Al finalizar el experimento, el C- presento 

concentraciones de bicarbonato, significativamente menores (P=0.019) al T4, sin embargo, no hubo 

diferencias con los demás tratamientos. Así mismo el T4 presento la concentración más alta de 

bicarbonato, sin encontrarse diferencias significativas con el resto de los tratamientos (figura 14). La 

concentración de carbonatos totales promedio de los tratamientos se mantuvo entre 50 y 150 mg/l. 
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Figura 14. Concentración promedio y desviación estándar de la concentración de bicarbonato durante el periodo de 

cultivo. Diferentes siglas indican diferencias significativas (P=0.019).  

 

3.1.5. pH 

Los valores promedio de pH a lo largo del experimento fueron similares entre los tratamientos con biofloc. 

En el tratamiento C- los niveles de pH se mantuvieron por encima de los demás tratamientos, excepto que 

durante la tercera semana los valores bajaron a niveles similares a los otros tratamientos, para 

posteriormente restablecerse por encima de 8. Al final del experimento, el tratamiento C- presento el nivel 

de pH más alto, siendo significativamente mayor (P=0.005) al T4, pero sin diferencias con el resto de los 

tratamientos (figura 15). 
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Figura 15. Valores promedio y desviación estándar de pH durante el periodo de cultivo. Diferentes siglas indican 

diferencias significativas (P=0.019).  

 

3.1.6. Flóculos  

De manera general el volumen promedio de los flóculos aumento a lo largo de las ocho semanas de 

experimento con excepción del control negativo (C-). Al inicio todos los tratamientos presentaron valores 

cercanos a 0 ml/L. El C- siempre mantuvo su volumen de flóculos cercano a 0 ml/L debido a los recambios 

diarios del 20% del volumen total de sus tanques. El T4 y C+ presentaron valores significativamente 

(P=0.001) mayores al C- y T3. En los tratamientos T1, T2 no se observaron diferencias significativas con los 

demás tratamientos con biofloc pero si se encontraron diferencias significativas (P=0.001) con el C- (figura 

16). 
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Figura 16. Volumen promedio y desviación estándar de flóculos durante el periodo de cultivo. Diferentes siglas 

indican diferencias significativas (P=0.001).  

 

3.1.7. Temperatura 

La temperatura del agua se comportó de la misma forma en todos los tratamientos, con valores a lo largo 

de las ocho semanas de experimentación entre los 26 y 36°C. Las variaciones semanales de temperatura 

se produjeron debido a presencia de nubes y lluvias. Así mismo la temperatura fue decreciendo conforme 

se acercaba el invierno. No se encontraron diferencias significativas (P=0.419) entre tratamientos durante 

el experimento (figura 17). 
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Figura 17. Temperatura promedio y desviación estándar de flóculos durante el periodo de cultivo. No se encontraron 

diferencias significativas entre los tratamientos (P=0.419). 

 

3.1.8. Oxígeno disuelto 

La concentración de oxígeno disuelto en el agua fue baja durante los primeros días del experimento debido 

a que se utilizaron mangueras de aerotube® defectuosas y fueron cambiadas por mangueras nuevas a los 

pocos días. Posteriormente la concentración de oxígeno disuelto en los tratamientos se mantuvo en 

niveles óptimos para esta especie, sin presentar diferencias significativas (P=0.061) entre ellos (figura 18). 
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Figura 18. Concentración promedio y desviación estándar del oxígeno disuelto durante el periodo de cultivo. No se 

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P=0.061). 

 

3.1.9. Solidos disueltos y conductividad 

La concentración de solidos disueltos totales (SDT) fue similar en todos los tratamientos con biofloc (C+, 

T1, T2, T3 y T4), aumentando de manera constante a lo largo del tiempo y sin presentar diferencias 

significativas entre ellos. Sin embargo, el control negativo (C-) presentó valores significativamente 

(P<0.001) menores que el resto de los tratamientos y la concentración total se mantuvo por debajo de los 

200 mg/l (Figura 19). De forma similar, no se encontraron diferencias significativas en los valores de la 

conductividad entre los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3 y T4) y con tendencia a aumentar a lo largo 

del tiempo. El C- presento niveles de conductividad menores y fue significativamente menor (P<0.001) 

comparado con el resto de los tratamientos (Figura 20). 
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Figura 19. Concentración promedio y desviación estándar de los sólidos disueltos totales durante el periodo de 

cultivo. Diferentes siglas indican diferencias significativas (P<0.001).  
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Figura 20. Conductividad promedio y desviación estándar del agua durante el periodo de cultivo. Diferentes siglas 

indican diferencias significativas (P<0.001). 

 

3.2. Parámetros biológicos 

3.2.1. Crecimiento 

Se ha observado y comprobado que el uso de sistemas tipo biofloc en cultivo de tilapia y otros organismos 

como bagre y camarón, promueve el crecimiento debido a la disponibilidad continua de alimento rico en 

proteínas. Así mismo, la adición constante de probióticos y enzimas al sistema resulto positivo al haber 

potencializado el crecimiento (Figura 21). Se puede observar que el tratamiento T4, al cual se le añadió el 

probiótico Aquablend por ocho semanas, resulto en el mayor crecimiento, alcanzando un peso final 

promedio de 101.83 ± 24.23 g. Significativamente mayor a los demás tratamientos. Sin embargo, los peces 
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del tratamiento homologo, pero con adición del mismo probiótico por cuatro semanas (T3) presentaron 

un peso promedio individual de 79.08 ± 19.53 g. Así mismo, se observó que las tilapias adicionadas con el 

probiótico Aquaprotect, por ocho semanas (T2) presentaron un crecimiento promedio de 89.32 ± 24.78 g. 

En este caso no hubo diferencia significativa (P<0.001) entre aplicar el probiótico Aquaprotect por ocho, 

cuatro semanas o no usarlo, ya que el T1 presento un peso promedio de 85.29 ± 22.26 g y el control 

positivo (C+) mostro un peso promedio de 88.65 ± 21.48 g. Sin embargo, se pudo observar una diferencia 

significativa (P<0.001) entre el control negativo (C-) y todos los demás tratamientos ya que esté presentó 

el menor peso promedio con un valor de 54.63 ± 16.71 gramos. En la figura 21, se puede observar que 

reducir la relación Carbono: Nitrógeno (C:N) no resulto en un efecto negativo en el crecimiento de las 

tilapias así como otros indicadores de desarrollo. 

En cuanto a la tasa de crecimiento específico (TCE) se realizó el cálculo al finalizar el cultivo y los resultados 

se muestran en la tabla 4. Se encontró que los tratamientos T4, T2, C+ y T3 tuvieron el mayor crecimiento 

específico con valores de 3.58 ± 0.15%, 3.41 ± 0.17%, 3.41 ± 0.05% y 3.31 ± 0.15% respectivamente, sin 

presentar diferencias significativas (P<0.001) entre ellos. Los peces en el tratamiento C- resultaron en TCE 

significativamente menores con un valor de 2.56 ± 0.02%, mientras que el T1 no presento diferencias 

significativas (P<0.001) con respecto al resto de los tratamientos. 
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Figura 21. Crecimiento promedio y desviación estándar de las tilapias en el ciclo experimental. Las líneas azules 

indican la fecha en la que la relación Carbono: Nitrógeno (C:N) fue modificada. Diferentes siglas indican diferencias 

significativas (P<0.001). 

  

3.2.2. Índices de eficiencia alimenticia 

Los resultados del factor de conversión alimenticia (FCA) se muestran en la tabla 4. Siendo el C+, T1 y T3 

los tratamientos con un mejor FCA, con valores de 1.10 ± 0.06, 1.14 ± 0.07 y 1.12 ± 0.06 respectivamente 

sin presentar diferencias significativas (P=0.037)  entre ellos. El C- presento él valor de FCA más alto con 

1.51 ± 0.1, mientras que el T2 y T4 no presentaron diferencias significativas (P=0.037) con los otros 

tratamientos. 

En lo que respecta a la tasa de eficiencia proteica (TEP) los resultados se presentan en la tabla 4. Los 

tratamientos que presentaron una mayor eficiencia fueron el C+, T1 y T3 con 2.83 ± 0.16, 2.74 ± 0.16 y 

2.79 ± 0.16 respectivamente sin presentar diferencias significativas (P=0.018) entre ellos. Mientras que el 
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tratamiento con menor eficiencia proteica fue el C- con 2.07 ± 0.13. Los tratamientos T2 y T4 no 

presentaron diferencias significativas (P=0.018) con el resto de los tratamientos.  

 

3.2.3. Supervivencia 

La supervivencia no presentó diferencias significativas (P=0.748) entre los tratamientos con valores que 

oscilaron entre el 91% y 99% (Tabla 4). Sin embargo, una unidad experimental del tratamiento T4 sufrió 

grandes mortalidades y no se sabe con exactitud que factor promovió este fenómeno, pero se considera 

que no fue asociado al tratamiento. 

  

3.2.4. Hematocrito 

La estimación de glóbulos rojos en la sangre fue evaluada al concluir el experimento, utilizando a 5 

organismos de cada tanque. El mayor porcentaje de hematocrito se encontró en los tratamientos T3, C+ y 

T4 con valores de 38.40 ± 4.9%, 36.00 ± 4.64% y 36.07 ± 3.28% respectivamente. El control negativo (C-) 

presento el menor porcentaje de hematocrito con un valor de 30.43 ± 8.98% siendo significativamente 

(P<0.001) menor que los tratamientos C+, T3 y T4. Los tratamientos T1 y T2 no presentaron diferencias 

significativas (P<0.001) con el resto de los tratamientos (Tabla 4).  

 

3.2.5. Índice hepatosomático (IHS) 

En lo que respecta al índice hepatosomático (IHS) el mayor valor se encontró en el T2 (2.24 ± 0.67) y C+ 

(2.23 ± 0.46), mientras que el menor valor fue observado en el C- (1.56 ± 0.39) siendo significativamente 

(P<0.001) diferente al resto de los tratamientos. Los tratamientos T1, T3 y T4 no mostraron diferencias 

estadísticas con el resto de los tratamientos (tabla 4). 
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Tabla 4. Promedio y desviación estándar de los parámetros biológicos de los diferentes tratamientos con probióticos. 

Variables 
Control 

Negativo (C-) 

Control 

Positivo (C+) 

Probiótico 

Aquaprotect 4 

Semanas (T1) 

Probiótico 

Aquaprotect 8 

Semanas (T2) 

Probiótico 

Aquablend 4 

Semanas (T3) 

Probiótico 

Aquablend 8 

Semanas(T4) 

Peso Promedio 

Inicial (g) 
11.43 ± 2.4 11.38 ± 2.45 11.66 ± 2.45 11.70 ± 2.54 11.92 ± 2.42 11.92 ± 2.35 

Peso Promedio 

Final (g) 
54.63 ± 16.71c 88.65 ± 21.48b 85.29 ± 22.26b 89.32 ± 24.78b 79.08 ± 19.53b 101.83 ± 24.23a 

Biomasa Inicial 

(kg) 
1.03 ± 0.01 1.01 ± 0.01 1.05 ± 0.01 1.02 ± 0.02 1.07 ± 0.01 1.01 ± 0.03 

Biomasa Final (kg) 4.2 ± 0.05 6.4 ± 0.05 6.5 ± 0.3 6.43 ± 0.33 6.4 ± 0.2 7.02 ± 0.16 

Ganancia en 

biomasa (kg)  
3.07 ± 0.4b 5.4 ± 0.43a 5.43 ± 0.3ab 5.4 ± 0.31ab 5.33 ± 0.2ab 6 ± 0.16a 

Alimento 

suministrado (kg) 
4.63 ± 0.16b 6 ± 0.16ab 6.18 ± 0.2a 6.45 ± 0.35a 6 ± 1.7ab 7.1 ± 0.13a 

Proteína 

Suministrada (kg) 
1.5 ± 0.5b 1.9 ± 0.05ab 1.98 ± 0.06ab 2.06 ± 0.1a 1.9 ± 0.05ab 2.27 ± 0.42a 

Biomasa ganada 

(%) 
398.46 ± 5.3

b
 630.50 ± 16.19

a
 617.59 ± 71.85

ab
 632.15 ± 55.6

ab
 597.18 ± 48.56

ab
 692.73 ± 53.31

a
 

Supervivencia (%) 98.89 ± 1.92 95.56 ± 5.09 98.89 ± 1.92 95.56 ± 5.09 98.89 ± 1.92 91.11 ± 10.18 

Ganancia 

promedio en g 

por día 

0.77 ± 0.10
b
 1.38 ± 0.16

a
 1.31 ± 0.23

ab
 1.39 ± 0.33

ab
 1.20 ± 0.19

ab
 1.61 ± 0.28

a
 

TEP 2.07 ± 0.13
b
 2.83 ± 0.16

a
 2.74 ± 0.16

a
 2.62 ± 0.05

ab
 2.79 ± 0.16

a
 2.65 ± 0.3

ab
 

FCA 1.51 ± 0.1
a
 1.10 ± 0.06

b
 1.14 ± 0.07

b
 1.19 ± 0.03

ab
 1.12 ± 0.06

b
 1.18 ± 0.14

ab
 

TCE % 2.56 ± 0.02
b
 3.41 ± 0.05

a
 3.37 ± 0.22

ab
 3.41 ± 0.17

a
 3.31 ± 0.15

a
 3.58 ± 0.15

a
 

Hematocrito (%) 30.43 ± 8.98
b
 36.00 ± 4.64

a
 33.40 ± 4.52

ab
 32.33 ± 6.85

ab
 38.40 ± 4.9

a
 36.07 ± 3.28

a
 

IHS 1.56 ± 0.39
b
 2.23 ± 0.46

a
 2.17 ± 0.76

ab
 2.24 ± 0.67

a
 1.95 ± 0.37

ab
 2.22 ± 0.82

ab
 

Nota: Diferentes siglas indican diferencias significativas (P<0.05). 
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3.3.- Actividad enzimática  

3.3.1. Proteasas Alcalinas Totales 

Por lo general los peces mantenidos en sistemas biofloc y adicionados con probióticos presentaron niveles 

de proteasas alcalinas totales significativamente mayores con excepción de los peces en el tratamiento T3 

(Figura 22). Así mismo, la actividad de proteasas alcalinas totales en los peces de los tratamientos control 

(C+ y C-) fueron significativamente menores  y no difirieron significativamente del tratamiento T3. 

Figura 22. Actividad específica de proteasas alcalinas totales en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING 

cultivada durante 8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviación estándar; n=15; diferentes siglas indican 

diferencias significativas (P<0.001). 
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3.3.2. Tripsina 

Los niveles de actividad de tripsina de los diferentes tratamientos (C-, C+, T1, T2, T3 y T4) en los peces 

cultivados por ocho semanas en tanques sin biofloc y con biofloc se presentan en la figura 23.  La actividad 

de la tripsina en los peces del T4 (adicionado con probiótico Eco-Aquablend® por 8 semanas) fue 

significativamente mayor (P<0.001) al resto de los tratamientos. Así mismo, el nivel de tripsina de los 

organismos cultivados en el T1 (adicionado con probiótico Eco-Aquaprotect® por 4 semanas) fue 

significativamente mayor que los peces de los tratamientos C-, T2 y T3, sin embargo, no se encontraron 

diferencias significativas con respecto al C+ (Figura 23).  

Figura 23. Actividad específica de tripsina en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING cultivada durante 

8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviación estándar; n=15; diferentes siglas indican diferencias 

significativas (P<0.001). 
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3.3.3. Quimotripsina 

La actividad de la quimotripsina en cultivo con y sin biofloc por ocho semanas se muestra en la Figura 24. 

Los peces del tratamiento T4 (adicionado con probiótico Eco-Aquablend® por 8 semanas) resultaron con 

una actividad significativamente mayor (P<0.001) de quimotripsina con respecto al resto de los 

tratamientos (C-, C+, T1, T2 y T3) (Figura 24). 

Figura 24. Actividad específica de quimotripsina en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING cultivada 

durante 8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviación estándar; n=15; diferentes siglas indican 

diferencias significativas (P<0.001). 
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3.3.4. Leucina aminopeptidasa 

La actividad intestinal de la leucina aminopeptidasa en los peces cultivados por ocho semanas en tanques 

con biofloc (C+, T1, T2, T3 y T4) fue significativamente menor (P<0.001) que aquellos cultivados en un 

sistema con recambios (C-). Sin embargo, los intestinos de los peces en el tratamiento T1 (adicionado con 

probiótico Eco-Aquaprotect® por 4 semanas) presentaron mayor actividad específica que el resto de los 

tratamientos con biofloc, siendo significativamente mayor (P<0.001) que el C+, T2 y T4, pero no hubo 

diferencias significativas con respecto al T3 (Figura 25). 

Figura 25. Actividad específica de leucina aminopeptidasa en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING 

cultivada durante 8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviación estándar; n=15; diferentes siglas indican 

diferencias significativas (P<0.001).  
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3.3.5.- Fosfatasas alcalinas 

Los niveles de actividad de la fosfatasa detectada en peces cultivados en tanques sin biofloc y con biofloc 

por un periodo de 8 semanas se muestran en la figura 26. El tratamiento T4 (adicionado con probiótico 

Eco-Aquablend® por 8 semanas) presento actividad de la fosfatasa de más del doble que el resto de los 

tratamientos, siendo significativamente mayor (P=0.006) que los otros tratamientos y no se encontraron 

diferencia significativas entre el resto de los tratamientos (Figura 26). 

Figura 26. Actividad específica de fosfatasas en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING cultivada 

durante 8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviación estándar; n=15; diferentes siglas indican 

diferencias significativas (P=0.006). 
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3.3.6.- α-amilasa 

Los niveles de actividad de la α-amilasa presentes en los intestinos de los peces se reportan en la figura 

27. Las tilapias bajo el tratamiento T4 (adicionado con probiótico Eco-Aquablend® por 8 semanas), 

presentaron niveles de actividad significativamente mayores (P<0.05) que el resto de los tratamientos, sin 

encontrar diferencias significativas entre ellos. 

Figura 27. Actividad específica de α-Amilasa en intestino de tilapia Oreochromis niloticus Var. SPRING cultivada 

durante 8 semanas en biofloc. Se muestran promedios y desviación estándar; n=15; diferentes siglas indican 

diferencias significativas (P=0.001).  
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Capítulo 4. Discusión, conclusiones y recomendaciones 

 

4.1. Calidad de agua 

4.1.1. Amonio, nitritos y nitratos 

Los sistemas tipo biofloc (BFT) están basados en la asimilación y transformación del nitrógeno inorgánico 

en biomasa bacteriana heterotrófica (Nootong y Pavasant, 2011). Los niveles de nitrógeno inorgánico 

(aportado por el alimento y por desechos de los organismos vivos) en biofloc puede llevarse a cabo 

mediante la reducción de proteína en el alimento o por la adición de una fuente externa de carbono 

manteniendo una relación C:N (Carbono: nitrógeno) adecuada (10:1, lo que indicaría que por cada gramo 

de nitrógeno, se requerirían 10 gramos de carbono) que pueda estimular el crecimiento de bacterias 

heterotróficas (Avnimelech, 1999; Azim y Little, 2008; Crab et al. 2007 y Manoel, et al. 2016). Para 

promover la remoción de amonio disuelto en el agua por medio de bacterias heterotróficas es necesario 

agregar una fuente de carbono (i.e., carbohidratos) con relación a la cantidad de alimento que se esté 

suministrado al sistema. Según Hargreaves (2013), por cada kilogramo de alimento con un contenido 

proteico entre 30 a 39% de proteína añadido al sistema se debe agregar entre 0.5 a 1 kg de alguna fuente 

de carbono como la azúcar. Fontenot et al. (2007) evaluaron el efecto de la relación C:N (i.e., 5:1, 10:1, 

20:1 y 30:1) en la remoción del nitrógeno inorgánico en aguas residuales de un cultivo de camarón. 

Observaron que el máximo nivel de remoción se efectuaba con una relación de C:N de 10:1.  En el presente 

trabajo se usó melaza como fuente externa de carbono y se fue modificando la relación C:N (de 20:1 a 

10:1) a lo largo del experimento, manteniéndose siempre dentro del optimo establecido por Avnimelech 

(1999) para mantener un crecimiento máximo de bacterias heterotróficas. 

El amonio producido en los tanques de biofloc se da principalmente como bioproducto del catabolismo de 

las proteínas por los peces, la descomposición de materia orgánica como desechos de los peces, alimento 

no consumido y microbios muertos. El amonio puede ser consumido y asimilado rápidamente por 

microbios en el sistema añadiendo una fuente de carbono que estimule el crecimiento de bacterias 

heterotróficas. Sin embargo, estas bacterias suelen morir en poco tiempo liberando nitrógeno en forma 

de amoniaco al descomponerse. Es por esto que el amonio se recicla entre el amoniaco disuelto y los 

flóculos suspendidos, generando fluctuaciones constantes entre estos (Azim y Little, 2008). El uso de 

melaza como fuente de carbono presento una secuenciación normal de un proceso de nitrificación 
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(amonio a nitritos y nitritos a nitratos) en sistemas no maduros. Sin embargo, la maduración del sistema 

fue mucho más rápida (cinco semanas) que aquella reportada por Nootong y Pavasant (2011), en la cual 

usaron almidón de tapioca y su sistema BFT tardo de 6-7 semanas en madurar. Esto sugiere que el uso de 

melaza es apropiado para madurar sistemas BFT con tilapia. 

Los niveles de amonio en todos los tratamientos con biofloc y los inoculados con probióticos (C+, T1, T2, 

T3 y T4) presentaron un patrón similar. Al inicio de la fase experimental se registró un incremento 

significativo de amonio en todos los tratamientos. Este incremento generalmente se presenta en los 

sistemas utilizados con biofloc debido a que las bacterias presentes en el medio todavía no han alcanzado 

la densidad adecuada para la transformación de amonio en nitritos. Sin embargo, durante la segunda 

semana de cultivo las concentraciones de amonio disminuyeron. En contraste el tratamiento control 

negativo C- (sin biofloc ni probiótico y con recambios de agua del 20% diario) presento la concentración 

de amonio más alta sobrepasando los 2 mg/l. Sin embargo, a lo largo del experimento se mantuvo debajo 

de 1 mg/l. Estos resultados concuerdan con el trabajo realizado por Luo et al. (2014), con O. niloticus en 

sistema de recirculación (RAS) y en biofloc (BFT), donde al día 20 del experimento se presentó el nivel más 

alto de amonio en los sistemas BFT, alcanzando concentraciones de 60 mg/l, mientras que en el sistema 

RAS apenas llegaron a 6 mg/l en el mismo tiempo. Un experimento similar realizado por Long et al. (2015) 

reportaron que a la primera semana de cultivo con O. niloticus en sistema BFT los niveles de amonio 

presentaron su concentración más alta (1.4 mg/l). Aun así, Luo et al. (2015) reporto concentraciones arriba 

de 100 mg/l en cultivo de perca jade (Scortum barcoo) sin causarle efectos negativos.  

Este proceso se conoce como nitrificación y se presenta cuando los sistemas comienzan a “madurar” 

observándose que las concentraciones de amonio tienden a disminuir y empieza el proceso donde los 

nitritos aumentan. Este es un proceso de transformación del nitrógeno, en el cual el amonio es oxidado a 

nitritos y posteriormente a nitratos, durante este proceso se pierde un poco del nitrógeno disuelto en el 

sistema, ya que una parte se libera en forma de desecho gaseoso (Piedrahita, 2003). Generalmente, los 

organismos encargados de llevar a cabo el proceso de oxidación del nitrógeno amoniacal a nitritos son las 

bacterias de los géneros Nitrosomonas y Nitrosococcus (Avnimelech, 1999; Safari y Yosefian, 2006; Crab 

et al. 2007 y Nootong y Pavasant, 2011). Es común la presencia de nitritos en los sistemas intensivos, ya 

que este es un intermediario en la nitrificación, debido a que se transforma el NH3 durante estos procesos 

(Siddiqui y Al-harbi, 1999). 

Durante la primera semana de experimentación la concentración de nitritos en todos los tratamientos fue 

cercana a 0 mg/l. Sin embargo, a los 8 días del experimento, los niveles comenzaron a aumentar. Esto 
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concuerda con la reducción de amonio que se observó a lo largo de la segunda semana de 

experimentación. El pico más alto se dio alrededor del día 30 con una concentración cercana a los 80 mg/l 

de nitritos en el T2. Esta concentración es menor a la reportada en el trabajo de Luo et al. (2014) donde al 

día 20 de su experimento observo concentraciones de hasta 120 mg/l sin presentar efectos adversos para 

la tilapia O. niloticus. Posteriormente los niveles de nitrito en todos los sistemas descendieron 

drásticamente hasta alcanzar niveles cercanos a 0 mg/l, similar al reportado en otros trabajos (Avnimelech, 

1999; Luo et al. 2014 y Rajkumar et al. 2015). 

Posterior al proceso de nitrificación, donde se oxida el amonio a nitrito, comienza otro proceso llamado 

nitratación en el cual mayormente las bacterias autótrofas del género Nitrobacter, oxidan los nitritos en 

nitratos (Nootong y Pavasant, 2011). Los nitratos pueden llegar a ser tóxicos a muy altas concentraciones, 

por ejemplo Rakocy (1989) menciona que entre 600 y 700 mg/l, el consumo de alimento en tilapias se ve 

reducido, sin embargo, en este estudio los valores se encontraron muy por debajo de estos límites. 

Es importante mencionar que al final del experimento, el control negativo (C-) presento concentraciones 

de amonio y nitratos significativamente menores a los tratamientos con biofloc. Así mismo, en el caso de 

los nitritos, al final del experimento no se encontraron diferencias significativas entre todos los 

tratamientos. Esto concuerda con los trabajos realizados por (Luo et al. 2014 y Sanchez, 2016), donde se 

comparó la efectividad de un sistema tipo biofloc con uno de recirculación, en los cuales, al final del 

experimento, ambos obtuvieron concentraciones de nitritos de 0 mg/l, lo cual indica que en este trabajo 

el biofloc tuvo un efecto positivo en la transformación del amonio en nitritos y posteriormente en nitratos. 

Farzanfar (2006) menciona que hay una gran cantidad de reportes en los cuales se usan productos 

microbianos (i.e., probióticos) para aumentar la remoción de amonio en diversos tipos de cultivos. Sin 

embargo, en el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas en la remoción de amonio 

entre los tratamientos con probióticos (T1, T2, T3 y T4) y el control positivo (C+, el cual no estaba 

adicionado con probióticos), lo que sugiere que los probióticos usados en el presente experimento, no 

tuvieron un efecto importante en la remoción de amonio. 
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4.1.2. Alcalinidad y pH 

Es bien conocido que los sistemas que emplean la tecnología de biofloc (BFT) tienen una desventaja, ya 

que el nivel de alcalinidad tiende a disminuir naturalmente gracias a las bacterias, las cuales producen 

pequeñas concentraciones de ácido nítrico a través del proceso de nitrificación ya que las bacterias liberan 

iones de hidrogeno mientras transforman el amonio en nitratos. Es por la actividad bacteriana que los 

sistemas biofloc tienden a acidificarse con el tiempo. Todos los procesos de control de amonio en el 

sistema BFT consumen alcalinidad, y es el proceso de nitrificación la causa de la mayor pérdida de 

alcalinidad (Hargreaves, 2013). Por esto, fue necesario añadir carbonato de calcio al sistema una vez por 

semana tratando de mantener niveles adecuados de alcalinidad (150 mg/l) y mantener el crecimiento 

bacteriano sin perder la capacidad amortiguadora del sistema. En el presente experimento, el nivel de 

alcalinidad nunca bajo de los 50 mg/l ni sobrepaso los 200 mg/l. Por su parte, Azim y Little (2008) 

observaron concentraciones de alcalinidad entre 8-250 mg/l sin presentar efectos negativos para la 

producción de tilapia.  

Debido a la adición constante de carbonato de calcio, los niveles de pH en los sistemas fueron adecuados 

para el cultivo de tilapia (pH entre 7 y 8). Se encontraron valores de pH significativamente más bajos en el 

T4, probablemente asociado a la alta biomasa de peces en este tratamiento, lo cual derivo en mayor 

adición de alimento que en el resto de los tratamientos, por lo que hubo una mayor tasa metabólica y 

mayor producción de biofloc, resultando un sistema más acido ya que al aumentar el metabolismo en los 

peces y bacterias, hay mayor consumo de oxígeno, por lo que se libera mayor cantidad de CO2 (compuesto 

acido), así mismo hay otros factores que pueden influenciar en la acidificación del sistema, como son la 

temperatura y la producción de microalgas. El C- presento el nivel de pH más alto, siendo 

significativamente mayor al T4, pero no con el resto de los tratamientos. Su alto nivel de pH puede 

atribuirse a la ausencia de biofloc en el sistema y a la baja biomasa de peces. 

 

4.1.3. Flóculos  

En los sistemas BFT los sólidos derivados de los desechos orgánicos de los peces y microorganismos, así 

como del alimento suministrado, tienden a acumularse y los niveles de estos incrementan por la 

alimentación y por la adición de fuentes de carbono llegando a alcanzar concentraciones peligrosas para 

los peces, las cuales oscilan entre 2,000 a 3,000 mg/l (Hargreaves, 2013). Concentraciones de flóculos entre 

500 y 1,000 mg/l son recomendadas para un manejo eficientemente en estos sistemas. Avnimelech (2007) 
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recomienda concentraciones entre 200 a 300 mg/l para un buen funcionamiento del sistema y control 

adecuado del amonio sin tener una aireación del agua excesiva. Por su parte, Wang et al. (2015) 

encontraron que concentraciones entre 100 a 300 mg/l de flóculos no presentaron efectos adversos en el 

crecimiento de camarón blanco (Litopenaeus vannamei).  Así mismo, Avnimelech y Kochba (2009) 

recomiendan concentraciones entre 30-50 mg/L para el cultivo de peces. En el presente experimento se 

intentó mantener los niveles de flóculos entre 50 y 100 ml/L  por lo que se dreno el 5% del volumen total 

de los tanques de cada tratamiento una vez por semana.  

Al final del experimento los tratamientos que presentaron mayor cantidad de flóculos fueron el T4 y el C+ 

con concentraciones cercanas a los 80 ml/L, probablemente debido a que la biomasa final en estos tanques 

fue significativamente mayor, por lo tanto, se necesitaba una mayor adición de alimento y de melaza. Para 

tener un mayor control de los niveles de flóculos, hubiera sido recomendable hacer adiciones de carbonato 

de calcio más frecuentemente, ya que los microorganismos adheridos a los flóculos usan este compuesto 

para aumentar en biomasa. Avnimelech (1999) y Rajkumar et al. (2015)  mencionan que la manipulación 

de la relación carbono: nitrógeno (C:N) es un método potente, económico y práctico para controlar los 

sistemas en acuicultura. En el presente experimento la relación C:N se fue ajustando de 20:1 al principio 

del experimento a 10:1 al final del mismo. Este ajuste fue adecuado para mantener la calidad del agua y 

para no tener un exceso de flóculos que pudieran llegar a afectar la concentración de oxígeno disuelto o a 

los mismos organismos en el sistema. 

 

4.1.4 Temperatura y oxígeno disuelto. 

La temperatura recomendad para el crecimiento óptimo de la tilapia es de 24 a 30°C (Rakocy, 1989). En el 

presente experimento todos los sistemas al estar expuestos a la intemperie se comportaron de la misma 

manera sin presentar diferencias significativas entre ellos. La temperatura promedio vario de 32°C en 

septiembre a 26°C en noviembre. 

Así mismo los niveles de oxígeno presentes en los sistemas siempre estuvieron dentro del rango óptimo 

para el crecimiento de la tilapia (>4.5 mg/l) (Barreto-curiel et al. 2015) ya que para manejar un sistema 

tipo BFT es necesario mantener una aireación constante abundante para impedir la sedimentación de los 

flóculos. 
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4.2. Parámetros biológicos 

4.2.1. Crecimiento 

El crecimiento de los peces, su composición corporal y conversión alimenticia varían con la especie, la 

genética, sexo, edad, la calidad de las dietas y las condiciones ambientales, entre otros factores.  

Estudios previos han demostrado que el uso de la tecnología biofloc (BFT) contribuye substancialmente al 

crecimiento y producción de tilapia del Nilo. Esta especie omnívora es capaz de ingerir las partículas de 

alimento formadas por algas y bacterias producidas in situ las cuales promueven la actividad enzimática 

digestiva, por consecuencia mejoran el crecimiento y modifican la composición corporal de las tilapias 

(Long et al. 2015; Yuan et al. 2010; Azim y Little, 2008; Little et al. 2008; Avnimelech, 2007 y Beveridge y 

Baird, 2000). Así mismo se han registrado múltiples trabajos que muestran como el uso de probióticos 

promueve el crecimiento en peces, mejora la asimilación de nutrientes y la calidad del agua (Hamdan y 

Carmen, 2016; Zhang et al. 2016; Sanchez, 2016; Long et al. 2015; Hernández, 2014; Monroy et al. 2012; 

Welker y Lim, 2011; Farzanfar, 2006; Ziaei-nejad et al. 2006 y Günther et al. 2004). 

En el presente trabajo se evaluaron dos probióticos comerciales, Eco-aquaprotect® y Eco-aquablend®, los 

cuales están enriquecidos con enzimas digestivas (proteasa, amilasa y celulasa), bacterias (Bacillus, 

Brevibacillus y Thiobacillus) y levadura Saccharomyces cerevisiae. El proveedor menciona que el probiótico 

Eco-aquablend® contiene Bacillus subtilis, megaterium, lichenoformis, polymixa; Brevibacillus laterosporus 

y Thiobacillus novelus. Mesalhy et al. (2008) analizaron los efectos de combinar B. subtilis con Lactobacillus 

acidophilus en el alimento formulado, observaron que mejora el crecimiento y la salud de Tilapia del Nilo. 

Cutting (2011) hizo una revisión en la que muestra el uso de especies de Bacillus como probióticos, su 

seguridad, modo de empleo y aplicaciones comerciales, entre ellas menciona a B. subtilis, megaterium, 

lichenoformis y polymixa, las cuales al ser usadas como suplemento alimenticio pueden estimular la 

respuesta inmune, actividad antimicrobiana y exclusión por competencia. 

El Eco-aquaprotect® contiene Bacillus subtilis, Bacillus polymixa, Thiobacillus novelus y la levadura 

Saccharomyces cerevisiae. Así mismo Wang et al. (2008) describe el uso en acuicultura de bacterias del 

genero de los Bacillos, mencionando los beneficios de incluirlos como suplementos, entre estos, se 

encuentra el valor agregado al alimento, contribución enzimática a la digestión, inhibición de 

microorganismos patogénicos, actividad antimutagénica y anticancerígena, factores promotores del 

crecimiento e incremento en la respuesta inmune. Por último la bacteria Thiobacillus novelus ha sido 

reportada por Chung et al.(2008) por tener la capacidad de remover el H2S (Ácido Sulfhídrico) del agua, el 
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cual es un compuesto toxico para las especies acuáticas. Así mismo, la bacteria Brevibacillus laterosporus 

tiene función algicida (Jia et al. 2014). Debido a esto, estas últimas bacterias se usan como aditivos para 

bio-remediar cuerpos de agua. 

En el presente estudio, el mayor crecimiento por individuo de O. niloticus Var SPRING cultivada en sistemas 

BFT adicionado con diferentes productos probióticos se presentó en el T4 utilizando el probiótico 

Aquablend.  La estimación de la ganancia en peso promedio fue de 1.61g por día por pez con TCE de 3.58, 

valor menor que los reportados por Cedano et al. (2013) y Rakocy et al. (2008) de 4.5 y 3.2 g/día 

respectivamente. Sin embargo, estos autores realizaron sus estudios en sistemas tipo BFT con peso inicial 

alrededor de los 110 g usando alimento con 24% con TCE de 1.1 (Cedano et al. 2013) y 32% y TCE de 0.8 

(Rakocy et al. 2008) de proteína durante un periodo de cultivo de 26 semanas a comparación de este 

estudio donde fueron 8 semanas con un peso inicial alrededor de 12 g y un alimento con 32% de proteína.  

Los resultados del presente estudio indican que el biofloc tuvo un efecto positivo sobre el crecimiento, 

debido a que el C- presento una ganancia en peso menor a la mitad del alcanzado por el resto de los 

tratamientos bajo condiciones BFT. Sin embargo, los peces del T4 fueron los que alcanzaron mayor 

incremento en peso, probablemente asociado a la constante adición del probiótico el que contenía 

levadura Saccharomyces cerevisiae, ya que los tratamientos (T1 y T2) que contenían bacterias del género 

Bacillus, Brevibacillus y Thiobacillus pero no levadura, alcanzaron pesos significativamente menores 

comparados al T4. Así mismo el hecho de que los peces del T3 presentaran un menor crecimiento con 

respecto al T4, indica que es necesaria la adición diaria de este probiótico para generar el efecto positivo 

de este probiótico en juveniles de tilapia. En otros trabajos realizados con alimento formulado adicionado 

con la levadura Saccharomyces cerevisiae y evaluados en tilapia (Lara-Flores et al.2010; Abdel-Tawwab et 

al. 2008 y Lara-Flores et al. 2003), se demostró que los juveniles de tilapia presentaron mayor aumento en 

la tasa de crecimiento, factor de conversión alimenticia, deposición de proteína en el cuerpo, parámetros 

bioquímicos (niveles de glucosa, albumina, globulina, lípidos totales, proteínas totales, hematocrito, 

conteo de glóbulos rojos y hemoglobina)  y actividad de fosfatasa alcalina. Lo cual indico que esta levadura 

funciona como aditivo estimulante del crecimiento en cultivo de tilapia. 
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4.2.2. Índices de eficiencia alimenticia 

El factor de conversión alimenticia (FCA) es una medida de la eficiencia en la utilización del alimento  y se 

calcula con el peso ganado por los peces durante el bioensayo por la cantidad de alimento suministrado 

(Epp et al. 2002). Un FCA cerca o menor que 1 nos indica que el alimento suministrado es nutricionalmente 

adecuado para el organismo y está siendo utilizado eficientemente. Esto significa que por cada kilogramo 

de alimento suministrado el organismo está creciendo 1 kilogramo en peso  (Manoel et al. 2016). El FCA 

más bajo en este experimento se presentó en el C+, seguido por el T3, T1, T4, T2 y C-. Se pudo observar 

que la adición de biofloc al sistema promovió un mejor rendimiento del alimento suministrado. Sin 

embargo, no hubo un efecto significativo entre el C+ y el resto de los tratamientos (T1, T2, T3 y T4) derivado 

de la adición de probióticos a los sistemas BFT. Aun así, los valores de FCA son menores que los 

encontrados en otros trabajos realizados en sistemas RAS y BFT por Luo et al. (2014) y Avnimelech (1999) 

con tilapia del Nilo (1.47 en RAS y 1.2 en BFT) en los cuales el peso inicial fue de 24.17g por 87 días 

alimentados al 2% de la biomasa total. Lo cual indica que el biofloc cumplió su función de alimentar a las 

tilapias y aumentar la asimilación del alimento. Así mismo, trabajos relacionados al uso de probióticos para 

crecimiento de tilapia, han demostrado que la adición de levaduras y bacterias reduce el FCA (de 3.2 a 

1.01) considerablemente (Lara-flores et al. 2010). Avnimelech (1999) demostró que reduciendo el 

porcentaje de proteína en el alimento de 30% a 20% y aumentando la relación C:N de 11.1:1 a 16.6:1 

redujo el FCA considerablemente de 2.62 a 2.17. Consecuentemente aumento el TEP de 2.18 a 4.35 

indicando que el uso de la proteína por parte de los peces fue dos veces mayor. Este incremento se debe 

a que los microorganismos reciclaron la proteína y esta fue usada ingerida dos veces por los peces primero 

como alimento y por segunda vez como masa microbiana. 

La tasa de eficiencia proteica (TEP) es un indicador de la calidad de la proteína suministrada en el alimento 

(Moreno et al. 2013). Se expresa como los gramos de peso ganado por gramo de proteína consumida. En 

el caso de este experimento el rendimiento más alto de TEP fue en el C+ (2.83), sin presentar diferencias 

significativas con el resto de los tratamientos con biofloc, pero si con el C- (sistema con recambios de agua 

del 20% del volumen total diario). Todos los tratamientos con biofloc obtuvieron un rendimiento mayor 

que el registrado por Rajkumar et al. (2015) con postlarva (0.15g) de camarón blanco (L. vannamei) en 

biofloc por 60 días con alimento formulado (34.6% proteína) con TEP de 2.59 y Long et al. (2015) de 2.59 

en cultivo de juveniles (50g) de tilapia del Nilo genéticamente modificada (GIFT) en biofloc alimentados 

con 46% de inclusión de proteína. La TEP de los tratamientos con biofloc (C+, T1 y T3) fueron 

significativamente mayores que la TEP del C- mientras que el T2 y T4 no presentaron diferencias 

significativas con ningún tratamiento. Este mejoramiento en la utilización de la proteína probablemente 
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esté relacionado a la presencia de biofloc en estos sistemas. Los microorganismos presentes en los flóculos 

típicamente contienen  45% de proteína cruda (Rajkumar et al. 2015). Sin embargo, este porcentaje puede 

variar un poco dependiendo de la composición taxonómica presente en el biofloc. Es muy probable que 

las tilapias se alimenten parcialmente de este biofloc y por lo tanto mejore la TEP en los sistemas BFR. 

La TCE es un valor que nos indica que tanto más rápido crecieron los peces de un tratamiento contra otro 

tratamiento (i.e., dieta, temperatura, densidad). Lo importante de la TCE es que nos permite hacer 

comparaciones entre peces de tamaño diferente asumiendo que hubo un crecimiento exponencial. 

En el presente estudio se utilizó una dieta de 32% de proteína, alcanzando la mayor TCE (3.58%) en el T4 

y la menor (2.56%) en el C- sin encontrar diferencias significativas entre los tratamientos con biofloc (C+, 

T1, T2, T3 y T4). Jauncey (1982) evaluó diferentes niveles de inclusión de proteína en la dieta para juveniles 

de tilapia (Sarotherodon mossambicus) con peso inicial de 1.89 g y reporto la mejor TCE con la dieta de 

32% de proteína alcanzando una tasa de crecimiento del 3.82% por día, usando una tasa de alimentación 

del 5% de la biomasa total durante un periodo experimental de 40 días. Así mismo, observó que los niveles 

mayores de inclusión de proteína en la dieta tendieron a reducir la TCE para esta especie. Por su parte 

Long et al. (2015) evaluaron el efecto del biofloc en el crecimiento de tilapia genéticamente modificada 

(Oreochromis niloticus) por 8 semanas usando dietas de 46% de proteína utilizando tasas de alimentación 

del 5% al 3% y observando TCE de 2.04% por día, lo que podría indicar que el biofloc adicionado con el 

probiótico Aquablend® por 8 semanas promueve el crecimiento de los peces.  

 

4.2.3. Hematocrito (Hc) 

El valor de Hc es un indicador del porcentaje de glóbulos rojos en la sangre y puede variar debido a 

diferentes factores como la talla, edad y sexo, estado de salud, nutrición deficiente y parámetros 

fisicoquímicos desfavorables presentes en el medio en que se encuentra el organismo (Brischoux et al. 

2011). La disminución del Hc puede referirse a problemas de salud (anemia) en la mayor parte de los 

organismos y puede relacionarse con estrés entre otros factores (Cuervo et al. 2010). En el presente 

estudio, los valores de Hc encontrados para la tilapia en todos los tratamientos fluctuaron entre el 30% y 

38%. Esto valores de Hc se encuentran dentro del intervalo considerado como normal o apto para las 

tilapias bajo condiciones de cultivo (i.e., entre 30-40%) (Bittencourt et al. 2003). Aunque no se encontraron 

diferencias significativas entre los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3 y T4), si fue más elevado el valor 
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de Hc en los tratamientos T3 y T4, lo cual podría sugerir que la adición de la levadura Saccharomyces 

cerevisiae promovió la salud de los organismos. 

Apún et al. (2015) obtuvo un valor de Hc del 28% con la suplementación diaria de una mezcla de 

probióticos, lo cual es un valor mucho menor a los obtenidos en el presente estudio para los tratamientos 

adicionados con probióticos. Por su parte Al-dohail et al. (2009) obtuvo un valor de 30% con la adición de 

Lactobacillus acidophilus en la dieta del bagre africano (Clarias  gariepinus). Por otra parte Hassaan (2014) 

evaluó la inclusión de  Bacillus licheniformis en la dieta para tilapias, obteniendo valores menores (i.e, 15 

a 17%) a los normales o aptos para esta especie y mucho más bajos que los obtenidos en el presente 

estudio (32 a 38%) en los tratamientos que fueron suplementados con biofloc, por lo que se puede suponer 

que el biofloc mantiene el estado de la salud en los peces y se necesitan más estudios sobre la contribución 

de los probióticos en biofloc sobre los parámetros hematológicos de las tilapias.  

 

4.2.4. Índice hepatosomático (IHS) 

El índice hepatosomático (HSI) no indica la relación del peso del hígado en proporción con el peso total del 

organismo. Entre mayor el hígado mayor el índice. En algunos peces cuando la energía en la dieta es alta, 

los organismos almacenan este exceso de energía como lípidos o glucógeno. Estar reservas energéticas 

pueden ser movilizadas para hacer frente a periodos de ausencia de alimento o para etapas reproductivas, 

donde la mayor cantidad de la energía almacenada será utilizada para la producción de gametos (González 

y Oyarzun, 2002). El índice hepatosomático es especie-especifico y su valor se relaciona con el 

almacenamiento de grasa y/o glucógeno en el hígado con relación al peso del cuerpo, en peces óseos el 

porcentaje del IHS, por lo general, es entre 1 y 2 %. (González, 2011).  

En el presente estudio, el índice hepatosomático más alto se observó en el T2 (2.24) mientras que el menor 

en el C- (1.56). Dentro de los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3 y T4) no se encontraron diferencias 

significativas lo cual indica que la adición de probióticos al biofloc no genero un efecto en este parámetro. 

Sin embargo, si se observó un efecto positivo al comparar el control negativo (C-) con el resto de los 

tratamientos. Soliman et al. (1986) cultivaron juveniles de tilapia del Nilo por 8 semanas modificando el 

tipo de ácido ascórbico y registraron rangos de índices hepatosomáticos entre 1.73 y 2.76. Así mismo, 

Yuangsoi et al. (2014), reportaron índices hepatosomáticos de 2.36 a 2.61 en bagre bocourti (Pangasius 

bocourti) sustituyendo la proteína de soya por proteína de moringa en el alimento. Ambos estudios no 

presentaron enfermedades derivadas del hígado. Por lo que se puede deducir que IHS en este trabajo no 
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alcanzo niveles peligrosos para esta especie. Sin embargo, para tener un aproximado más certero sobre el 

estado de salud, sería necesario realizar trabajos de análisis proximal del hígado. 

 

4.3. Actividad enzimática 

Uno de los retos en la acuicultura es reducir el uso de proteína de fuente animal en las dietas formuladas 

y/o aumentar la capacidad de digestión, absorción y asimilación de estas proteínas por los organismos a 

cultivar. La digestión es el proceso de solubilizar y degradar nutrientes en sus componentes más básicos 

(i.e., monómeros) para que puedan ser transportados a través de las paredes intestinales para los procesos 

fisiológicos y metabólicos vitales. Por lo que es de gran importancia realizar estudios sobre la actividad de 

enzimas digestivas como proteasas, amilasas, fosfatasas y lipasas, entre otras.  

Las enzimas son catalizadores biológicos de origen proteico que aumentan la velocidad de una reacción 

sin que esta afecte en si a la misma enzima (Lehninger, 1984). La caracterización de las enzimas digestivas, 

su funcionalidad, adaptaciones a diferentes tipos de alimentos y las características de estas son de gran 

importancia para comprender la capacidad digestiva de especies acuícolas cultivables ya que estos 

estudios pueden aportar información acerca del estado de salud de los organismos, su capacidad para 

digerir alimentos, así como el efecto de una dieta formulada sobre una especie (Moyano, 2006).  

Previamente se ha documentados que el biofloc es una fuente rica en compuestos bioactivos tales como 

carotenoides, clorofilas, fitoesteroles, bromofenoles, amino azucares (Ju et al. 2008) y compuestos anti 

bacterianos (Crab et al. 2010). Esto sugiere que los compuestos microbianos, factores de crecimiento 

desconocidos y organismos probióticos como Bacillus, Lactobacillus presentes en el biofloc podrían 

mejorar la digestión del alimento por medio de producción de enzimas exógenas. Anand et al. (2014) 

observaron el efecto de enzimas digestivas (amilasa, proteasa, lipasa y celulasa) derivado de la adición de 

varias concentraciones de biofloc en la dieta de Penaeus monodon y descubrieron que suplementar con 

un 4 al 8% con biofloc al alimento formulado suministrado, incrementaba la actividad de estas enzimas en 

el páncreas y en el intestino. Sin embargo, Caldini et al (2015) evaluaron la diferencia entre suministrar el 

biofloc en la dieta de tilapia del Nilo y el cultivar a esta especie en un sistema tipo BFT (C:N = 1:15), y 

observaron que los organismos presentaron crecimiento significativamente mayor en sistemas tipo BFT 

que en un sistema abierto con alimento formulado adicionado con biofloc. Esto indica que el biofloc 

generado in situ promueve la digestibilidad de las proteínas a través del incremento en la actividad 

enzimática de los organismos cultivados (Xu y Pan, 2012). Así mismo, en el trabajo realizado por Lara-flores 
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et al. (2010) se demuestra que la adición de probióticos de origen bacteriano y de levaduras promueven 

la actividad enzimática y el crecimiento en el cultivo de tilapia del Nilo. 

 

4.3.1. Proteasas alcalinas totales, tripsina y quimotripsina 

Las proteasas son enzimas que activan la hidrolisis de los enlaces peptídicos de las proteínas para así liberar 

los aminoácidos (estructuras primarias de la proteína) presentes (Pérez et al. 2003).  En el presente trabajo 

se evaluaron las proteasas alcalinas totales en tilapia del Nilo, estas enzimas proteoliticas son las que 

trabajan en el intestino (pH alcalino) y están implicadas en la digestión de las proteínas en esta región del 

sistema digestivo (Moyano, 2006). Dentro de las proteasas alcalinas hay una gran variedad de proteasas 

como la tripsina y quimotripsina entre otras, Sin embargo, estas dos últimas son las más estudiadas debido 

a su fuerte participación en la digestión de las proteínas. Claramente no son las únicas, ya que existen 

muchas otras involucradas en la digestión alcalina; sin embargo, son pocos los estudios en peces que han 

cuantificado adecuadamente la participación relativa de las enzimas alcalinas.  

La tripsina es una endopeptidasa pancreática que hidroliza los enlaces peptídicos constituidos por lisina y 

arginina de las proteínas. Se activa en el intestino cuando su zimógeno (tripsinogeno) es producido por el 

páncreas y activado en el lumen del intestino por la enteroquinasa presente en la membrana de los 

enterocitos  (Cohen et al. 1981). Esta a su vez, se encarga de la activación del resto de zimógenos 

pancreáticos (quimotripsinógeno, procarboxipeptidasa A y B y proelastasa, entre otros). Por lo tanto, 

evaluar su actividad da un punto de referencia para estimar la importancia relativa de las diferentes 

enzimas digestivas alcalinas (Bezerra et al. 2005). 

La utilización de probióticos en la maduración de cultivos en biofloc ha servido como promotores de 

crecimiento y para mejorar la digestión de los nutrientes de los organismos en cultivo (Rivas-Vega et al. 

2012; Padmavathi et al. 2012; Cedano et al. 2013; Mohamed et al. 2013; Daniel y Nageswari, 2017), así 

mismo, se ha evidenciado que el biofloc juega un papel importante en la estimulación de enzimas 

digestivas (Moss et al. 2001; Xu et al. 2012). Yanbo y Zirong (2006) realizaron un estudio en carpa común 

(Cyprinus carpio) en el cual evaluaron el efecto de probióticos a base de bacterias Bacillus sp. en la 

actividad de enzimas digestivas intestinales. Descubrieron que la adición de bacterias Bacillus sp. 

incremento significativamente la actividad enzimática de proteasas, amilasas y lipasas, mejorando de esta 

forma la digestibilidad del alimento por las carpas. Caso similar a lo que ocurrió en el presente estudio, 

donde los tratamientos adicionados con probióticos presentaron niveles mayores de proteasas. Sin 
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embargo, la actividad de amilasas solo aumento en el T4, el cual fue adicionado con el probiótico 

Aquablend®, más adelante (sección 5.6.4) se hace una revisión más a profundidad de porque se comportó 

de esta manera la actividad de amilasas. 

Xu y Pan (2012), en un estudio realizado con camarón blanco (Litopenaeus vannamei) observaron un 

incremento significativo en la actividad de las enzimas digestivas y un mejor crecimiento al ser cultivados 

en sistemas de biofloc. Este mismo efecto se ha observado en peces y crustáceos al ser alimentados con 

probióticos y microalgas como suplemento de la dieta. La presencia de componentes microbianos en la 

dieta complementada con biofloc con enzimas exógenas (enzimas presentes en los probióticos: celulasa, 

amilasa y proteasa) podría haber estimulado la producción de enzimas en las tilapias del presente estudio 

como ha sucedido en estudios previos con camarones (Anand et al. 2014) 

El mejor crecimiento obtenido en el presente estudio fue para las tilapias bajo el tratamiento T4 y la 

actividad de la tripsina y quimotripsina fue significativamente mayor en este tratamiento. Posiblemente 

esta mayor actividad enzimática ayudo a una mejor digestión y absorción de las proteínas presentes en el 

alimento y el biofloc. Por su parte la baja actividad de proteasas alcalinas en el T3 sugiere que los 

microorganismos presentes en el probiótico Eco-aquablend® no mantuvieron una colonización del sistema 

digestivo y permanencia dentro del intestino ya que solo fue adicionado por 4 semanas La baja actividad 

de las proteasas alcalinas en el T3 podría estar explicar el menor crecimiento de las tilapias en este 

tratamiento. Sin embargo, se observa que el uso de probióticos de manera constante si aumenta 

considerablemente la actividad de proteasas alcalinas total.  

 

4.3.2. Leucina aminopeptidasa 

Las leucinas aminopeptidasas (LAP) son enzimas proteolíticas que catalizan la hidrólisis de los restos 

aminoacídicos en el extremo amino de los péptidos y proteínas y están presentes en los bordes de cepillo 

intestinal (Tengjaroenkul et al. 2000). Las LAP no solo desempeñan un papel importante en el 

mantenimiento del balance del nitrógeno, energía para el metabolismo, concentración de glucosa en la 

sangre, producción de hormonas de crecimiento y concentración de hemoglobina, sino que además 

promueve la síntesis de proteínas (Norton y Layman, 2006; Abidi y Khan, 2007), por lo que una deficiencia 

de esta enzima en el organismo, podría generar malfuncionamiento metabólico y reducir el crecimiento 

en los organismos (Fernstrom, 2005; Kiron, 2012), entre ellas la tilapia del Nilo (Gan et al. 2016).  
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En el presente estudio, la actividad de la enzima leucina aminopeptidasa, se vio directamente afectada por 

el uso de biofloc ya que todos los tratamientos en sistema biofloc (T1, T2, T3 y T4), así como el control 

positivo (C+) presentaron niveles de actividad menores que el control negativo (C-).  

Comúnmente se relaciona el aumento en peso con una mayor actividad de la enzima LAP (entre otras) sin 

embargo en el caso del presente estudio, se puede observar que los tratamientos con biofloc, los cuales 

presentaron mayor crecimiento, también presentaron la menor actividad de la enzima LAP. Ferreira et al. 

(2016) evaluaron la actividad de diferentes enzimas (entre ellas LAP) en cultivo por 90 días juveniles de 

tilapia del Nilo (87.61 ± 1.52 g) en sistema de cajas y en sistema de estanque, descubrieron que las tilapias 

en sistema de cajas presentaron mayor actividad para la enzima LAP que el cultivo en estanque. Sin 

embargo, la actividad de esta enzima se redujo considerablemente a partir de los 63 días de cultivo. Esto 

quiere decir que los niveles de actividad enzimática pueden variar significativamente entre sistemas de 

cultivo y podría explicar en parte, la baja actividad de LAP en los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3 y 

T4). 

Así mismo, la digestibilidad fisiológica está regulada (en parte) por ritmos circadianos, pero existen pocas 

evidencias en peces teleósteos (Lazado et al. 2017) y mucho menos en cultivo de biofloc. Los ritmos 

circadianos están presentes en todas las formas de vida, lo que les permite adaptarse a cambios periódicos 

del medio ambiente. Este mecanismo evolutivo regula los ritmos biológicos y de comportamiento, lo cual 

provee a los organismos con la capacidad de programar procesos biológicos para que ocurran en un 

momento óptimo del día o anualmente (Yerushalmi y Green, 2009). Los factores ambientales que más 

influencian en los ritmos circadianos en animales son los ciclos de luz y alimentación y estos parecen estar 

correlacionados (Montoya et al. 2010).  

Lazado et al. (2017) evaluaron los ritmos circadianos de enzimas gástricas e intestinales en pámpano 

(Trachinotus falcatus) dividiéndolos en dos grupos, el primero fue alimentado en un esquema periódico 

(alimentación diaria a las 09:00 am) y el segundo grupo se alimentó de manera aleatoria (3-4 porciones 

diarias repartidas aleatoriamente), en este mismo experimento evaluaron la actividad enzimática a lo largo 

del día (12h luz, 12h obscuridad), alimentados con una ración del 2% diaria de la biomasa total del tanque. 

Observaron que  los peces presentaron actividad enzimática anticipatoria a la alimentación. La actividad 

enzimática de LAP (entre otras) aumentaba en los peces que fueron alimentados en el esquema periódico, 

mientras que los organismos con alimentación aleatoria mantenían los niveles de LAP constantes. Así 

mismo, observaron que la variación en la actividad de la enzima LAP no presentaba variantes significativas 

a lo largo de todo el día, indicando que esta enzima no está correlacionada a un ciclo de luz y obscuridad, 
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sino que su actividad está directamente condicionada a la alimentación. Es posible que los niveles de LAP 

en el presente estudio, en los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3 y T4) se haya mantenido baja, debido 

al constante aporte de alimento proporcionado por el mismo biofloc, mientras que en el control negativo 

(-) los niveles hayan aumentado debido a que el muestreo se realizó en un momento donde la actividad 

enzimática de LAP presentaba los niveles más altos. Se recomienda realizar mayor investigación acerca de 

la respuesta de los ritmos circadianos en organismos cultivados en biofloc.    

 

4.3.3. Fosfatasas alcalinas 

Las fosfatasas alcalinas son las encargadas de catalizar la separación del fosforo inorgánico a partir del 

fosfato orgánico. Estas enzimas están presentes a lo largo del epitelio intestinal. Son encargadas, en parte, 

de transportar nutrientes como glucosa, proteínas, lípidos, agua e iones a través de la membrana (Dupuis 

et al. 1991). 

Se ha demostrado que el uso de levaduras tanto en alimento formulado o adicionado directamente a los 

tanques de cultivo promueven el crecimiento, actividad enzimática, mejora la salud y ayuda a los 

organismos a reducir la incidencia de enfermedades (Gatesoupe, 2000; Tovar-Ramirez et al. 2008; Lara-

flores et al. 2010). Por ejemplo, en el trabajo realizado por Lara-flores et al. (2010) se comparó el efecto 

de dos probióticos, uno enriquecido con la levadura Saccharomyces cerevisiae y el segundo, una mezcla 

de las bacterias Streptococcus faecium y Lactobacillus acidophilus. Ambos probióticos promovieron el 

crecimiento de la tilapia del Nilo, sin embargo, los tratamientos enriquecidos con levadura mostraron 

mejor crecimiento, este atribuido a la alta actividad de fosfatasa alcalina. Así mismo, Tovar-Ramirez et al. 

(2008) mencionan que las levaduras liberan constantemente pequeñas moléculas llamadas poliaminas, las 

cuales se encuentran en todos los materiales biológicos (Tabor y Tabor, 1984) y promueven el crecimiento, 

supervivencia y maduración del sistema digestivo. 

En el presente trabajo se observó un efecto positivo en el crecimiento y actividad enzimática de fosfatasas 

alcalinas, al utilizar el probiótico Acuablend® por 8 semanas, ya que la actividad de la fosfatasa alcalina fue 

significativamente mayor que el resto de los tratamientos y lo que indica la importancia de la adición 

constante de este probiótico enriquecido con la levadura Saccharomyces cerevisiae para un mejor 

crecimiento. 

En el trabajo realizado por Zhang et al. (2016), no se observaron diferencias significativas en la actividad 

enzimática de fosfatasas alcalinas entre dos sistemas tipo biofloc adicionados uno con glucosa y el otro 
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con ácido Poli-β-hidroxibutirico por 60 días. Así mismo, en el presente estudio la adición del probiótico 

Acuaprotect® por 4 y 8 semanas (T1 y T2), la adición del probiótico Acuablend® por 4 semanas (T3) y el 

uso de puro biofloc (C+) no presentaron diferencia alguna con el control negativo (C-) en actividad 

enzimática de fosfatasas alcalinas. 

 

4.3.4. α-amilasa 

La enzima α-amilasa se encuentra principalmente en el páncreas, esta enzima es liberada al intestino 

donde digiere algunos carbohidratos a través de la hidrolisis de los enlaces alfa-glucosidicos de 

polisacáridos tales como el glucógeno y almidón, reduciéndolos y transformándolos en azucares simples 

de fácil absorción (Nagase, 1964). 

La actividad de estas enzimas en tilapia ha sido estudiada previamente (Fish, 1960; Sandoval-Muy et al. 

201; Barreto-Curiel et al. 2015; Gominho-Rosa et al. 2015; Ferreira et al. 2016), así como el efecto de los 

probióticos sobre los niveles de actividad de la α-amilasa en diferentes especies como Penaeus monodon 

(Anand et al. 2014), Penaeus vanammei (Mart et al., 2012), larvas de Sparus aurata (Suzer et al., 2008), 

Cyprinus carpio (Yanbo y Zirong, 2006), Orechromis niloticus (Essa et al. 2010; Del´Duca et al. 2013; 

Hassaan, 2014)  y el efecto del biofloc sobre la actividad enzimática de tilapias (Long et al., 2015). Sin 

embargo, el efecto combinado de probióticos y biofloc sobre la actividad enzimática de tilapia del Nilo, no 

ha sido reportado anteriormente.  

En el presente estudio, la actividad específica de la α-amilasa fue significativamente mayor en el 

tratamiento inoculado con Aquablend® por 8 semanas (T4), el resto de los tratamientos (T1, T2 y T3) así 

como los controles (C- y C+) no presentaron diferencias significativas entre ellos pero si con el T4. Esto 

indica que como en el caso de la tripsina, quimiotripsina y las fosfatasas alcalinas, el uso de probióticos 

enriquecidos con la levadura S. cerevisiae por 8 semanas genera un efecto positivo en la actividad de α-

amilasa. En contraste Essa et al. (2010), evaluando el efecto de cuatro grupos de probióticos previamente 

aislados de tilapias (Oreochromis niloticus) sanas. En su trabajo evaluó; Bacillus subtilis NIOFSD017, 

Lactobacillus plantarum NIOFSD018, una mezcla de ambas (B. subtilis NIOFSD017 y L. plantarum 

NIOFSD018) y la levadura Saccharomyces cerevisiae NIOFSD019. Como resultados observaron que la 

adición de S. cerevisiae no presentaba un efecto significativo en cuanto a la actividad de α-amilasa en el 

intestino comparado con el uso del probiotico L. plantarum NIOFSD018. Sin embargo, si fue 

significativamente mayor que el grupo control, el cual no había sido adicionado con probióticos. Por su 
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parte, Heidarieh et al. (2013) realizaron un estudio en el cual la evaluaron el uso de S. cerevisiae 

fermentada por 50 días en la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). La levadura produjo un incremento 

significativo en la actividad específica de α-amilasa en intestino comparado con el grupo control (sin 

levadura).  

Es interesante observar que ambos probióticos evaluados en el presente estudio (Aquablend® y 

Aquaprotect®) contienen enzimas como amilasa, celulasa y proteasas, las cuales en principio deberían 

ayudar a la digestión de los nutrientes. Sin embargo, no parecen generar un efecto en la actividad 

encontrada en los intestinos de las tilapias ya que el único efecto realmente positivo se presentó en el T4. 
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Capítulo 5. Conclusiones 

 

5.1. Conclusiones generales 

 Los probióticos Aquablend® y Aquaprotect® fueron efectivos en mantener la calidad de agua para 

un cultivo de tilapia en sistema tipo biofloc. Sin embargo, no presentaron diferencias significativas 

con el control positivo, por lo que evaluando el costo-beneficio, no se recomienda su uso para este 

efecto en particular. Sin embargo, en cuestión de crecimiento, el uso del probiótico Aquaprotect® 

adicionado constantemente si presento un efecto positivo en los juveniles de esta especie 

(Oreochromis niloticus Var SPRING). 

 El modificar la relación carbono nitrógeno de 20:1 a 10:1 a lo largo del periodo de cultivo fue 

eficiente, ya que al principio ayudo a establecer un biofloc ¨sano¨ y activo, el cual ayudo a 

mantener los parámetros fisicoquímicos del agua estables y a la larga redujo el costo de adición 

de una fuente de carbono exógena y alimento formulado. 

 El uso de biofloc adicionado con probióticos reduce el factor de conversión alimenticia, aumenta 

la tasa de eficiencia proteica, así como la tasa de crecimiento especifico y en este caso redujo los 

gastos de operación de $243.47 (C-) a $67.21 (T4) pesos mexicanos por kilogramo de biomasa 

ganada. 

 El hematocrito y el índice hepatosomático se encontraron dentro de los rangos óptimos para el 

crecimiento de esta especie dentro de los tratamientos con biofloc (C+, T1, T2, T3 y T4) por lo que 

el uso de este tipo de sistema fue eficiente en el mantenimiento de la salud de esta especie.  

 El uso de biofloc ayuda promueve el crecimiento de los organismos debido a que presentan una 

fuente de alimento de buena calidad constante y reduce la introducción de posibles patógenos 

debido a los escasos recambios de agua.  

 El uso de probióticos en sistemas tipo biofloc, promueve la actividad de enzimas digestivas tanto 

endógenas como exógenas, por lo que los organismos cultivados son capaces de aprovechar mejor 

los nutrientes suministrados. Por lo tanto, se presenta un mejor crecimiento, mejor condición de 

salud y reducción de costos de alimento. 

 El uso de probióticos y biofloc a nivel comercial es factible y recomendable debido a la disminución 

de costos por uso de agua y alimento formulado; aumenta la biomasa, reduce la incidencia de 
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patógenos, así como el impacto ambiental y los desechos presentan proteínas de alta calidad los 

cuales pueden ser reutilizados en piensos alimenticios.  

 

5.2. Recomendaciones 

 Mantener un control de la alcalinidad por medio de mediciones de alcalinidad más constantes y 

añadir carbonato de calcio en función del requerimiento del sistema. 

 Evaluar la composición proximal de los organismos al inicio y al final del uso de biofloc con 

probióticos. 

 Determinar la microflora presente en cada sistema de biofloc y evaluar si el uso de probióticos 

genera una colonización constante de estos sistemas. 

 Evaluar la actividad de enzimas digestivas tipo lipasa y celulasa en biofloc inoculado con 

probióticos, tanto en tilapia como en otras especies. 

 Inocular con probióticos previamente aislados de tilapias sanas para generar una colonización del 

sistema especie-especifico. 

 Determinar en qué etapa de desarrollo del organismo es más eficiente el uso de sistemas tipo 

biofloc adicionado con probióticos y el periodo exacto de adición de los probióticos para reducir 

costos y aumentar factores de condición. 

 Inocular los sistemas en condiciones controladas para así reducir el efecto de variables 

ambientales como temperatura, incidencia de microorganismos por vía aérea y tratamiento del 

agua de entrada. 

 Evaluar el efecto de la adición de biofloc madurado con probióticos en dietas formuladas en la 

actividad enzimática y crecimiento de varias especies. 
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ANEXOS 

Anexo 1: Reactivo 1 Somogy-Nelson  

Todos los ingredientes para la preparación de este reactivo se añadieron en el orden que muestra la tabla 

5. Una vez añadido el agua, se procedió a mezclar todo con un mosquetón magnético hasta que todos los 

ingredientes quedaron homogéneos y disueltos. Posteriormente se aforo a 100 ml con agua destilada. El 

reactivo se conservó en una incubadora a 37 °C constantes. Si llegase a precipitar el reactivo, este puede 

ser filtrado, en este caso no ocurrió ninguna precipitación. 

Tabla 5.  Ingredientes y cantidades para la preparación del reactivo 1. 

ml totales 100 

Carbonato de sodio anhidro (gr) 2.5 

Tartrato sódico potásico (gr) 2.5 

Bicarbonato sódico (gr) 2 

Sulfato sódico anhidro (gr) 20 

Agua destilada (ml) 8 

 

Anexo 2: Reactivo 2 Somogy-Nelson 

Se prepararon 10 ml de este reactivo. Todos los ingredientes fueron agregados en el orden que se muestra 

en la tabla 6. Una vez añadidos todos los ingredientes, se agitaron y mezclaron con un mosquetón 

magnético y posteriormente el reactivo se conservó a temperatura ambiente. 

Tabla 6. Ingredientes y cantidades para la preparación del reactivo 2. 

ml totales 10 

Sulfato cúprico pentahidratado (gr) 
 

1.5 

H2O destilada (ml) 
 

10 

Ácido sulfúrico concentrado (gotas) 0.2 
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Anexo 3: Reactivo 3 Somogy-Nelson  

Este reactivo se preparó en dos etapas. En la primera se toma un vaso de precipitado, se agregaron 5 gr 

de molibdato amónico, 60 ml de agua destilada, 4.2 ml de ácido sulfúrico (tabla 7) y se agitaron y 

mezclaron. En otro vaso de precipitado se agregó 0.6 gr de arseniato sódico, 5 ml de agua destilada y se 

mezclaron. Posteriormente se agrega lentamente el segundo vaso de precipitado en el primero, se aforo 

a 100 ml y se calentó en un baño de agua a 37 °C. Posteriormente este reactivo se conservó a 37 °C en una 

incubadora. 

Tabla 7. Ingredientes y cantidades para la preparación del reactivo 3. 

Ml totales 100 

Molibdato amónico (gr) 5 

H2O destilada (ml) 90 

Ácido sulfúrico concentrado (ml) 4.2 

Arseniato sódico heptahidratado (gr) 0.6 

H2O destilada (ml) 5 

 

Anexo 4: Reactivo 4 Somogy-Nelson 

Este reactivo se preparó justo antes de usarse. Consistió en añadir 1 ml del reactivo 2 por cada 25 ml del 

reactivo 1.  Se prepararon 78 ml para todas las muestras (tabla 8). 

Tabla 8. Ingredientes y cantidades para la preparación del reactivo 4. 

ml totales  78 

Reactivo 1 75 

Reactivo 2 3 
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Tampón fosfato de sodio dibásico y citrato de sodio monohidratado 

Para 50 ml de buffer se pesaron 1.34 gr de fosfato de sodio dibásico al 0.1 M y 1.07 gr de citrato de sodio 

monohidratado al 0.1 M. Se mezclaron los dos reactivos con un agitador magnético en 35 ml de agua 

destilada. Se ajustó el pH a 7.5 con NaOH al 0.05 M y se aforo a 50 ml con agua destilada. 

Anexo 5: Solución de almidón soluble al 2% (sigma, S 2630) 

Se hirvieron 100 ml de agua destilada y se suspendieron 2 gr de almidón en 2-4 ml de metanol. Se retiró 

del calor el agua y se le agrego el almidón lentamente. Posteriormente se dejó hervir por 20 minutos 

cuidando que no se secara y al final se aforo a 100 ml con agua destilada. El reactivo se conservó a 4 °C en 

un refrigerador convencional. 

 


