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1 INTROD 3 (

El pescado tiene una composicidn en nutrimentos parecida a la de la carne: proteinas de
gran calidad, grasas o lipidos, pequeiias cantidades de vitaminas, sales minerales y
purinas (prindpaimente en el azul). Al igual que la carne, no contiene hidratos de carbono
y en funddn de la cantidad de grasa se dividen en pescados magros (0-2% de grasa),
semigrasos (2-6% de grasa) y grasos (mas de 6% de grasa). El tipo de grasa mas
abundante es la insaturada, y en los azules abundan los acidos grasos de la serie omega-

3. Destaca asi mismo su contenido mineral de yodo, fésforo y magnesio.!

Las sustancias basicas de las que estdn compuestos ios pescados son agua, protefnas,
grasas, vitaminas y minerales, su proporcion varia segun la especie y el tamaio del

ejemplar, ademds del estado de madurez sexual, de ias condiciones del medio donde

vivian, y la regién del cuerpo que es analizada.

El agua es el compuesto que se encuentra en Mayor proporcion y ocupa del 64 al 81% del
peso del cuerpo, seguido por las proteinas, que son ei alimento de mayor valor nutritivo
del pescado, existiendo del 17 al 25%; después se encuentran las grasas, cuyo contenido

varia considerablemente en relacidén con la especie.

La vitamina E también estd presente en los pescados (aunque en menor concentracion).
Las vitaminas hidrosolubles, que en su mayor parte integran el complejo B, se localizan en

casi todas las especies de pescados; éstas son: la tiamina (B,), la riboflavina (B3), la
piridoxina (Be) y l1a cobalamina (By2).



Introdhuccion

La mayor parte de los elementos minerales se encuentran en los animales acuaticos en
concentraciones que permiten responder a las exigencias nutricias cotidianas, con
excepcidn del hierro, ya que los peces se hallan desprovistos de éi, a diferencia de las

carnes rojas.

Los peces contienen, aparte del yodo, sales de sodio, cobre, cobalto, manganeso, fidior y
otros minerales cuya importancia nutricia es reconocida. El calcio y el fésforo estdn
presentes en el pescado en proporciones mejor equilibradas que en las cames de los

animales terrestres.

Las proteinas animales estin formadas por 20 aminoacidos, de los cuales ocho son
llamados "aminodcidos indispensables” y deben estar incluidos obligatoriamente en la
dieta, ya que el organismo no es capaz de sintetizarios; por esto, el valor nutritivo de un
alimento estd ligado a su contenido de este tipo de aminodcidos. Los tejidos conjuntivos
estdn menos desarrollados en los peces, por lo que tienen menores proporciones en
grasas y huesos, a la vez que contienen suficgentes aminodcidos indispensables, lo que les

confiere cierta ventaja como alimentos. ?

La enfermedad cardiovascular (ECV) es la causa mas importante de muerte en nuestro
pais. Los niveles altos de colesterol es uno de los factores mMas importantes que
determinan el desarrolio de ésta, los niveles séricos de colesterol estan directamente
relacionados con el colesterol ingerido, de ahi la importancia de una dieta sana y
equilibrada. Un elemento importante dentro de ésta es el consumo de pescado.’ La razén



Introduccion

parece encontrarse en los acidos grasos omega-3, ya que se cree que reducen el riesgo de

trombosis y del mismo modo, ayudan a mejorar el flujo sanguineo.®

El objetivo del presente trabajo es conocer la composicidn quimica, asi como evaluar el
valor nutricional y los factores antinutricionales en tres pescados enteros; sierra, bagre y
tilapia, con el fin de incorporarios a la industria alimentaria, ya que por su bajo costo en el

mercado mexicano, muchas veces se consideran fauna de acompafiamiento.



2_OBJIETIVOS

GENERAL,

v Determinar la composicidon nutricional de tres pescados enteros comerdiales de
bajo costo, con el fin de evaluar la posibilidad de incorporarios, en forma de

harina, a un alimento para animales.

PARTICULARES

v" Determinar la presencia de inhibidores de tripsina y lectinas en los pescados

analizados.
v’ Identificar y cuantificar los aminoacidos presentes en las muestras.
v Cuantificar e identificar los dcidos grasos presentes en las muestras.

v Determinar cual de las especies evaluadas presenta mayor posibilidad de

adicionarse a un alimento para consumo animal.

v Comparar la composicién quimica entre una especie de agua dulce y una especie

de agua salada.



3 ANTECEDENTES
DESCRIPCION DE PEZ

Los peces independientemente de su forma, poseen ciertas caracteristicas en coman; por
ejemplo, todos tienen espina dorsal, poseen agallas y son de sangre fria. La mayoria de
ellos también poseen, en adicién a ias aletas dispuestas a lo largo del dorso y detras de la

cloaca, dos pares de aletas y una gran aleta caudal dispuesta verticaimente.

Aunque parezca extrano, la principal mision de todas estas aletas es en la gran mayoria de
los casos, actuar simplemente como estabilizadores y frenos. Unas cuantas especies se
deslizan en el agua batiendo rapidamente su aleta dorsal, pero esto es anormal ya que
corrientemente es la cola |a responsable de la propuision de los peces. Por cola se

entiende toda ia parte del cuerpo que se halla detrds de la cloaca y no exclusivamente la

aleta caudal, como popularmente se cree.

Los peces poseen seis sentidos o posiblemente siete. Aparte del oido, Ia vista, el oifato, el
gusto y el tacto, los peces tienen en la piel una serie de terminaciones nerviosas sensibles
y delicadas, situadas principalmente a lo largo de la linea lateral, que les permiten detectar
pequeiios movimientos y pequefios cambios en la presién del agua, pueden detectar
pequefias agitaciones del agua causadas por alguna fuente distante. Algunas especies
poseen un sentido que virtualmente es de tipo adicional, dichas especies poseen drganos
sensibles en ia piel y sobre las aletas que les permiten gustar u oler sustancias sin

necesidad de tener que ingerirlas.
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Todos los peces poseen también a cada lado del cuerpo una tapadera de las agallas muy
caracteristicas llamada opérculo. Cuando el pez inspira, ios opérculos se cierran contra el
cuerpo de forma que el agua entra solamente por la boca. Cuando el pez espira, la boca

permanece cerrada y el agua pasa a través de las agalias y sale por las aberturas situadas

detras de los opérculos.

La estructura de la boca de los peces difiere de una especie a otra. Los peces
normalmente no mastican sino degluten. Algunos peces poseen dientes en la garganta
para desmoronar los alimentos aglomerados pero ninguno mastica como lo hacen ios
mamiferos. El alimento pasa directamente al estbmago que con frecuencia consiste en una
estructura con forma de U que es capaz de distenderse hasta un limite increible. Los peces

cuando disponen de abundante alimento tienden a hartarse y cuando no lo hay ayunan.

Las paredes del estdmago contienen gldndulas microscépicas que vierten enzimas
digestivas tan pronto como el alimento es ingerido. £sto explica el hecho de que los
arenques a ser ingeridos se ablanden y desgarren rdpidamente; las enzimas del estémago
y también de los intestinos, una vez muerto el pez, digieren cualquier proteina que

contacte con ellos, incluyendo las de su propio estémago e intestinos.

El higado es el drgano mas grande del cuerpo de los animales vertebrados y realiza una
diversidad de funciones vitales. El higado es primordialmente una fabrica y un almacén;
los alimentos son degradados a sustancias mas simples por las enzimas del tubo digestivo

pasando seguidamente a la corriente sanguinea. Una de las funciones del higado consiste
6
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en reunir de nuevo estas sustancias almacenandolas. Los azlcares, por ejemplo, se unen
originando un tipo de almiddn, el g/ucdgeno que es aimacenado hasta el momento que es

requerido. Iguaimente la grasa, en algunos peces, es depositada en grandes cantidades

en el higado.

Una importante tarea realizada en parte por el higado y en parte por el rifién es la

desaminacidn.

Los rifiones de los peces se encuentran debajo de la espina dorsal. Los rifiones y el tubo
digestivo eilminan al exterior los productos de desecho por una abertura comun. Los

productos de la reproduccién, huevos o esperma, también evacuan por dicha abertura.®

DIFERENCIAS EN COMPOSICION QUIMICA ENTRE UN PESCADO DE AGUA

DULCE Y UNO DE AGUA SALADA

Por lo general se prefieren los peces de mar a los de rio, pese a que sus precios son mas

elevados que los de aquellos que abundan en nuestras costas.

Existe una diferencia notable en la composicién de grasa entre los distintos peces, e

incluso en e mismo ejemplar: la mayor concentracdén de grasa se encuentra debajo de la

piel y en la parte ventral del pescado.
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El pez de rio no es una buena fuente de calcio y hierro, dos de los minerales mas
importantes en la alimentacidn: tienen menos hierro y menos calcio que cuaiquier carne

roja.

La carne de pescado contiene grasas insaturadas, a diferencia de ias grasas saturadas que
contienen las cames vacunas. “Las grasas saturadas son los sebos que habitualmente
tiene la carne de vaca, y son los que originan el colesterol. En cambio, los peces tienen
alta concentracion de grasas insaturadas y contienen los acidos grasos Omega 3, que son
los que no sdlo previenen la formacidn del colesterol sino que también remueven placas

de ateroma cuandc esta declarada la arterioesclerosis.

Los peces de rio tienen menor concentracién de acidos grasos Omega 3 que los de mar.
En cuanto a la composicién de vitarminas: practicamente no tienen vitamina C, muy poco

de B, y B,, y algo de vitamina A.S
DATOS DE LOS PESCADOS A ANALIZAR

Tilapia (Ovreochiromis & Tilapia sp.)

Esta especie de pez tropical procedente de Africa se estd haciendo cada vez mas popular
como especie de acuicultura. La Tilapia se ha introducido en todo el mundo y se cria de
manera generalizada en los trépicos y las zonas subtropicales. Aunque Asia domina la
produccién en la actualidad, la Tilapia se cria cada vez mas en condiciones controladas en
climas tempiados y se ha adaptado a la cria intensiva en sistemas de recirculadén

cerrados.



Este pez presenta muchos atributos adecuados para su domesticacién y cria. Entre ellos se
incluyen la buena calidad y el sabor de su carne, una gran tolerancia a distintos entomos,

su resistencia a muchas enfermedades habituales de los peces y la relativa facilidad de

reproduccion que presenta en cautiverio.

Esta facilidad de reproduccion representa en realidad uno de los problemas en cuanto a ia
optimizacidén de los rendimientos en la cria de Tilapia, ya que este pez se reproduce muy
facilmente, por lo que la energia se desvia del crecimiento hacia las interacciones de
comportamiento psicoldgicas entre los sexos y la produccién de huevos. Lo que es mds, la
reproduccién no deseada da iugar a sobrepoblacion, a competencia por los recursos y a
que se detenga el crecimiento. La solucién mas efectiva a este problema consiste en criar
un Unico sexo, preferiblemente machos, ya que crecen mas rdpidamente. Existen
numerosas técnicas desarrolladas a tal efecto, entre las que se inciuyen la hibridacién y e!
cambio de sexo directo mediante hormonas, pero ninguna de ellas ha logrado este

objetivo de forma efectiva, asequible y ambientalmente viable.”

Bagre (Arius melanopus)

Es del orden de los siluriformes, de la familia ariidae. Se encuentran preferentemente en
rios que desembocan en el mar (esteros). En México se encuentran en Campeche,

Celestun, Yucatin, Tecolutla, Veracruz.
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Los ambientes estuarinos permiten mantener una ictiofauna ampliamente diversa. Un
elemento caracteristico de estos sisteras son los representantes de |a familia Ariidae, por
su importancia ecoldgica se considert importante analizar su papel ecoldgico con base al
tipo de crecimiento, factor de condicion, relaciones alimenticias y patrones de abundancia.
El andlisis estacional de la abundancia muestra que A. melanopus €s mas abundante

durante las épocas de iluvias y nortes.

El tipo de crecimiento registrado para A. melanopus y A. felis correspondié a un
crecimiento de tipo alométrico. Por el cardcter bentdnico de estas especies, las épocas en
que consumieron crusticeos y materia organica, el factor de condicidon fue mas alto,
mientras que en las épocas que consumieron restos de peces y algas, el factor de
condicion disminuyd. Por lo anterior se considera que las especies de esta familia son
elementos transformadores de energia desde las fuentes originales contribuyendo a

mantener el equilibrio ecoldgico de estos ambientes.?

Sierra (Sc D uS )

La especie Scomberomorus mar_:u/atus, se distribuye geogrdficamente desde
Massachussets (USA) hasta Rio de Janeiro (Brasil), incluyendo el Golfo de México. Se
caracteriza por ser una especie pelagica costanera, frecuente en fondos fangosos,
arenosos y rocosos. Los juveniles de la misma especie suelen vivir en aguas poco
profundas, por lo genera! inferior a las 3 brazas, y los mayores entre las 6 a 15 brazas,
normaimente entran a los estuarios para alimentarse. En cuanto a la pesqueria se refiere,

son de gran importancia mundial tanto comercial como recreacdional, contribuyendo
10
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sustancialmente a la pesca artesanal y ocupando dentro de {a economia pesquera nacional
y regional uno de los renglones pesqueros. En paises como Estados Unidos, Colombia y
Brasil esta especie, junto con S brasiiensis y S. cavalla, forman parte importante de los
recursos pesqueros, no sélo por el volumen, sino también por el elevado valor comercial,

razones éstas por |as cuales han sido objeto de diversos estudios.

Scomberomorus maculatus presenta un periodo reproductivo parcial y prolongado, como
la mayoria de las especies tropicales, el cual se extiende probabiemente entre los meses

marzo-junio.

Pescado de agua salada, no alcanza grandes tallas, su longitud maxima es de 1 metro.
Son peces que viven cerca de las costas, se alimentan de sardinas y anchoas, es muy
comtin en el oriente del pais. Son peces peldgicos muy apreciados por los pescadores, se

capturan con red de cerco y anzuelo.®

HARINA DE PESCADO

una proporcion considerable de la captura total de pescado no se puede vender como
alimento para humano. Parte se tira al mar en forma de visceras, y de especies carentes
de interés. Por otra parte el pescado destinado a consumo humano es procesado de
alguna forma antes de alcanzar la fase de venta, dando origen a desperdicios o recortes.

11
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Antiguamente una gran parte de los desperdicios de pescado se usaban como abono, pero
en la actualidad solo se destinan a la fabricacién de fertilizantes especiales para jardines
en cantidades insignificantes. Sin embargo la salida realmente importante es la fabricacién
de harina de pescado, un producto seco, facilmente almacenable, que constituye un

valioso ingrediente en la alimentacién de animales domésticos.®

Las harinas de pescado son un ingrediente muy popular de los piensos para animales
debido a su elevado valor nutricio. Cuando se obtienen con un proceso correcto poseen un
alto nivel de aminodcidos indispensables (especialmente lisina), vitaminas del compiejo B
(colina, niacina, acido pantoténico y riboflavina) y minerales (calcio, cobre, hierro, fésforo

y otros elementos traza). También es popular por ser bajo en fibra y de facil producddn.

Las harinas de pescado, las sustancias solubles de pescado y los aceites de pescado se
obtienen por coccién y posterior prensado de peces enteros del tipo de arenques,
sardinas, bogas, tiburones y rayas, o bien los residuos y restos de las industrias de
productos pesqueros enlatados, que quedan después de los procesos de fileteado vy
enlatado. Los restos de pescado usualmente incluyen las cabezas, esqueletos, visceras y

escamas. El rendimiento total se sitia en tomo al 12-18% del peso original del pescado.

La composicién quimica de las harinas de pescado depende de la materia prima empleada
(de la especie de pescado y de que se emplee el pescado entero o sus residuos) y del
proceso de elaboracién. Algunos datos sobre la composicién de las harinas de pescado se

incluyen en la siguiente tabla:*®

12




Tabla 1 Composicién de harinas de pescado'®

Componente Margen
]

Comentario

Proteina 50-77
Grasa 5-15
Cenizas 8-33
Humedad 6-12
Fibra Menos del 1%
Vitaminas

Bix 0,2-0,66 mg/kg

Colina 3 g/Kg

Niacina 60 mg/Kg

Riboflavina 6 mg/Kg

La mayoria 60-65%

Maximo deseable 8%, ya que si es menor, la harina
es polvorienta

El 18% es satisfactorio

E! 12% en harinas de alto contenido proteinico

El 33% en harinas de bajo contenido proteinico

El 8% es satisfactorio

Con el 12% puede haber crecimiento fungico

Con menos del 6% se puede producir calentamiento
Pienso de bajo contenido en fibra

Debido a la composicién quimica de ia harina de pescado es de interés poder incorporaria

a alimentos de consumo animal, y més adn si se trata de especies que son de bajo costo.

Sin embargo, existe un inconveniente en la incorporacién de las harinas de pescado en

alimentos para animales ya que su olor es muy predominante, pero para ello se han

impuesto niveles maximos de empleo.

Actualmente hay muchos paises que producen harina de pescado como por ejemplo;

Brasil, Argentina, Gran Bretafia, Canadd, Italia, Pery, Chile, Ecuador y México.

TESIS CON
FALLA DE CRIG

13
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HARINA DE PESCADO PARA CONSUMO HUMANO

En Gran Bretafia con frecuencia se aplica el término <<fish flour>> a la harina de
pescado preparada para consumo humano. Este producto normalmente se destina a
aquellas zonas en las que, principalmente debido a la pobreza, la dieta de la mayoria de

fas personas es francamente deficiente en proteina de buena calidad.

No hay duda del valor de la harina de pescado en la dieta de las personas, ya que se han
efectuado numerosos estudios sobre poblaciones humanas en diversas zonas deficientes
en proteina. Por otra parte hay que tener en consideracién que i{a harina de pescado es un
suplemento por lo que tiene que consumirse conjuntamente con otros alimentos. La
harina de pescado al ser un alimento concentrado, siendo aproximadamente equivalente
una parte de harina de pescado a cinco partes de carne de pescado, puede parecer cara al

comprador no instruido.®

14
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VENTAJAS EN LA UTILIZACION DE HARINA DE PESCADO EN ALIMENTOS

PARA ANIMALES

Los beneficios del consumo de harina de pescado son las siguientes:

AVES (POLLOS PARRILLEROS):

Rapido crecimiento y mejor conversiéon del alimento, ocasionando un menor costo

de produccion.
Incremento de la inmunidad y menor pérdida de crecimiento a causa de la

presencia de enfermedades.

Mejores resultados en caso de ausencia de medicacién dietética rutinaria.

Mejor desarrollo dei sistema nervioso y 1a estructura dsea.

« Menores pérdidas debido al deterioro del esqueleto a causa de la sepsia,
inflamacion, celulitis, etc.

Cambia la composicion de grasas en came con incorporacion de bajos niveles de
&cidos grasos omega 3 de cadena larga (DHA y EPA), siendo mas efectivo que
cualquier otro sustituto. Logra que la came tenga mejor composicién de acido
graso en cuanto a la reladon omega 3: omega 6 y la presencia de DHA y EPA, sin

comprometer la calidad de la came.
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CRIANZA DE AVES PONEDORAS:

e Mayor productividad.
« Mejor resistencia a las enfermedades.
= Mejora la fertilidad, tanto de hembras como de machos.

« Mejora el valor nutrimental de los huevos para el consumo humano a través de la

acumulacidn de cidos grasos omega 3, DHA y EPA.

CERDOS:

e« Rapido crecimiento, especialmente en cerdos redén destetados.

e Mejora la conversién del alimento.

« Disminuye reaccion alérgica en cerdos recién destetados, comparados con otras

proteinas que no se encuentran en ia leche.

e Incrementa la resistencia a las enfermedades, especialimente en cerdos
alimentados con dietas sin medicacidn.

« Incrementa la fertilidad.
Incrementa la composicdn de la grasa en la carne; DHA y EPA depositado en la

caarne.
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RUMIANTES:

En los rumiantes, la harina de pescado proporciona proteina y grasa que estin
sujetas a menor cambio en el rumen, a diferencia de otras materias primas.

La proteina degradada en el rumen mejora la digestién de la fibra. Como resultado
se incrementa la productividad.

Los acidos grasos omega de cadena larga en la harina de pescado liberan
parcialmente la hidrogenacidon en el rumen. Ellos contribuyen a la absorcion de
acidos grasos.

Aumento de la fertilidad, el desarrollo del embridn y del recién nacido asi como la

resistencia a las enfermedades.

VACAS LECHERAS:

Mayor produccion de leche, con un incremento promedio de 1 a 2 litros por dia.

Incrementa el contenido de la proteina en la leche, generalmente en 0.1 a 0.2%

unidades.
Altos niveles (1 kg o mas) pueden disminuir 1a grasa de la leche, lo cual es

importante para las personas que cuidan su salud.
Fertilidad. Se incrementa especialmente la tasa de concepcion, generalmente de 10

a 15 % unidades.
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GANADO VACUNO:

« Rapido crecimiento.
Incrementa los niveles de scidos grasos omega 3 (HDA +EPA) depositados en la

carme.

= Mejor utilizacidn de dietas de aito forraje.

OVINO:

= Mejora la fertilidad.

 Rapido crecimiento del ovino.

e Bajos niveles de acidos grasos omega 3 (DHA+EPA).
= Mejor utilizacion de las dietas de alto forraje.

» Puede adelgazar a las ovejas con sobrepeso.®
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INFORMACION DE LA MUESTRA
MUESTRAS: Bagre, Sierra y THapia
PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

Central de Abastos de Pescados y Mariscos, La Nueva Viga.
Direccidén: Eje 6 Sur, Trabajadores Sociales, Iztapalapa, México, D.F.

Peso aproxi do de las as:

Bagre: 381 g
Sierra: 743 g

Tilapia: 579 g

Las muestras se mantuvieron en refrigeracion, empacadas en bolsas de plastico 24 horas

antes del proceso de conservacion.

20



Metodologia

DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA

La muestra consistid en un pescado completo cortado en pedazos pequefios, esto fue
para acelerar el proceso de secado y evitar la descomposicion de la muestra. El secado se
realizé en una estufa de corriente de aire (Lab — Line Imperial 1II Radiant Heat Oven

Modelo 293 Hill Modelo 293 A) a 65°C de 24 a 48 horas aproximadamente.

Liofilizacion

Se realizé un congelamiento rapido de la muestra con nitrégeno liquido y posteriormente
una liofilizacién (Liofilizadora Labconco Freeze Dryer Modelo 4.5) por aproximadamente 12
horas a temperatura no mayor a —50°C y a baja presion, aproximadamente 10 micrones

de mercurio.’?

Operacién de red i6én del tamaiio de la a (Molienda)

Tanto las muestras secas por estufa de corriente de aire como las muestras liofilizadas, se
les realizé una molienda en ui molino Thomas Wiley Laboratory Hill Modelo 4, esto para
facilitar las pruebas posteriores, la molienda se realizé con una malla de 1 mm, ya que por
la naturaleza de la muestra fue imposible obtenerla mas fina. Inmediatamente después de
la molienda las muestras se colocaron en frascos de vidrio debidamente identificados, se
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cerraron con tapa de rosca y se sellaron con parafilm, de esta manera se mantuvieron en

refrigeracion, temperatura aproximadamente de 5°C, hasta su utilizacién.

ANALISIS PROXIMAL

Para el andlisis proximal se siguieron los métodos de la AOAC.

Det inacién de b 1ad fiti

Fundamento

Es un método que involucran la determinacidn de la pérdida de peso debida a la
evaporacion de agua en el punto de ebullicién o temperaturas cercana a él. La propordén
de agua perdida aumenta al elevar la temperatura; por lo tanto, es importante comparar
sélo los resuitados obtenidos usando las mismas condiciones de secado, mds aun, si es
factible que ocurra alguna descomposicion. A su vez la pérdida en peso depende de
diversos factores como son: el tamaiio de la particula y el peso de la muestra, el tipo de

cépsula de porcelana y las variaciones de temperatura entre una y otra charola del horno.

Material

e 3 charolas de aluminio

e Balanza analitica (Sartorius analytic)

» Estufa de vacio (Lab-Line Duo Vac Oven Mod. 3620)
e Desecador de vidrio



Metodologia

Procedimiento

Las charolas de aluminio se colocaron en la estufa de vacio hasta que éstas alcanzaron un
peso constante (aproximadamente 24 horas) el cual fue registrado. Posteriormente se
pesaron aproximadamente 4 gramos de muestra, la cual habia permanecido en
refrigeracién. Las charolas con la muestra se introdujeron en una estufa de vacio la cual
mantuvo las siguientes condiciones: Presion no menor a 15 mm de Hg y una temperatura

de 60-65°C y un tiempo de 96 horas.

Durante el tiempo en que las charolas con la muestra permanecieron en la estufa de
vacio, se realizaron pesadas periddicas de las mismas; sacdndolas de la estufa y
colocindolas inmediatamente en un desecador donde permanecian aproximadamente 15

minutos; después cada charola con la muestra fue pesada en una balanza analitica.

Esta actividad se realizé hasta que se alcanzé peso constante el cual también fue

registrado.
La determinacion se hizo por triplicado.

Calculos
Contenido de humedad = muestra himeda — muestra seca

% de humedad = (contenido de h dad / peso a ha da ) x 200
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Fundamento

La determinacion de ceniza se basa en la destruccién de la materia orgdnica contenida en
una matriz alimentaria, considerandose a las cenizas como el residuo inorganico que

queda después de incinerar dicha materia orgdnica en una mufla.

Material

- 3 crisoles de porcelana

- Desecador de vidrio

. Mechero bunsen

- Campana de extraccidn

- Balanza analitica (Sartorius analytic)
- Mufla (Heraew Hanau)

Procedimiento

Los tres crisoles se colocaron en la mufla a una temperatura de S00°C, hasta alcanzar

peso constante, el cual fue registrado.

En cada crisol a peso constante se colocaron aproximadamente 3 gramos de muestra.

El crisol con la muestra se colocd en {a flama de un mechero con el fin de carbonizar la
muestra hasta que se observd un minimo desprendimiento de humo. Posteriormente los
crisoles se introdujeron en la mufla, la cual mantenia una temperatura entre 500°C y

550°C.
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Después de aproximadamente 12 horas los crisoles se sacaron de la mufla y fueron
colocados en un desecador por aproximadamente 15 minutos y fueron pesados en la
balanza analitica. Posteriormente se realizaron pesadas periddicas de los crisoles hasta
que éstos alcanzaron peso constante, el cual también se registré.

La determinacion se hizo por triplicado.

Caiculos
Cantidad de ceniza = peso crisol + ceniza — PesO criso!
iza / p tra) x 100

% de ceniza = (cantidad de c
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Fundamento

Los constituyentes grasos de las materias organicas son diversas sustandas lipidicas. E!
contenido de grasa, es aquel que puede ser extraido por los disolventes menos polares
como lo son el éter de petréleo y éter etilico. La determinacién se basa en fa extraccion
con una fraccion ligera de petrdleo o con éter etilico del material seco y molido en un
aparato de extraccion continua en el que las gotas condensadas del disolvente caen sobre
la muestra contenida en un recipiente poroso o dedal, alrededor def cual pasan los

vapores calientes del disolvente.

Material y reactivos

= Aparato de extraccién Goldfish (Labconco Mod 35001-00CV)
- 3 vasos de borde esmerilado (Labconco 35051)

. 3 porta dedales de vidrio

- 3 anillos metdlicos para extraccién Goldfish

- 3 tubos recuperadores de disolvente

- 3 cartuchos de celulosa de 22 x 80 mm

- Estufa de vacio (Lab-Line Duo Vac Oven Mod. 3620)

. Balanza analitica (Satorius analytic)

L] Bormmba de recirculacién (Little Grant pump Mod. 1)

. Eter de petréleo
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Procedimiento
Se colocaron los vasos esmerilados en [a estufa de vacio hasta que éstos alcanzaron un

peso constante el cual fue registrado.

En fos cartuchos o dedales de celulosa se colocaron aproximadamente 3 g de harina seca,
posteriormente los cartuchos se taparon con algododn introduciéndose a ios porta dedales

de vidrio y se colocaron en el compartimiento de extraccién de Goldfish.

En los vasos esmerilados se colocaron aproximadamente 50 mL de éter de petrdleo y
fueron colocados con ayuda def anillo metdlico en el aparato de extraccién, el cual a su

vez se conectd a una bomba de recirculacion de agua helada.

Finalmente se subid la parrilia de calentamiento del equipo y se trabajo con el control de
calentamiento en la posicidn LOW durante un periodo de 3 horas. Al término de éste
tiempo se bajaron las parrillas de calentamiento y se sacaron los portadedales,
sustituyéndose por el tubo recuperador de disolvente y se volvié a colocar nuevamente el
vaso para iniciar de nuevo el calentamiento, cuando los vasos se encontraron libres de
disolvente, fueron retirados del equipo y colocados durante unos minutos en una campana
de extraccién, para asegurar la completa remocion del disolvente. Los vasos fueron
colocados en la estufa de vacio hasta alcanzar peso constante el cual se registré.
La determinacion fue hecha por triplicado
Caélculos
Cantidad de grasa = peso vaso + grasa — Ppeso vaso
% grasa = (Peso grasa / Peso muestra ) x 100
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inacion de Eit y

Fundamento

La fibra cruda es el residuo organico insoluble y comestible que queda después de tratar ia
muestra en las condicones descritas a continuacién. Las condiciones mds comunes son
tratamientos consecutivos, ebuilicién con acido sulfurico diluido, ebullicién con hidréxido
de sodio diiuido, con &cido clorhidrico diluido, con alcohol y con éter, finalmente una
posterior incineracién del maternial insoluble, de tal modo que por diferencia es posible
obtener el contenido de hidratos de carbono no degradables. Este tratamiento empirico
proporciona la fibra cruda, que consiste principalmente en celulosa y cierta proporcién de

lignina y hemicelulosa contenidas en {a muestra original.

Material y reactivos

- 3 vasos de Berzelius de 600 mL (Kimax)
- Estufa de vacio (Lab-Line Duo Vac Oven Mod. 3620)
- Balanza analitica (Satorius analytic)

= Mufla (Heraew Hanau)

- Mechero bunsen

- Aparato de digestion (Labconco)

- 3 crisoles de porcelana

- 3 matraces de vidrio Kitasato (Kimax)

- 3 embudos buchner con alargadera

- Silicato de aluminio

- Filtro de lino

- Solucidn de H,SO4 al 1.25% (m/v)
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- Solucién de NaOH al 1.25% (m/v)
- Solucién antiespumante
- Alcohol etilico

Procedimiento
La muestra desengrasada obtenida a partir de la determinacién de grasa, se pasé

cuantitativamente a los vasos de Berzelius que contenfan aproximadamente 0.5 g de

silicato de aluminio.

A continuacion se le adicionaron 200 mL de HSO4 al 1.25% (m/v), el cual estaba

hirviendo, asi como unas gotas de antiespumante,

Los vasos se colocaron inmediatamente en el aparato de digestion, el cual estaba
previamente calentado, y se dejé digerir por un tiempo de 30 minutos exactos. Al término
de éste tiempo se vacié el contenido sobre un embudo california con filtro de lino y se

filré con ayuda de vacio, lavando el residuo con agua (destilada) caliente hasta que se

eliminé el acido.

Nuevamente el residuo fue transferido cuantitativamente al vaso Berzelius, y se
adicionaron unas gotas de antiespumante y 200 mlL de NaOH al 1.25% (m/v) hirviendo y
se mantuvieron en el aparato de digestion por un tiempo de 30 minutos exactos.
Transcurrido éste tiempo, se vacid nuevamente al filtro de lino y se fiitré lavando el

residuo con agua caliente hasta que se logré la eliminacién del dlcali y finalmente se

agregaron 25 mL de aloohol etilico.
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El residuo se trasladd a un crisol de porcelana el cual previamente fue puesto a peso
constante registrando éste valor. Se coloct en la estufa de vacio para su secado hasta que

alcanzo peso constante (se registro el peso del crisol mas residuo digerido).

A continuacion se carbonizé el residuo con un mechero y se introdujo en la mufla para su

incineracién, los crisoles fueron pesados en diferentes periodos de tiempo hasta que éstos
alcanzaron peso constante registrando e! valor obtenido.

La determinacion se hizo por triplicado.

Calculos
% de fibra = [(Peso crisol con residuo después de secado- Peso crisol + cenizas) / peso

muestra) x 100
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Fundamento

Para la determinacién de proteina, es cominmente empleado el método Kjeidah!, que en
realidad determina el nitrégeno total contenido en una matriz alimenticda. Este método se
basa en la combustidn en himedo de la muestra por calentamiento con acido sulflrico
concentrado en presencia de catalizadores metdlicos y de otro tipc para reducir el
nitrégeno orgdnico de {a muestra hasta nitrégeno inorganico en forma de sulfato &cido de
amonio. El nitrégeno se libera de la sal en forma de amoniaco con un alcali y se destila
directamente o por arrastre con vapor para desprender el amoniaco, el cual es atrapado
en una solucidn de acido bdrico y posteriormente titulado.

El factor para convertir el contenido de nitrédgeno a proteina es usando el factor de 6.25 ya

que, por lo general, las proteinas tienen 16% de nitrégeno.
Las reacciones antes descritas se muestra a continuacién:
Materia organica + H:S0, — CO: + H20 + NHHSO, + SO,
NHMHSO, +2NaOH ——p» Na;SO,4 + NH; + 2 H.O

3 NH; + HBO; ——— % (NH):BO;

(NH,)sBO; + 3 HCI—» 3 NH.Cl + H,BO,
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Material y reactivos

=  Digestor (Tecator 20 — 40)

- Equipo de microdestilacion (Kjeltec Auto analyzer Tecator Mod 1030)

- 4 tubos de digestién de 75 mL (Tecator)

Mezcla digestiva (3 g de CuSO4S5H:O, 50 mbL de H;PO, y 430 mL de H;SO.
concentrado)

- Perdxido de hidrégeno al 30%

- Sulifato de potasio (reactivo analitica)

- Solucion de NaOH al 60%

- Solucidn de acido bérico con indicadores (dcido bdrico 1%, rojo de metilo 0.0007% y

0.001% de verde de bromocresol)
. Solucidn de HCI 0.01 N valorada

Procedimiento
El contenido de proteina se determiné con el método 2.055 de AOAC 19892 con las
siguientes modificaciones: 1) se colocaron aproximadamente 20 mg de la muestra seca y
molida y se agregaron 0.5 g de K.SO, y 3 mL de mezcla digestiva en los tubos de
digestién y se colocaron en el digestor; 2) después de 15 minutos en el digestor a 340° C,
se sacaron los tubos y se mantuvieron a temperatura ambiente 5-10 minutos. Se
adicionaron 1.5 mL de H;0O, al 30% Yy se colocaron de nuevamente en el digestor a 3700 C
hasta que se logré transparencia en ia mezcla y 3) se liberé el amoniaco y se realizd la
destilacion recibiendo en dcido bdrico con indicadores, valorando con HC1 0.01 N. B
objetivo de modificar la mezcla digestiva y utilizar peréxido de hidrogeno fue lograr la
compieta oxidacion de la materia organica y reducir la pérdida de nitrégeno por formacion
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de aminas o nitrégeno libre, favoreciendo la formacion de sulfato de amonio. Se realizo el
mismo tratamiento con caseina (88.88% de proteina) para corregir el valor obtenido. Se
utilizé como blancc dextrosa. Esta determinacion se realizé con n = 4,

n = repeticiones realizadas en ia determinacion.

Caiculos
% de nitrégeno = [(M — Y) x N x meq x 100] / m

%o de Proteina = % nitrégeno x F
Donde:
M : mL (titulacién de la muestra)
Y: mL (titulacidn del blanco)
N: Normalidad del la solucidn de HC!
meq: miliequivalentes de nitrégeno (0.014)

m : peso de la muestra en gramos
F: factor de conversion de proteina que en el caso del residuo se empled el valor de 6.25

Hidratos de Carbono
Los hidratos de carbono se determinaron por diferencia.

Caliculos

HC = 100 — (% humedad + % cenizas + % grasa cruda + % fibra cruda + % proteina)
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DETERMINACION DE MINERALES Y METALES PESADOS (Método PIXE)

El andlisis fue realizado en el Instituto de Fisica de la UNAM gracias al apoyo del Dr. Javier

Miranda quien amablemente efectud los analisis en su equipo Peletron.

Fundamento®
El método PIXE (emisidn de rayos X inducida por particulas), se basa en la ionizacién de

las capas intemas de un atomo blanco por la inddencia de un idn positivo y la
subsecuente desexcitacién del dtomo por el decaimiento de un electrén desde la capa
superior para cubrir la vacante, con la emisién de un fotén de rayos X para eliminar el
exceso de energia en el 3tomo. La energia del fotdn emitido es caracteristica del elemento
en cuestion, por o cual es posible, mediante la medicion de dicha energia, la identificacién
del! elemento. La forma de producir los iones se logra a través de un acelerador conocido

como Peletrdn, el cual produce dtomos de gran energia y funciona con un procesoc de

doble aceleracién de los iones.

Material y equipo

- Pastiltadora manual

- Acelerador Peletron det Instituto de Fisica, UNAM,

- Haz de protones para emisién de Rayos X

- Detector de germanio de alta pureza ((LEGe) marca Canberra)
- Detector de silicio (marca Amptek)

- Amplificadores (Canberra Mod. 2026)



- Analizador multicanal (Oxford-Tennelec PCA3-Plus)
- Multiplexor (Oxford-Tennelec)
. Material de referencia certificado de sedimento lacustre (SL-1 Organismo

Internacional de energia atémica)

Procedimiento
o Preparacién de la muestra
Se prepararon 4 pastillas de aproximadamente 0.5 g de muestra liofilizada y molido.

Cuidando que se tuviera una buena compactacién para evitar {a ruptura de las pastillas.

o Asndlisis mediante la técni de E 6n de rayos X inducida por

particulas PIXE
Las cuatro pastillas fueron analizadas mediante la técnica de PIXE bajo las siguientes

condiciones:

Se utilizé el sistema de haz a la atmoésfera del acelerador Peletr6n'?, el cual tenia una

ventana de aluminio de 8 pm de espesor.

Los rayos X emitidos por las muestras por la ifradiacién con un haz de protones (con una
energia de 3.3 MeV al salir del acelerador y 3 MeV al alcanzar la muestra), fueron

captados con un detector de germanio de alta pureza y un detector de silicio marca

Amptek,
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Las sefiales electrénicas producidas por ambos detectores fueron procesadas con

amplificadores Canberra y los espectros resultantes se colectaron en un analizador
Multicanal junto con un Multiplexon. El! diametro del haz de protones fue de 2 mm sobre

el blanco. Eil dngulo de incidencia del haz fue de 0° con la normal al blanco, y el anguio

de deteccion fue de 47° con respecto a la normal.
El material de referencia SL-1 se usé para determinar la eficiencia el detector.

El andlisis de PIXE ofrecié informacion sobre los elementos mds pesados que Na,

presentes en las muestras.

Los espectros de rayos X obtenidos con PIXE se analizaron con los programas QXAS!® y

PIXEINT.®
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IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE FACTORES TOXICOS Y

ANTINUTRICIONALES

D - 36 je inhibidores de ltin!-"!!xa

Fundamento
Se basa en observar la inhibicién producida por un extracto acuoso de la muestra sobre

una solucidn esténdar de tripsina.

El extracto se pone en contacto con una solucidn estandarizada de tripsina y después de
cierto tiempo se determina la actividad proteolitica remanente, por medio de un sustrato
sintético (BAPNA), el cual producira coloracién, al ser hidrolizado por ia enzima, |a cual se
lee en el espectrofotometro a una longitud de onda de 410 nm, donde ia coloracién es

inversamente proporcional al contenido de inhibidores de la muestra.

La actividad de inhibidores de tripsina se expresa en términos de unidades de tripsina
inhibida (U.T.I), donde una unidad de tripsina se define arbitradiamente como un

incremento de 0.01 unidades de absorbancia a 410 nm.
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La reaccidn antes mencionada es la siguiente:

NH2 NH NH2 NH .

\ ~ N/
[ c NH2

(C'Hz)s HO » (d','z): +

NH CH C~NH Tripsina NH - CH - COOH

c o 'c! c =0 NO;

tripsina
a-N Benzoli-arginina-p-nitroanilida(BaPNA) — ©  Benzoll-arginina + P-NItroanilindamario
pH 8.2/37°C

Material y reactivos
= Potenciometro (Corning Mod. 10)
* Parrilla con agitacion magnética (Thermoline Mod. SP-13025)
* Bafio de agua a 37°C (Grant Mod. 67530)
= Espectrofotdmetro (Sequoia-Tumer Mod. 340)
® Vortex (Lab-Line mod. 1290 super mixer)
® Tubos de ensayo TESIS CON
* Solucién de NaOH 0.1 N FQII A DE OR.IC'EN

= Solucidn de acido acético al 30 %
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= Solucién amortiguadora TRIS pH 8.2 y 0.05M (3.025 g de hidroximetil-amino-
metano y 2.94 g de CaCl; - 2H;:0 se disolvieron en 450 mL de agua destilada, se
ajusts el pH a 8.2 y se aford a un volumen de 500mL)

» Solucion BAPNA (100 mg de benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida-HCI se disolvieron
en 2.5 mL de dimetil-suiféxido y se diluyen a 250 mL con amortiguador TRIS el
cual se calentd previamente a 37°C) esta solucién se preparé el mismo dia de la
determinacion.

= Solucidn estdndar de tripsina 20 ug/mL (se pesaron 4 mg exactos de tripsina
bovina —SIGMA T-8253) y se disolvieron en 200 mL de HC| 0.001 N.

Procedimiento
o Preparacién del extracto

Se pesd aproximadamente 1 g de Ja muestra liofilizada y molida en un vaso de
precipitados y se adicionaron 45 mL de NaOH 0.01 N, posteriormente se ajustd el pH a 9.6
+ 0.2 y se aford con NaOH 0.01N a 50 mL, se introdujo un magneto en el vaso y se colocd

en agitacion por un periodo de 2 horas y media a 300 r.p.m.

Transcurrido e tiempo se quitd el magneto del vaso y se dejo reposar el extracto por 30
minutos y posteriormente por decantacién se obtuvo el extracto elimindndose el residuo

insoluble.
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o Determinacién de la actividad del extracto

Se introdujeron dentro de un tubo de ensaye 0, 0.6, 1, 1.4 y 1.8 mL del extracto obtenido
Yy se ajustd cada tubo a un volumen final de 2 mL con agua destilada. Los tubos se
introdujeron en el bafio de agua a 37°C y se adicionaron 2 mL de solucién estandar de
tripsina @ 37°C y se mantuvieron asi por 10 minutos exactos. Después se adicionaron
SmL de BAPNA a 37°C a cada tubo, se mantuvieron asi por 10 minutos exactos a 37°C,

finalmente se detuvo la reaccidn con adicion de 1 mL de acido acético ali 30% y se

homogeneizé. (Ver anexo figura 1)

Los tubos de reaccién después de un tiempo de reposo de 15 minutos se filtraron a través

de papel fiitro Whatman # 1 ya que presentaban ligero enturbiamiento.

De cada tubo se realizé la lectura de transmitanda en el especrofotdmetro (ajustado a
100% de trasmitancia con el tubo que contenia 0 mL de! extracto) a una longitud de onda

410 nm.

La técnica fue ensayada previamente con un extracto de soya.
Se realizaron 3 extractos de inhibidores de tripsina.

Calculos

El valor de transmitancia fue convertido a un valor de absorbancia la cual se multipliod por
100, para convertir a unidades de tripsina inhibidas (UTI); se restd a cada valor obtenido
el valor de la referencia que es el tubo al cual no se le agregd extracto. Después se dividid

cada valor entre la cantidad de extracto empleada de tal modo que se tienen L Iil/mi. A
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continuacion se relaciond el volurnen de extracto con UTI/mL con un modelo de regresién

lineal.

Se graficd la actividad enzimatica inhibida como una funcién de ia alicuota del extracto de

prueba, se observa una correlacién lineal negativa, de donde se obtuvo el valor

extrapolado, correspondiente al valor 0 de la solucidén inhibitoria.
El dato extrapolado, es el valor mas cercano a la actividad inhibitoria.

UTI/mg muestra = ordenada al origen regresion lineal x (volumen extracto/mg
muestra)
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Determinacién de hemaaglutininas (prueba semicuantitativa)*®

Fundamento
La deteccion de hemagiutininas o lectinas se basa en la observacién de la aglutinacién de

glébulos rojos provocada por un extracto de lectinas proveniente de una muestra. La

técnica incluye diluciones seriadas del extracto, en la cual se determina el punto final por

una estimacion visual de la aglutinacién de los glidbulos rojos los cuales son lavados y

activados con una solucién de proteasa (pronasa), lo cual aumenta la sensibilidad de ia

aglutinacién.

Material y reactivos

Parrilla con agitacién magnética (Thermoline Mod. SP-13025)
Espectrofotémetro (Sequoia-Turmer Mod. 340)

Centrifuga para tubos (DYNAC)

Tubos graduados de 15 mL para centrifuga

Incubadora a 37°C (Blue-M)
Adaptador para celdas de 10 x 75 mm (acondicionado a una abertura de 1 cm?)

Kit de Microtitulacion (Microtiter Kit Cook Eng-Alexander Virginia USA)

Placas tipo “V” para microtitulacion

Dispositivo con espejo para la lectura de las placas de microtitulacion.
Papel Whatman de filtracion rapida

Matraces aforados de 20 mL

Solucion de pronasa 0.2% en solucién salina

Solucion salina al 1% (m/v)
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- Solucidn salina al 0.9% (m/v)
- Solucién anticuagulante (heparina)
- Sangre de hadmster (aproximadamente 50 gotas)

Procedimiento

o Preparacion del extracto
Se pesé 1 g de muestra liofilizada, desengrasada y molida posteriormente se suspendidé

en 10 mL de solucién salina al 1%.

La suspensién se sometid a agitacién mecanica durante 2 horas a 300 r.pm. a

temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo de agitacidn, el extracto se centrifugo durante 15 minutos con el
fin de eliminar el residuo insoluble. El sobrenadante fue filtrado a través del pape! filtro

sobre un matraz aforado, llevando el extracto a un volumen final de 10 mL con solucién

salina al 1%.

Se realizaron 3 extractos de cada muestra.
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a Preparacion del paquete de eritrocitos
L jod itrocit

Se obtuvieron aproximadamente 50 gotas de sangre de hamster, las cuales fueron
colocadas en un matraz de 25 mL que contenia heparina, posteriormente se diluyé la
sangre con solucidn salina al 0.9% en una relacidén 1:5 v/v (sangre:solucion salina), la
sangre fue distribuida en 4 tubos graduados para centrifuga y se sometieron a
centrifugacién a 1500 r.p.m. durante 10 minutos, al término de éste tiempo se separd ef
sobrenadante y se volvieron a diluir los eritrocitos con la misma relaciéon antes mencionada
para volver a centrifugar bajo las mismas condiciones.

Esta operacidén se repitid 3 veces hasta que la solucién salina (sobrenadante) fuera

incolora.

Se eliminé el sobrenadante y el paquete de eritrocitos se diluyd a una concentracién de
4% de eritrocitos, para lo cual se agregaron por cada 1 mL de eritrocitos 24 mL de

solucidn salina al 0.9%
o Sensibilizacion de eritrocitos

A la solucidn al 4% de eritrocitos, se agregd por cada 10 mL de soludién, 1 mL de solucién
de pronasa al 0.2% en solucién salina, fueron colocados en una incubadora durante 1
hora a 37°C vy al término de éste tiempo la solucién de eritrocitos se distribuyd
nuevamente en tubos graduados para centrifuga y se centrifugaron a 1500 r.p.m. durante

10 minutos con el fin de eliminar la pronasa. Finalmente se sometieron los eritrocitos a 3
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lavados con solucién salina al 0.9% de la misma manera antes mencionada en el lavado

de la sangre.

Después del Gitimo lavado el paquete de eritrocitos fue llevado a una suspensién al 4%
con solucién salina al 0.9%, para lo cual se considerd que por cada 1 mL de eritrocitos se

agregaron 24 mL de soluddn salina.

a Aj de la ién de eritrocitos

Se tomaron 0.1 mL de la suspension de eritrocitos y se agregaron 4.9 mL de solucidén
salina en una celda de vidrio, midiéndose en seguida el valor de transmitancia en el
espectrofotémetro a 620 nm utilizando un adaptador de celdas que permitiera el paso de
1 cm? de luz. (el espectrofotdmetro fue ajustado a 100% de transmitancia utilizando
como blanco solucidn salina al 0.9%). La lectura apreciada fue de 24.3% de

transmitanda, considerdandose adecuada para la determinacion. (Los valores que se

deben de obtener son de 25% + 1).

o Microtitulacién

En las placas tipo “V” se colocaron, en cada pozo de cada hilera 50 ul de solucién salina al

0.9% con un pipetero de gota (es necesario evitar tocar {as paredes de 10s pozos).

Posteriormmente se flend el microdilutor con S0ul del extracto y se procedié a realizar 24
diludones sucesivas en forma de culebra (ocupando 2 hileras), después se llend el
micradilutor con 50 ul del extracto de referencia y se realizaron 12 diluciones sucesivas

{ocupando 1 b"era).
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Finalmente en cada pozo se colocaron S0 ul de la suspension de eritrocitos sensibilizada y
ajustada. Las placas se rotaron en forma circular y se introdujeron a la incubadora a 37°C

por 1 hora.
o Lectura de las placas

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se colocé la placa en el dispositivo de

lectura y se reportd la maxima dilucion que presentd aglutinacién.
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DETERMINACIONES EMPLEADAS PARA LA EVALUACION NUTRICIONAL

Determinacién del perfil de icidos grasos*?!**

Fundamento

Los esteres metilicos de los acidos grasos obtenidos después de un proceso de

saponificacion, son separados y determinados en un cromatdgrafo de gases, donde son

separados como consecuencia del reparto entre una fase mdvil gaseosa y una fase

estacionaria liquida contenida en una columna.

Material y reactivos

Cromatdgrafo de gases (Perkin Elmer Auto System Gas Chromatograph, Integrador
PE Nelson Model 1022)

Columna para la separacién cromatografica (Alltech Capillary Column 30x0.32 mm
ID x 0.25 um. AT™ — SILAR Serie no. 1303512H)

Gases: Helio, Hidrégeno, Aire de alta pureza (99.997%)

Baiio a 80°C (POLYSTAT Instrument Company Mod. 12002)

Tubos de vidrio con tapén de rosca de tefién (Kimax)

Pipetas graduadas de 2 y 4 mL

Matraces aforados de 5 mL

Jeringa de 10 pl para inyeccion en el cromatdgrafo (Hamilton)

Vdrtex (Lab-Line mod. 1290 super mixer)

Pipetas pasteur

Solucién de KOH al 5% en metanol

Solucién de HCI al 10% en metanol
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. Estdndar de Acidos grasos SIGMA (Esteres metilicos de paimitato C16, estearato
C18, oleato C18:1, linoleato C18:3, araquidato C20:0)
. Mezcla de disolventes Tolueno:Hexano (80:20) (se colocaron 80 mL de tolueno en
una probeta de 100 mL y se completd este volumen con hexano).
Nota: Todo el material de vidrio se lavd perfectamente con agua destilada y
posteriormente se lavé primero con toluenc seguido de acetona después metanol y
finalmente acetona, (en ese orden) antes de ser utilizado. Todos estos reactivos fueron de

grado analitico.

Procedimiento

a Esterifi i6n de los &ci grasos

En un tubo con tapdn de rosca, se pesaron aproximadamente 35 mg de aceite extraido a
partir del residuo liofilizado, la extraccién se llevd a cabo con éter de petréleo en un

equipo de extraccién Goldfish (Labconco Mod 35001-00CV).

Al tubo con muestra se adicionaron 2 mL de KOH al 5% en metanol y se colocaron en un

baiio a 80°C por 1 hora.

Al término de éste tiempo el tubo se dejs enfriar y se agregaron 2 mL de HCI al 10% en

metano! y 100 ul de BF; y se volvid a introducir en el bario a 80°C por 1 hora.

Posteriormente se dejé enfriar y se agregaron 4 mi de agua y 2 mbL de mezxcla
Tolueno:Hexano (80:20), se agitd en un vdrtex por espacio de 1 minuto y se separd la
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fase organica, a ésta se vuelven a agregar nuevamente 4 mL de agua y 2 mL de mezcia

tolueno:Hexano (80:20) y se separa la fase organica.

Finalmente dicha fase se llewd a un volumen final de 5 mL, de ésta solucién se tomé 1ul y

se inyectd en el cromatdgrafo de gases.

o Inyeccién de la muestra
Se encendid el cromatdgrafo de gases junto con el integrador, posteriormente se abrié la
vélvula principal del gas acarreador (helio) y gases de combustién (hidrégeno y aire) y se

ajustd la presidn de salida de estos a las siguientes condiciones:

80 psi para el helio
30 psi para el hidrégeno

<40 psi para el aire seco

Se utilizé un programa de temperatura que dio las condiciones fisicas adecuadas para la

obtencién del andlisis de composicidn de los acidos grasos, estas condiciones fueron las

siguientes:

Tempcratura inicial del horno: 50°C
Temperatura inical del detector: 300°C
Temperatura inicial del inyector: 250°C

Presién de gas (flujo): 10 psi
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Finalmente se inyectd 1ul de la muestra previamente esterificada y se llevd a cabo el

analisis.
La esterificacion se llevd a cabo por triplicado, y de cada muestra esterificada se realizé

una inyeccién. (ver anexo figura 7)
Calculos
Se calculé el porcentaje de cada acido graso de acuerdo con la siguiente férmula:

% del #cido graso = Area acddo graso / TArea Acidos grasos x 100
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Fundamento
La cuantificacion de aminodcidos se ha llevado a cabo tradicionalmente utilizando resinas

de intercambio idnico, previa hidrdiisis de la proteina. Los métodos basados en HPLC
(high performance liquid chromatography) han permitido que éstos se impongan dada_su
mayor rapidez y sensibilidad®*. Debido a la polaridad de los aminoécidos y a la ausencia de
un cromdéforo en la mayoria de ellos, la formaddn de un derivado antes del andlisis por
HPLC en fase reversa es necesaria®®>. Se ha reportado que los derivados formados con 6-
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil-carbamato son estables y permiten incrementar la
precisién del analisis rutinario de aminoacidos por derivatizacién pre columna, dada la
menor manipulacién de la muestra durante la preparacién de los derivados de los
aminodcidos liberados después de haber hidrolizado la proteina.?*?52¢ cuantificacion de
aminodcidos en alimentos sigue a una etapa de hidrdlisis, en la cuantificacién por
intercambio idnico, el alimento se hidroliza a 145°C durante 4 horas, sin que se reporten
mermas significativas en los rendimientos de los aminodcdidos. La hidrdlisis dcida en fase
de vapor (HC! 6 N, 0.1% de fenol), es una adaptacién que ha permitido incrementar el
rendimiento del proceso de hidrdlisis, pues las pérdidas por oxidacién de aminoacidos se
reducen gracias a la combinacion de nitrégeno y vacio durante la preparacién de las
muestras a hidrolizar, el contacto de HCl gaseoso con la muestra y un control eficiente de
temperatura y tiempo de hidrdlisis (145°C por 4 horas)®?’, Entonces al combinar la
derivatizacién con 6-aminoquinolil-N-hidrosuccinimidil-carbamato, la cuantificacién por
HPLC y la hidrdlisis de material proteinico con HCI 6 N, 0.1% de fenol, en fase de vapor, a

145°C por cuatro horas, es posible llevar a cabo la cuantificacion de aminodcidos con

buena selectividad y precision.
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Material y Reactivos

Hidrdlisis

Prepar

Estacion de trabajo Pico Tag (Waters)

Viales de reaccion de la estacion de trabajo Pico Tag

Bomba de alto vacio RV8 (Edwars)

Refrigerante tipo dedo frio

Tubos de ensayo de 4 x 50 mm (Coming)

Marcador de tinta permanente Esterbrook de Berol

Micro pipeta (y puntas) con capacidad de 200-1000 uL (Finnpipette)

Vortex (Lab-Line mod. 1290 super mixer)

Agua destilada y desionizada (agua purificada de 18 Mohm de resistividad o agua
destilada y desionizada pasada por un filtro de 0.22pm)

Hielo seco

Metanol (Q.P)

Nitrégeno de alta pureza (99.997%) (Infra)

HC! 6 N, 0.1% de fenol

ién de la ra

Micro pipeta (y puntas) con capacidad 50-200 pL (Finnpipette)

Pipeta Pasteur (3)

Vértex (Lab-line instruments. Mod. 1290)

Matraz aforado de 1 mL (3)°

Jeringas de 10 mL (9)

Acrodisco de nylon, 0.22 um de tamaiio de poro y 13 mm de didmetro (Gelman)
Tubos de ensayo de 10 x 70 mm (Pirex) (9)

Noreucina 5 mM-HC 10 mM (disolucién de norleucina (c.b.p. 5 mM) en HCI 0.1M
suficiente para obtener 10 mM al final) .
Acetonitrilo:Agua 20:80 (200 mL de acetonitrilo grado HPLC, mds 800 mL de agua
purificada)

Acetonitrilo grado HPLC (JT-Baker)

Agua destilada y desionizada (mismas condiciones que en hidrdlisis).

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN
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TESIS CON
FALLA DE CRIGEN

Derivatizacién

Tubos de ensayo de 4 x 50 mm (Coming) (3)

Parrilia de calentamiento (Stirrer/Hot Plate Coming) con bafio de agua a 55° C
Micro pipeta (Y puntas) con capacidad 5-50 ul., (Finnpipette)

Micro pipeta (y puntas) con capacidad 50-200 pl., (Finnpipette)

Micro pipeta (y puntas) con capacidad 100-1000 uL, (Finnpipette)

Vortex (Lab-line instruments mod. 1290)

Parafilm
Estdndar de aminodcdidos H 2.5 mM, excepto Cistina: 1.25 mM, Pierce

Acetonitrilo (AccQ Fluor reagent diluent, vial 2B), 6-aminogquinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamato (AccQ Fluor reagent, vial 2A) y Buffer de boratos
(AccQ Fluor Borate Buffer, reactivo 1), (Waters AccQ Flour Reagent kit)

Andlisis cromatografico

Sistema de entrega de disolventes (2), (Waters mod. 510)

Inyector con loop de 20 ul (Rheodyne)

Jeringa para HPLC 25 ul (Hamilton)

Detector UV-Vis Waters 486 (Waters)

Horno y unidad de control de temperatura modelo III (Waters)
Controlador automatico de gradiente modelo 680 (Waters)

Adquisicién e integracion de datos Chromjet modelo 54076 (Waters)
Sistema de filtracién a vacio (2) (Millipore )

Filtro de tamaiio de poto 0.45 um tipo HA (Millipore)

Filtro de tamaiio de poro 0.22 um tipo GV (Millipore)

Filtro pre columna en linea (Waters)

Columna AccQ-Tag Nova Pak Cia, tamarfio de particula 4 pm, de 3.9 mm x 150
mm, (Waters)

AccQ Tag concentrado A (buffer acuoso de acetatos y fosfatos) (Waters )
Acetonitrilo grado HPLC (JT Baker)

Agua destilada y desionizada (mismas condiciones que en hidrdiisis).
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Procedimiento

o Preparacion de la estacién de trabaj

Se preparé la estacién de trabajo picotag (Ver Anexo Figura 4); se depositd hielo seco en
el recipiente del refrigerante tipo dedo frio y metanol sufidente para cubrir el hielo seco
que se habia depositado. Ademdas se verificd que los controles de vacio y de Nitrégeno se
encontraran cerrados. Se encendié la bomba de vacio y después de cinco minutos se

verificd que la lectura del mandmetro de la estacion de trabajo fuera de 50-70 miliTorr.
o Preparacién de la muestra: secado.

Se pesaron, por triplicado, 10 mg de muestra seca y desengrasada en el interior de un
tubo de 4 x 50 mm, previamente marcado con marcador de tinta permanente. Se agregd
una gota de agua (aproximadamente S0 ul) y se agitd durante algunos segundos en el
vortex, con la finalidad de hidratar por completo la muestra y distribuirla en las paredes
del tubo para mejorar su exposicién a los vapores de HCI. Los tres tubos se depositaron

en el interior del vial de reaccién. (Ver Anexo Figura 3)

Se coloct la tapa y se deslizé el botdn rojo a la posicién abierto (los viales de reaccion
deben estar secos, para lo cual se introdujeron en la estacion de trabajo vacios y en la
posicién abierto, tras lo cual se abrid la vdlvula de vacio y se dejaron asi hasta que
alcanzaron una presién de 50-70 miliTorr). Bl vial se colocd en la estacién de trabajo, se
abrié la vilvula de nitrdgeno durante 10-15 segundos, la presion de salida del nitrégeno
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no debié exceder 0.3 kg/cm?, después se abrié lentamente la valvula de vacio hasta

alcanzar una presion de 1-2 Torr.

Se abrid y cerrd la vilvula de nitrSgeno para controlar la espuma y ebullicion de la mezcia
para evitar pérdidas por proyeccion del material al exterior del tubo. Una vez que
desaparecid la espuma, se cerrd la valvula de nitrégeno y se mantuvo abierta la del vacio
hasta secar las muestras (cuando la presidn fue de S0-70 miliTorr). Se cerrd la vélvula de

vacio y se retiré e! vial de la estacién de trabajo.

o Preparacién de las as: purga con nitrégeno.

Se agregaron 200 pul de HCI 6 N con 0.1 % de fenol en el fondo del vial de reaccién,
cuidando no introducir acido al interior de los tubos con muestra. Para purgar el vial de
hidrdlisis, se cerrd el vial y se introdujo nuevamente en la estacién de trabajo picotag, se
abrié lentamente el vacio hasta alcanzar 1-2 Torr de presién, y se mantuvo abierto hasta
que empezd la ebullicion del acido clorhidrico; se cerrd el vacio y se purgd el vial con
nitrégeno durante 5 segundos; se cerrd el nitrdgeno y se repitid éste ciclo dos veces mas.

Al finalizar el tercer cido, se abrié el vacio del mismo modo y se mantuvo hasta que
alcanzd una presion ligeramente menor a 1 Torr. Se cerd el vial deslizando el botén verde
a la posicién cerrado, se cerrdé e vacio y se sacs el vial de reaccion de la estacién de

trabajo.
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a Hidrélisis en fase de vapor.

Una vez finalizada la preparacién, se introdujo el vial al homo de la estacién de trabajo,
previamente calentado a 145°¢ C (colocando el botdn oven en la posicién de encendido y
ajustando la temperatura con la perilla Temp a! mismo tiempo que se mantiene hacia

arriba el botén set), durante 4 horas.

o Elimi ion del de HCI.

Transcurrido el tiempo, se saco el vial del homo, se dejé enfriar a temperatura ambiente y
dentro de una campana de extraccién, se deslizé el botdn rojo a la posicén abierto para
dejar escapar el acido y los vapores que se generaron durante el proceso; después se
abrid el vial de reaccién y se sacaron los tubos con los hidrolizados, se enjuagdé el exterior
de cada uno con agua y se depositaron en un vial de reaccidn seco. Después, se procedid
a eliminar el exceso de acido del interior de cada uno de ilos tubos con ayuda de vacio; se
tapd el vial asegurando que se encontrara en la posicion abierto, se introdujo en la
estacion de trabajo picotag y se abrid el vacio hasta que aicanzd 1-2 Torr, y se mantuvo
abierto hasta que la lectura del mandmetro de la estacion de trabajo fue de 50-70

miliTorr. Se cerré el vial, asi como el vacio y se conservaron los hidrolizados en una

atmdsfera inerte por aproximadamente 12 horas.
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o Cuantificacion de ino&cidos por HPLC de fase reversa

PASO 1. Preparacién de las muestras: re-hidratacién del hidrolizado.

A cada uno de los tubos con hidrolizado se agregaron 100 ul. de norleucina 5 mM - HCI 10
mM, el primero como estandar interno y el acido ciorhidrico para rehidratar y extraer los
aminoacidos del tubo de hidrdlisis. Se agitd un minuto en vortex y se dejd reposar un
minuto para después agregar de 100 a 200 uL de acetonitrilo 20%, se agité un minuto
mas en vortex y se transfirié cuantitativamente a un matraz volumétrico de 5 mL con
ayuda de una pipeta pasteur, se lavé con acetonitriio al 20% y se agitd hasta que la
solucién de lavado fue incolora (volumen menor a 5 mL), se transfirid cuantitativamente el
contenido de cada paso de lavado al matraz volumétrico de 5 mL y se llevé al aforo con

agua purificada (concentracion final de norfeucina: 0.5 mM ).

Se fild 1a muestra a través de un acrodisco de nylon de 0.2 um de tamafio de poro,
conectado en la punta de otra jeringa, desechandose las primeras 3-5 gotas y

recuperando el resto, del cual fue tomada la alicuota para derivatizar los aminodcidos.

PASO 2. Deri i ién de ino&cidos

En un tubo de ensayo de 4 x 50 mm, se depositaron 10 ul del estidndar de aminoicidos o
de la muestra purificada y filtrada, evitando que 1a punta de la pipeta tocara las paredes
del tubo; se agregaron 70 pL del buffer de boratos, se agitd el tubo en un vértex por 10
segundos y finalmente se agregaron 20 ul. del reactivo de derivatizacién AQC (3mg/5mL,

de CH>CN) se agitd en el vortex durante un minuto (tiempo durante el cual se llevé a cabo
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1a reaccién y se hidrolizé el exceso de AQC), se cubrié con parafiim la boca del tubo y se
introdujo en el bafio de agua a 55° C durante 10 minutos para completar la formacién del

monoderivado de tirosina. Se dejé enfriar.

o Andlisis cromatografico

Finalmente se inyectaron 5ul. de |13 muestra derivatizada en el cromatdgrafo de liquidos
con un tiempo de corrida de S0 minutos. (Ver Anexo Figura 2)

El gradiente de elusion fue el siguiente:

Tiempo %sfaseA 9% faseB Flujo(mL/min)
min
Inicio 100 o 1
0.5 98 2 1
15 93 7 1
19 90 10 1
32 67 33 1
35 67 33 1
36 0 100 1
41 0 100 1
42 100 0 1
43 100 o} 1.2
64 100 (4] 1.2
65 100 [¢] 1
66 4] 100 1
100 0 100 1
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Caliculos

Se calcula el contenido de cada uno de los 17 aminodcidos comparando la relacién Area

Metodologia

aminodcido/Area norfeucina de la muestra contra la relacién Area aminodcido/Area norleucina

del estdndar de aminodcidos, de acuerdo a la ecuacidén 1, para reportar el contenido en g

aminodcido/16 g N.

Calculo del contenido de aminodcidos en g/16 gde N

1.6 x [(Aaa/An-leu) mtra x (A n-leu/Aaa) std x Cstd x & x P. M.]/ [mgmtra x % NJ}

donde:

Aaa = drea del aminodcido dado

An-leu = drea de norleucina

mtra = en fa muestra

std = en el esthndar

Cstd = concentracién def aminodddo
dado en el estandar

a = aforo del hidrolizado

P.M. = peso molecular del aminoacido
dado

mgmtra = cantidad de muestra en mg
%N = porcentaje de nitrdgenc en ia
muestra seca desengrasada
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Fundamento

Debido a la destruccién del triptofano por hidrdlisis &dda, la determinadon consiste en
una hidrdlisis alcalina de la proteina mediante el uso de hidréxido de litio. En téminos
generales podemos decir que con los métodos quimicos, espectrofotomeétricos y
microbiolégicos, la cuantificacién del triptofano en proteinas puras o péptidos es llevada a
cabo con relativa facilidad; sin embargo cuando esto se quiere aplicar a materiales
bioldgicos complejos como son los productos alimenticios, se presenta una gran variedad
de probiemas como son coloraciones indeseables, poca solubilidad y compuestos inddlicos
que interfieren, entre otros. La hidrdlisis enzimdtica se convierte en una alternativa viable
para la determinacién de este aminodcido esencial. El método consiste en la hidrdlisis
enzimatica dada por la pepsina durante 3 horas y posteriormente con pancreatina durante
24 horas, el hidrolizado al reaccionar con p-dimetilaminobenzaldehido (DMAB) y nitrito de
sodio como reactivo de contraste da lugar a la formacién de un compuesto colorimétrico
el cual permite cuantificar espectrofotométricamente la cantidad de triptofano en una

muestra a 590 nm de jongitud de onda.




Metodologia
Material y reactivos

= 3 matraz aforado de 50 mL (Kimax)

= Pipetas con capacidad de 10, 7.5, 0.5, 2 mL.

= Tubos de ensaye (Kimax)

= Espectrofotdmetro (Sequoia-Tumer mod. 340)

= Celdas de vidrio para el espectrofotémetro

= Campana de extraccion

= Balanza analitica (Sartorius analytic)

= Vortex (Lab-Line mod. 1290 super mixer)

=  Potenciometro (Corming Mod. 10)

= Digestor marca TECATOR mod. Ab 20/40

= Hidrdddo de Litio 4N

= Buffer de fosfatos pH 8 (Solucion A: Se pesaron 2.78 g de NaH:PO4 H.O y se
aforaron a 100 mL. Solucién B: Se pesaron 26.82 g de NaHPO4 7H:O y se
aforaron a 500 mL. Se tomaron 5.3 mL de la solucién A y 94.7 mL de la solucién B
y se lievaron a 200 mL con agua destilada. Se ajustd el pH a un valor de 8.0)

=  Solucibn de DMAB 0.5% (p/v) (se pesaron 0.5 g de DMAB se disolvieron y
posteriormente aforaron hasta 100 mL con HCO concentrado)

= Solucién de nitrito de sodio 0.4 % (p/v) (se pesaron 200 mg de nitrito de sodio y
se aforaron a 100 mL con agua)

e Soludidn estindar de triptofano (0.05 mg/mL) (se pesaron 5 mg exactos de
triptofano y se aforason a 100 mlL con agua destilada)
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Procedimiento

o Preparacién del hidrélizado
Se pesaron entre 11 a 16 mg de harina liofilizada y desengrasada, se adiciondé con
precaucion el volumen adecuado de LIOH 4N dependiendo del contenido de proteina de la
muestra (5.5 miL aproximadamente) cuidando que la muestra se humedeciera
completamente con el reactivo ayudandose con el agitador Vortex, posteriormente se
insufld nitrégeno de alta pureza y se cerraron los tubos con el tapén de rosca y cubierta

de tefién. La hidrdiisis se realizé a 145°C durante 4 horas.

Una vez transcurrido el tiempo de hidrdlisis se dejaron enfriar los tubos y se transvasé
cuantitativamente su contenido a un vaso de precipitado, ddndole aigunas lavadas al tubo

con agua caliente. Al hidrolizado obtenido se le ajustd el pH a 6.8 + 0.2 con &cido orto-

fosfdrico.

Con el fin de eliminar el precipitado formado, se realizé una filtracién con ayuda de vacio
sobre papel Whatman 542 dandosele 3 lavadas con agua caliente con el fin de lavar

perfectamente el residuo.

El filtrado se aford a 25 mL con agua destilada. Del filtrado se tomd una alicuota de 2 mL
y se colocd dentro de un tubo de ensayo, a éste se le agregaron 7.5 mL de DMAB y se
agitd dejando en reposo durante 15 minutos en la oscuridad, después de éste tiempo se
agregaron 0.5 mL de nitrito de sodio y se dejé en reposo por 15 minutos mas.

Posteriormente se tomo lectura de absorbancia a 590 nm.
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Al mismo tiempo se realizé un blanco de la muestra en el cual se toman 2 mL del extracto

pero se sustituyd la cantidad de DMAB por 7.5 mL de HC! concentrado.

Cabe mencionar que la curva patron se trabajé al mismo tiempo que las muestras.
Nota: Se realizaron 3 hidrolizados y de cada uno se hizo un blanco y se tomaron 2

alicuotas de 2 mL para desarroliar color.

O Preparacién de la curva patrén

Se tomaron O, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 y 2 mL de la solucién estandar de triptofano y se
depositaron en tubos de ensayo, cada tubo se llevd a un volumen final de 2 mL con agua
destilada y se adicionaron 7.5 mi de DMAB se agitaron y se dejaron en la oscuridad por
15 minutos, posteriormente se agregaron 0.5 mL de nitrito de sodio, se agitaron y se
dejaron en reposo por 15 minutos mas, al término de éste tiempo se tomd la lectura de
absorbancia a 590 nm. Finalmente se construyd una curva patrén que relacionara los mg
de triptofano con la absorbancia. (Ver anexo figura 5)

Nota: Cada punto de la curva se hizo por dupticado.

Cilculos
Al valor de absorbancia de la muestra se le restd el valor de absorbancia del blanco, y
postesiormente se convirtié a g de triptofano con la curva patrén realizada.

g trp/16gN = (gtp/2mlhidrolizado x 25 mlaforo) (1/@muestra) (1/gproteina en el

residuo) x 100




5 RESULTADOS Y DISCUSION

C icién pr

En las tablas 2, 3, y 4 se muestran los resultados del andlisis proximal, es decir, proteina,
grasa cruda, cenizas, hidratos de carbono y fibra cruda, en base humeda y en base seca
de las tres especies analizadas, Bagre, Tilapia y Sierma, respectivamente. Los resultados se
expresan en g por 100g de pescado entero en todos los casos.

TABLA 2. Andlisis proximal del pescado entero Bagre®

[An&iisis Proximal BASE HUMEDA (g/100g) BASE SECA (g/100g)
Humedad 67.13 + 0.02 —

Proteina 19.50 + 0.36 59.32 + 1.12

Grasa Cruda 7.69 + 0.08 23.39 + 0.25

Cenizas 5.55 + 0.10 16.89 + 0.30

Fibra Cruda 0.10 + 0.01 0.37 + 0.21

Hidratos de carbono® 0.0 0.0

a. Resultados expresados en g/100g de muestra + desviaciéon estandar,
determinaciones realizadas por triplicado y en todos los casos se obtuvo un % de
coeficiente de variacion menor al 5%.

b. Se calcularon por diferencia
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TABLA 3. Analisis proximal del pescado entero Sierra®

Resultados Y Discusion

BASE SECA (9/100g)

Andlisis Proximal BASE HUMEDA (g/100g)

Humedad 7474 £0.02 =00 —mmee-
Proteina 19.12 + 0.43 75.70 + 1.69
Grasa 3.76 + 0.14 14.89 + 0.56
Cenizas 2.46 + 0.02 9.76 + 0.09
Fibra Cruda 0.005 + 0.01 0.01 +£ 0.03
Hidratos de carbono® 0.0 0.0

Resultados expresados en g/100g de muestra + desviacion estandar, determinaciones

realizadas por triplicado y en todos los casos se obtuvo un % de coeficiente de variacién

menor al 5%.

b. Se calcularon por diferencia

TABLA 4. Andlisis proximal del pescado entero Tilapia®

Analisis Proximal BASE HUMEDA (g/100g) BASE SECA (g/100g)
Humedad 71.48 + 0.01 —_—

Proteina 13.57 + 0.06 47.58% 0.20

Grasa 8.92 + 0.09 31.27 + 0.30

Cenizas 3.49 £ 0.02 12.24 + 0.30

Fibra Cruda 2.13+0.04 7.47 + 0.39

Hidratos de carbono” 0.40 1.42

a. Resultados expresados en g/100g de muestra + desviacion estandar, determinaciones

realizadas por triplicado y en todos los casos se obtuvo un % de coefidente de variacion

menor al 5%.

b. Se calcularon por diferencia
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Resuitadas Y Discusion

L3 especie Sierra presenta mayor porcentaje de agua en comparacion con las otras dos
especies, es importante mencionar que la especie Sierra proviene de agua salada a

diferencia de las especies Bagre y Tilapia.

Debido a que las muestras contienen una gran cantidad de humedad, ios resultados que

se obtuvieron a partir def analisis proximal se refirieron en base seca.

Los resultados se analizan en base seca por dos razones principalmente, la primera es
realizar una comparacién mdas especifica entre las tres especies analizadas, y la segunda
se refiere a la forma en que el alimento seria comercializado. Un contenido alto de
humedad disminuye la facilidad de manejo del producto asi como su vida de anaquel,
debido al ataque microbiano o enzimatico que se favorece en un medio rico en agua.'®
Por otro lado la eliminacién del agua tiene como consecuenca un aumento en la
concentracién de los demas componentes de importancia nutrimental, por lo que se

obtiene un alimento mas completo.

La humedad que se presenta en las tablas 2, 3 y 4, corresponde a la humedad gruesa mas
la humedad analitica. La humedad gruesa se obtiene a partir de la conservacién de la
muestra, donde se coloca en una estufa de corriente de aire, y la humedad analitica
corresponde a la humedad de ia harina obtenida después de la molienda. Por lo tanto la

humedad que se muestra es la humedad total de los pescados analizados.




Resultados ¥ Discusion

El contenido de proteina en un alimento para animal es muy importante ya que es el
nutrimento que se encuentra en mayor proporcion en érganos y tejidos musculares (con
excepcién del agua)®. Los tres pescados enteros analizados contienen un alto contenido
de proteina. El pescado que presenta mayor porcentaje de proteina es el Sierra (75.70), el
cual proviene de agua salada. Los pescados Bagre (59.35) y Tilapia (47.58) son de agua

dulce y presentan menor cantidad de proteina, sin embargo en los tres casos el contenido

de proteina es importante.

El contenido de proteina de los cereales oscila entre 6 al 16%3%, tomando en cuenta que
gran parte de los alimentos para animales se elaboran con dicho alimento, la harina
obtenida a partir de pescado puede representar una fuente rica de proteina, si se mezciara

con los alimentos que comunmente se les da a 1os animales.

El aito contenido de proteinas en la harina de pescado no garantiza que sea de buena

calidad por lo que mas adelante se evaluara el contenido de aminoacidos en cada pescado

(ver tablas 11, 12, 13).

Los lipidos (grasas) son importantes como fuente de energia, vehiculo de vitaminas
liposolubles, y como fuente de algunos acidos grasos vitales para la mayoria de las
especies animales.” Los pescados analizados de agua dulce Bagre (23.39) y Tilapia
(31.27) contienen mayor cantidad de grasa, que el pescado de origen marino Sierra
(14.89), como andlisis posterior se analizara la composicion de la grasa, con el fin de

conocer si existe diferencia en la calidad de la grasa entre las muestras (ver tabla 10).
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Resultados Y Disausion
La concentracién de grasa en las muestras es relativamente alta, por lo que ia harina de
pescado puede ser una fuente importante de este nutrimento.
El contenido de cenizas es alto en las tres especies de pescado, este resuitado era de
esperarse ya que la muestra se estd analizado con huesos, pief, escamas (en el caso del
Bagre y de la Tilapia) y demds drganos. La cantidad de cenizas obtenidas puede
representar un alto contenido de minerales indispensables lo cual significa que la harina
de pescado puede ser una fuente rica en minerales o por el contrario contener
metales pesados téxicos, para comprobario se realizé un analisis elemental de minerales y

metales pesados (Ver tablas 5, 6, 7).

Los pescados de agua dulce Bagre (16.89) y Tilapia (12.24) presentaron mayor cantidad
de cenizas que el pescado marino Sierra (9.75), esto se debe fundamentalmente a que ios

primeros presentan escamas.

Los hidratos de carbono son el ingrediente mayoritario en las raciones para animales de
cria. La funcidn primaria de los hidratos de carbono en los animales es como fuente de
energia®’. En las tres especies de pescado analizadas la presenda de hidratos de carbono
es nula, por lo que para su uso en la alimentacién animal se recomendaria
complementaria con aigin alimento rico en hidratos de carbono, como podria ser un

tubérculo como la papa o un cereal como la avena.

Al igual que los hidratos de carbono el contenido de fibra cruda en los pescados es nula,
en el caso de los rumiantes esta carencia puede ser relevante, sin embargo en animales

monogdstricos ia falta de fibra en el alimento no es de suma importancia.



Resultados Y Disqusién

Las ventajas de utilizacién de harina de pescado en alimentos para animales son las
siguientes; répido crecimiento, menor frecuencia de enfermedades, cambia la composicién
de grasas en carne con incorporacidén de bajos niveles de dcidos grasos omega 3 de
cadena larga, se mejora la conversién del alimento, en el caso de las vacas, mayor

produccién de leche, mejora la fertilidad®®.




DETERMINACION DE MINERALES

En la tabla 5 se presentan los resultados del andlisis elemental de minerales de

importancia nutrimental de las tres especies de pescado liofilizado. En la tabla 6 se

muestran los resultados obtenidos en el andlisis elemental de metales pesados; aquellos

que representan un peligro al ser consumidos debido a su toxicidad dentro del organismo.

Por dltimo, en la tabla 7, se muestran otros elementos encontrados en las muestras

analizadas.

Tabla 5. Concentracién elemental de los minerales determinados en los pescados enteros.

ELEMENTO SIMBOLO QQfMlOO BAGRE SIERRA TILAPIA
Sodio® Na 2.5 0.58 0.85°

P 0.78 0.82 0.61
Azufre S 0.62 0.63 0.40
Potasio K 0.24 0.23 0.16
Calcio Ca 1600 1500 2100
Cromo Ccr 1 o® 0
Manganeso Mn 1 [e] o
Hierro Fe 6 19 4
Cobre Cu 9 8 7
Silicio Si 1.0 0.94 0.76
Cloro c 0.19 0.18 0.12
Zinc Zn 15 5

5
Contenido promedio de 4 muestras. Los elementos C, N, O, Na, Si, P, O y
tabulan como porcentaje en masa. El resto de los elementos se presental
mg/kg.
El valor 0 significa que el elemento estuvo por debajo de los limites de deteccion.
Las incertidumbres son det 12% para Ky Ca; 15% paraNa, P, S, O, Ti, Fe, Cu, y
Zn; 20% para Cr, Mn.
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Tabla 6. Concentracidn elemental de los metales pesados determinados en los pescados

enteros analizados.

ange

ELEMENTO _SIMBOLO QUIMICO BAGRE SIERRA TILAPIA®
Aluminio Al® 1.2 1.1 0.80
Titanio Ti 5 1 1
Vanadio v 2 1 1
Arsénico As 1 1 o°
Niquel Ni ND® ND ND
Plomo Pb ND ND ND
Mercurio Hg ND ND ND

Contenido promedio de 4 muestras. Los elementos se presentan en mg/kg.

El elemento no fue detectado,

El valor O significa que el elemento estuvo por debajo de los limites de deteccidén.
Las incertidumbres son del 15% para Al, Ti, ; 20% para V, As.

Tabla 7. Concentracién elemental de otros elementos obtenidos durante el andlisis de las

muestras de pescado entero.

a.

ELEMENTO SIMBOLO Q_UIM!CO BAGRE SIERRA TILAPIA
Carbono® 73 74 78
Nitrégeno N 13 13 12
Oxigeno o 7.2 7.2 5.9
Bromo Br 1 1 14
Estroncio Sr [ 2 3

Contenido promedio de 4 muestras. Los elementos C, N, y O, se tabulan como
porcentaje en masa. El resto de los elementos se presentan en mg/kg.

Por lo menos algunas especies animaies requieren un minimo de 21 elementos minerales y

de otros cinco que puede ser basicos desde el punto de vista metabdlico. Los elementos

necesarios que se requieren en mayor proporcion son calco, fésforo, sodio, cloro, potasio,

magnesio y azufre, aquelios que solo se necesitan 0 se encuentran en cantidades trazas

son cobalto, yodo, zinc, hierro, cobre, manganeso, selenio, cromo, flior, molibdeno y

silicdo®.
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E! contenido de minerales en las tres especies de pescado estudiadas es parecido. El
mineral indispensable que se encuentra en mayor proporcion es el calcio en {o0s tres casos
(la especie que presenta mayor contenido de calcio es la Tilapia), este resultado era de
esperarse por la presencia de hueso y espinas en la muestra, ya que el caicio es uno de
los principales componentes del esqueleto®2, Por lo tanto, 1a harina de pescado entero es

una rica fuente de calcio.

Los pescados analizados contienen hierro el cual es un elemento de gran importancia ya
que su carenda ha sido un problema importante en la produccién animal,?? su deficienda
produce anemia. B pescado con mayor cantidad de hierro, en este andlisis, es el Sierra. El
contenido de hierro se debe a la presencia principalmente de hemogiobina, en las

muestras.

Los siguientes minerales; magnesio, yodo, selenio y cobalto, no fueron registrados por el
método Pixe, sin embargo, estos se pueden encontrar en cereales y otros alimentos de
origen vegetal que podrian anadirse a la harina y de esta manera se evitanan

enfermedades.

£l magnesio es un mineral de suma importanda para crecimiento de los animales, se ha
encontrado que su deficdiencia produce anorexia, por lo que se recomendaria suplementar
la harina de pescado con un alimento rico en este mineral.

Las concentraciones de cromo y manganeso presentes en las especies Sierra y Tilapia son
demasiado pequefias por lo que no pudieron ser detectadas por la técnica utilizada, sin
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embargo estos dos minerales se requieren en cantidades trazas por lo que no se considera
que la harina obtenida a partir de estas dos especies sea deficiente respecto a estos dos

minerales.

El plomo al igual que el mercurio son considerados los metales pesados de mayor riesgo®,
al no ser detectados en el andlisis elemental de la muestra los pescados no representan

un riesgo al ser consumidos debido a este factor.

Ademds de los elementos mencionados anteriormente, se encontraron otros elementos
(ver tabla 7), bromo y estroncio, que posiblemente no influyen de manera drastica en el
desarrollo y funcionamiento del organismo pero tampoco se ha reportado darfio por su

consumo, por lo que su presencia en la harina no representa un inconveniente.
Las harinas de pescado Bagre, Sierra y Tilapia son fuentes importantes de minerales, sus

niveles no rebasan los niveles maximos de tolerancia de minerales dietarios en animales

domeésticos (ver anexo figura 6).
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FACTORES ANTINUTRICIONALES

En las tablas 8 y 9 se muestran los resultados de inhibidores de tripsina y hemaglutininas
en la harina de pescado liofilizada y desengrasada. Estas pruebas se realizaron con el fin
de conocer si la harina de pescado cruda representaba un riesgo al ser utilizada en la

elaboracion de alimentos balanceados.

Tabla 8. INHIBIDORES DE TRIPSINA’

ESPECIE BAGRE _SIERRA TILAPIA
INHIBIDORES
UTI"*/mg muestra 0.06 0.15 1.68

* Se realizaron dos extractos y de estos se realizd la prueba por duplicado
** UTI = Unidades de trispsina inhibida

Tabla 9. HEMAGLUTININAS®

ESPECIE BAGRE SIERRA  TILAPIA
TITULO™

HEMAGLUTININAS - - 2

* Se realizaron dos extractos de cada muestra y la prueba se realizé por duplicado
** Maxima dilucién en 1a que se presentd aglutinacion en eritrocitos de hamster.

Las muestras analizadas contienen una cantidad muy baja de inhibidores de tripsina por lo
que su consumo en forma de harina cruda no representa un riesgo para Ia salud. Para
que exista riesgo en un alimento, este debe de contener mas de 10 UT1/mg de muestra®.

El contenido de hemaglutininas fue negativo en las muestras Bagre y Sierra, en cambio en
el pescado Tilapia se encontrd un titulo de 2, sin embargo este resultado no representa un
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Resultados Y Discusién

riesgo para el consumo de la harina en crudo, ya que se requiere de un titulo igual o

mayor a 10 para causar un daiio en el organismo®.

Los resultados que se muestran son los que se esperaban pues la presencia de factores
antinutricionales, por lo general no se encuentran en alimentos de origen animal, mas bien

son bastante comunes en alimentos de origen vegetal.

Por los resultados obtenidos se puede decir que las muestras de pescado entero no
presentan factores antinutricionales que pudieran causar alguna defidenda en el

organismo al ser consumidas.

ACIDOS GRASOS

En la tabla 10 se muestra el contenido de &cidos grasos (%) que se encuentran en la
porcién lipidica obtenido por cromatografia de gases de las tres especies de pescado

entero analizado, Bagre, Sierra y Tilapia.
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Tabla 10. Contenido de dcidos g

1

— e .
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rasos tes en el extracto etéreo de las muestras
Bagre Sierra Titapia

ido graso
Miristico 445+ 0.549 NP 3.91 +0.30
NI NP 0.18 + 0.02
Miristoleico NP 2.5x0.11 0.12 + 0.02
Pentadecanoico 1.69 0.2 2.56+0.11 0.29+0
Cis~10-pentadecenoico NP NP 0.21 + 0.05
Palmitico 31.32+5.71 37.04+0.88 24.77 +3.34
NX 0.53+0.06 0.43+0.06 NP
Paimitoleico 6.68+0.75 13.72+0.35 4.02+1.1
NI 0.57 £0.12 0.55+0.02 0.12+0.01
NI NP 0.33+£0.05 0.21 +0.02
NI NP 0.41 + 0.01 NP
NI NP 1.69+0.13 NP
Heptadecanoico 1.6 £+ 0.16 2.25+0.08 0.57 +0.07
Cis-10-heptadecenoico 1.13+0.1 NP NP
Estedrico 12641125 7.66 +0.26 6.00 + 0.39
NI 1.18 +0.04 NP
Oléico 8 36+ 2.7 23.27+0.31 26.07 +5.59
Linolelaidico NP 0.87 + 0.29 P
NI NP NP 0.32 +0.09
NI NP NP 0.45 £ 0.05
Linoléico 1.2+ 0.11 NP 1584 +1.05
NI NP 1.02+0.13
Araquidico 0.73 £ 0.1 NP 1.41 £0.11
Gama-Linolénico NP 042 +£0.02 0.2310.02
NIX NP NP 0.53+ 0.14
Cis-11-Eicosenoico 1.32+0.12 NP 2.03 x+ 0.06
Linolénico 1.13+0.12 1.01+0.12 0.49:+0.07
NI NP 1.35+0.17 NP
Cis-11-ejcosanoico 1.32+0.12 1.88x+0.18 NP
Lignocérico 1.39+0.12 NP NP
Cis-11,14,17-eicosatriencico 1.13+0.25 0.84+0.2 NP
Cis-5,8,11,14,17-eicosapentaencico 1.19+0.03 NP NP
Cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico 2.69 +0.21 NP NP
NI NP NP 1.11 + 0.04
NI NP NP 1.20+0.19
| Heneicosanoico NP NP 0.85 +0.13
Behénico NP NP 0.28 + 0.07
Erucico NP NP 0.38 +£ 0.02
NX NP NP 0.34 + 0.09
NI NP NP 0.62 + 0.08
Gama-Linolénico NP NP 0.87 + 0.05
Araquidénico NP NP 0.93 + 0.06
NI NP NP 0.66 + 0.05
NI NP NP 1.96 + 0.11
|Nervonico NP NP 2.90 +0.11
NI NP NP 0.48 + 0.14
Por ciento <+ desviadén estindar de cada 3cdo graso > al cx Se con un

estandar. n = 3 donde n es el nimero de repeticiones. NP = nopnsenteenlamuestra
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Resultados Y Discusion

Los acidos grasos linoléico y linolénico se requieren en la dieta de especies monogastricas.
Un tercer acido graso, dcido araquiddnico, puede ser sintetizado a partir del acido
linolénico pero se requiere cuando la ingesta del acido linolénico es baja. La deficiencia de
acidos grasos indispensables ha sido demostrada en cerdos, gallinas, perros y vacas. En

general, la deficiencia de los acidos grasos indispensables resultan en un crecimiento lento

en todas las especies™.

Los acidos grasos que tienen en comun las tres especies de pescado analizadas son los
siguientes; miristoléico, pentadecanoico, paimitico, palmitoléico, heptadecanoico,

estearico, oléico, y linolénico.

Los acidos grasos que se encuentran en mayor proporcén en el pescado Bagre son el
palmitico (C16:0), estedrico (C18:0), palmitoléico (C16:1) y oléico (C18:1). Los dos
primeros son &cidos grasos saturados y los dos Ultimos son acidos grasos insaturados.
Tanto los acidos grasos saturados como los insaturados son importantes para ia nutriciéon,
pero el consumo de dcidos grasos insaturados disminuye las enfermedades
cardiovasculares, por 1o que su contenido en alimentos es importante. En el caso del

pescado Bagre contiene una cantidad considerable de écidos grasos insaturados.

El pescado Bagre contiene los acidos grasos indispensables linoléico (C18:2) y linolénico
(C18:3) por lo que puede considerarse una buena fuente de &cidos grasos para la

alimentacion animal.



Besultados Y Discusitn

El pescado Sierra tiene en mayor proporcion los siguientes acidos grasos; palmitico
(C16:0), paimitoléico (C16:1), estedrico (C18:0) y oléico (C18:1). Al igual que el pescado

Bagre contiene una cantidad de acidos grasos insaturados considerable.

A diferencia del pescado Bagre, el pescado Sierra solo contiene un &cido graso
indispensable que corresponde al acido linolénico (C18:3), del cual puede ser sintetizado
el acido araquiddénico (C20:4) que es de importancia nutrimental, por ser precursor de un

grupo de hormonas {lamado prostaglandinas.?®

El pescado Tilapia fue el que mayor cantidad de &cidos grasos presentd en su
composicidn. Los acidos grasos que se encuentran en mayor propordén son; palmitico
(C16:0), estedrico (C18:0), oldico (C18:1) y linolénico (C18:3), por lo que contiene gran

cantidad de &cidos insaturados.

La especie Tilapia fue la unica que presentd el dcido graso araquidénico (C20:4) aunque
fue en una proporcién muy pequeiia. Otra diferencia importante en comparacién con las
otras dos especies es que esta ultima contiene dcido enicico (C22:1 n-9), este &cido graso
es téxico en una concentracidn mayor del 2%, por lo que en este caso no se considera un

riesgo ya que su concentracién en la grasa es de 0.38%.

Los dcidos grasos indispensables si se encontraron presentes en el pescado Tilapia al igual
que en el pescado Bagre, por lo que estas especies son de mejor calidad respecto a los
acidos grasos. Sin embargo, en todos se detectaron algunos acidos grasos no identificados

que posiblemente tienen importancia nutrimental.

78




AMINOACIDOS

En las tablas 11, 12 y 13 se muestran los contenidos de aminoacidos en las muestras de

pescado entero liofilizado y desengrasado, se obtuvieron por HPLC con excepcién de!

triptofdno el cual se determind por hidrdlisis alcalina y por un método colorimétrico.

Tabla 11. Contenido de aminoécidos en el pescado Bagre entero.

AMINOACIDO g/16g N % de aminofcido g aminoacido /100 g de
en la proteina®_ pescado
Aspartico 12.22 + 3.76* 8.143 1.52139
Serina 2.29 +0.37 1.526 0.29
Glutédmico 29.01 + 2.69 19.332 3.61
Glicina 16.98 + 1.72 11.315 2.11
Histidina 4.50 + 1.45 2.999 0.56
Arginina 12.51 +0.86 8.337 1.56
Treonina 6.17 +1.78 4.112 0.77
Alanina 12.84 +1.31 8.557 1.60
Prolina 8.66 + 0.43 5.771 1.08
Cistina® 0 0.000 0.00
Tirosina 2.25 +0.28 1.499 0.28
Valina 7.16 £0.47 4.771 0.89
Metionina 2.90 1 0.29 1.933 0.36
Lisina 12,12 + 0.77 8.077 1.51
Isoleucina 5.81 + 0.39 3.872 0.72
Leucina 9.81 + 0.46 6.537 1.22
Fenilalanina 4.39 + 0.62 2.925 0.55
Triptofano® 0.44 + 0.02 0.293 0.05
TOTAL 150.06

estdndar con coefidente de variacion menor a 15%
b. Proporcién de aminodcidos respecto al total de los mismos en el pescado (aa g/16g
N/total aa) *100

c. Obtenido por hidrdlisis alcalina

Nota: Scid

indispr

en negritas

a. Se muestra el contenido de cada aminodcido promedio (g/16g N) + desviacién

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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Tabla 12. Contenido de aminodcidos en ef pescado entero Sierra

AMINOACIDO" 9/16g N % de aminoicidoen ia g aminoacido /100 g de
__proteina pescado
Aspartico 16.39 + 3.49 8.545 2.33
Serina 3.10 + 0.39 1.616 0.449
Glutdmico 42.57 + 7.37 22.195 6.05
Glicina 13.71 +2.39 7.148 1.95
Histidina 5.03 +0.68 2.623 0.72
Arginina  14.67 + 2.04 7.649 2.09
Treonina 7.19 + 0.96 3.749 1.02
Alanina 15.75 + 2.26 8.212 2.24
Prolina 7.82 +1.10 4.077 1.11
Cistina®  0.44 + 0.02 0.229 0.06
Tirosina 3.70 + 0.40 1.929 0.53
Valina 9.28 + 1.31 4.838 1.32
Metionina 4.54 *+ 0.39 2.367 0.65
Lisina 18.63 +2.86 9.713 2.65
Isoleucina 8.52 + 1.09 4.492 1.21
Leucina 13.92 + 0.96 7.258 1.98
Fenilatanina 5.90 + 0.96 3.076 0.84
Triptofano 0.64 + 0.04 0.334 0.09
TOTAL 191.8

estandar con coefidente de variacién menor a 15%
b. Proporcién de aminodcidos respecto al total de [os mismos en el pescado (aa g/16g
N/total aa) *100

1

Obtenido por hidrdlisis alcalina
H inoacidos indk by

on negritas

a. Se muestra el contenido de cada aminodcido promedio (g/16g N) + desviadcidn

FALLA DE ORIGEN

TESIS CON




Resuitados Y Discusién

Tabla 13. Contenido de aminoacidos en pescado entero Tilapia.

AMINOACIDO" g/16g N % de aminoécido en la g aminoacido /100
proteina de o
Aspartico 16.02 +1.85 6.735 1.57
Serina 4.02 + 1.25 1.690 0.40
Glutdmico 42.31 + 6.65 17.787 4.16
Glicina 27.93 +5.75 11.742 2.75
Histidina 7.03 140 2.955 0.69
Arginina 22.495+1.87 9.438 2.21
Treonina 9.95 + 1.24 4.183 0.98
Alanina 18.98+2.73 7.979 1.87
Prolina 14,10 +2.12 5.928 1.39
Cistina® o} 0.000 0.00
Tirosina 5.53 + 1.03 2.325 0.549
Valina 10.86 +0.90 4.566 1.07
Metionina 6.34 + 0.57 2.665 0.62
Lisina 16.52 +3.34 6.945 1.62
Isoleucina 9.71 + 0.49 4.082 0.95
Leucina 16.33 +0.93 6.865 1.61
Fenilalanina 9.07 +1.70 3.813 0.89
Triptofano 0.72 + 0.08 0.303 0.07
TOTAL 237.87

a. Se muestra el contenido de cada aminodcido promedio (g/16g N) + desviacién
estdndar con coefidente de variacién menor a 15%
b. Proporcion de aminoacidos respecto al total de los mismos en el pescado (aa g/16g

N/total aa) *100

c. Obtenido por hidrdlisis alcalina
Sci indi

en negritas

Nota: ]

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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CALIFICACION QUIMICA

A partir de los resultados de aminocécidos de las tres especies de pescado analizadas se

calculs la calificacidn quimica para evaluar la calidad de la proteina en cada una de ellas.

Tabla 14. Calificacién quimica de la proteina contenida en ei pescado entero Bagre.

Aminoécido Ci ido de Contenido de Calificacién
Indisp b inoAcido en el aminoéicido en el Quimica®
pescado (g/16g N) patrén'
Isoleucina 5.8165 4.00 > 100
Leucina 9.8195 7.04 > 100
Lisina 12.1236 5.44 > 100
Azufrados® 2.9045 4,72 44
Aromaticos* 6.6576 6.08 79
Treonina 6.1739 4.00 > 100
Valina 7-1626 4.96 > 100
Triptofano 0.4428 1.00 32

Calificacién Quimica: 32

Patrén establecido (FAO, 1973)*

Se calculd de la siguiente manera: ([aa, /total a3, ] 7/ [@3psrso/total
B3na1r6n])*100

Metionina + Cistina

Tirosina + Fenilalanina

Sl NR

[ Trere ~Ay
SO A
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Resultados Y Discusidn

Tabla 15. Calificacién quimica de la proteina contenida en el pescado entero Sierra.

Aminoacid [« do de Contenido de Calificacién
Indi: & inoécido en el écidoen el Quimica®
pescado (9/16g N) patrén’
Isoleucina 8.5233 4.00 > 100
Leucina 13.9282 7.04 > 100
Lisina 18.6302 5.44 >100
Azufrados® 4.9982 4.72 54
Aromiticos* 9.6136 6.08 80
Treonina 7.1983 4.00 o2
Valina 9.2853 4.96 95
Triptofano 0.6429 1.00 32

Calificaciéon quimica: 32

Patrén establecido (FAO, 1973)%¢

Se calculé de la siguiente manera:
A3patrsn])*100

Metionina + Cistina

Tirosina + Fenilalanina

AW Nk

([aa /total a3, ] / [23pamen/total

" TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Tabla 16. Calificacién quimica del pescado entero Tilapia

Aminoacido Contenido de Contenido de Calificacién
Indisp bl écidoen el aminoicido en et Quimica?
pescado (g/16g N) patrén’
Isoleucina 9.7122 4.00 > 100
Leucina 16.3352 7.04 > 100
Lisina 16.5224 5.44 > 100
Azufrados® 6.3497 4.72 58
Arométicos* 14.6148 6.08 > 100
Treonina 9.9545 4.00 > 100
Valina 10.8629 4.96 95
Triptofino 0.7251 1.00 31

Calificaciéon quimica: 31

Patrén establecido (FAO, 1973)%

Se calculé de la siguiente manera: ([aa /total aa, ] / [83pmss/total
BApatrén] )*100

Metionina + Cistina

Tirosina + Fenilalanina

S Ne

Las especies Bagre y Tilapia presentaron los aminodcidos presentes en el estiandar, con
excepcién de la cistina la cual es degradada por la técnica descrita, sin embargo en la
especie Sierra se pudo cuantificar parte de la cistina presente en la muestra.

En casi todos los casos el pescado Tilapia presenta los contenidos mas altos de
aminodcidos, por el contrario la especie Bagre presenta los valores mas bajos.

TESTS CON .
FALLA DE ORIGEN




Resultados ¥ Discusion

Los aminoacidos indispensables en mayor cantidad en las muestras son; lisina y leucina.

Las harinas de pescado contienen todos los aminoacidos indispensables aunque algunos
en mayor proporcodn que otros, esto hace que la muestra sea un buen alimento para

animales si se suplementa adecuadamente con otro alimento.

Para evaluar la calidad real de la proteina se calculd la calificacién quimica para cada
especie (ver tablas 14, 15, 16) encontrdndose una calificacion de 30 para las tres
especies, el aminoacido en menor proporcion es el triptofano, por lo que seria necesario

enriquecer la harina con otros alimentos que lo tuvieran, como podria ser harina de avena.
Los aminodcidos azufrados también se encuentran en poca cantidad, por o que seria

recomendable suplementar la harina de pescado con un cereal para aumentar la

proporcién de metionina.
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6 CONCLUSIONES

v

A

A

Los pescados analizados en forma completa tienen una composicién quimica alta en
proteina.

El pescado de agua salada (Sierra) contiene mayor porcentaje de proteina y menor
contenido de grasa.

El contenido de cenizas es alto en cualquiera de las tres especies de pescado
analizados.

La harina de pescado entero es rica en casi todos los mineraies indispensables.

La harina de pescado no presentd metales pesados dafiinos para el metabolismo.

Las muestres no contienen inhibidores de tripsina ni hemagiutininas por lo que no
representan problemas para su consumo en crudo.

La grasa de las especies Bagre y Tilapia contienen los dcidos grasos indispensables.
Las tres especies de pescados contienen gran cantidad de &cidos grasos insaturados.
La grasa analizada de! pescado Tilapia contiene acido enicico en pequefias cantidades
por lo que no representa riesgo en su ConNsuMo.

Los aminodcidos indispensables estidn presentes en las tres especies analizadas.

La calificacién quimica para las tres especies es de 30, el aminoacido deficente es el
triptofano.

La harina de pescado puede ser utilizada en la industria alimentaria como suplemento
en la elaboracion de alimentos para animales.

El uso de harina de pescado completo disminuye desperdicios que en la mayoria de
los casos son una fuente importante de nutrimentos.
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8 ANEXO

Clave mL mL mL std. 10 mL Bapna 10 ml &cido
— —_
extracto HO Tripsina min a 37°C min acético al
37°C 37°C 30% (AA)
Bl 1.8 0.2 24+1mL AA S -
1 1.8 0.2 2 5 1
82 1.4 0.6 24+1mL AA 5 -—
2 1.4 0.6 2 5 1
B3 1.0 1 2+1mL AA ) -—
3 1.0 1 2 5 1
B4 0.6 1.4 2+-1mL AA 5 -_
4 0.6 1.4 2 5 1
BR 0.0 2 2+1mL AA 5 -—
0.0 2 2 5 1

NOTA: Si algun tubo presenta turbidez o precipitado es necesario filtrarlo a través de
papel filbbo (Whatman #1) para ello es conveniente dejar el tubo en reposo por 15

minutos.
Figura 1. Serie de tubos que se deben preparar para determinar la actividad

inhibitoria de tripsina en la muestra.
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Figura 2. Cromatograma del perfil de aminodcidos.
1. Aspdrtico, 2. Serina, 3. Glutamico, 4. Glidna, S, Histidina, 6. Amoniaco, 7. Arginina,
8. Treonina, 9. Alanina, 10. Prolina, 11. Cistina, 12. Tirosina, 13. Valina, 14. Metionina,

15. Lisina, 16. Isoleucina, 17. Leucina, 18. Nofdeucina, 19. Fenilalanina.
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Figura 3. Vial de reaccién empleado para la preparacién de muestras e hidrélisis en la
determinacién de perfil de aminoacidos
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Figura 4. Estacion de trabajo Pico-Tag, empleada en la determinadén del perfil de
aminodcidos.
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Figura 5. Curva patrdn y ecuacién de regresién lineal para la determinacion de triptéfano
en la harina de pescado de las especies analizadas.
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Anexo

Figura 6. Niveles maximos de tolerancia de minerales dietarios en animales domésticos.’?

Especies
Elementn Ganado vacuno Ovejas Cerdos Aves de corral Caballos Conejos
Aluminio, ppm 1,000 1,000 200 200 200 200
ANtimonio, ppm
Arsénico, ppm
Inorgd! S0 50 50 50
orgdnico 100 100 100 100 100 100
Bario, ppm 20 20 20 20 20 20
Bismuto, ppm 400 400 400 400 2,000
Boro, ppm 150 150 150 150 150 150
Bromo, ppm 200 200 200 2,500 200 200
Cadrmio, ppm os 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Calcio, T 2 2 1 04 2 2
Cromo, ppm
Cloruro 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000
Cobatto, ppm 10 10 10 10 10 10
Cotwe, ppm 100 2s 300 800 200
Roor, ppm <40 (joven) 60 150 150 (pavos) <0 -0
50 (ganado de came) (reproduccién) 200 (polios)
Yodo, ppm 50 50 <00 300 5 -
Hierro, ppm 1,000 500 3,000 1,000 500 500
Plomo, ppm 30 30 30 30 30 k]
Magnesio, % o.s 0.5 0.3 03 03 0.3
Manganeso, ppm 1,000 1,000 400 2,000 400 400
, PPM 2 2 2 2 2 2
Molibdeno, ppm 10 10 20 100 5 500
Niqued, ppm 50 50 100 300 50 50
Fosforo, % 1 0.6 1.5 0.8 {gallinas 1 1
ponedoras)
1.0 (otras)
Potasio, % 3 3 2 2 3 3
Sclenio, ppm 2 2 2 2 2 2
Silicio, % 0.2 0.2 - - - -
Plata, ppm - - 100 100 - -
Qloruro de sodio, 4 (en periodo de 9 8 2
% lactancia)
9 (sin lactar)
Estroncio, ppm 000 2,000 3,000 30,000 (gallinas 2,000 2,000
ponedoras
3,000 (otras)
Azufre, % 0.4 0.4 - - - -
Estaiia, ppm - - - - - -
Tianio, ppm - - - - - -
Tungstenc, ppm 20 20 20 20 20 20
Uranio, ppm - - - - - -
Vanadio, ppm 50 50 10 10 10 10
Zinc, ppm 500 300 1,000 1,000 500 500
95

TESIS CON
FALLA DE C“IGEN




'
.00 .00 20.00 3D0.00 -0.00
M

Figura 7. Cromatograma de acidos grasos.

1. Acido Butirico, 2. Acido Carpoico, 3. Acido Caprilico, 4. Acido Caprico, 5. Addo
Undecanoico, 6. Acido Laurico, 7. Addo Tridecanoico, 8. Acido Miristico, 9. Addo
Miristoléico, 10. Acido Pentadecancico, 11. Acido cis-10-Pentadecancico, 12. Addo
Palmitico, 13. Acido Palmitoiéico, 14. Acdo Heptadecenoico, 15. Acido ds-10-
heptadecenoico, 16. Acido Estedrico, 17. Addo Elaidico, 18. Acido Oléico, 19. Addo
Linolelaidico, 20. Acido Linoléico, 21. Acido Araquidico, 22. y-linolénico, 23. Acido cis-11-
eicosendico, 24. Acido Linolénico, 25. Acido Heneicosanoico, 26. Acido cis-11,14-
Eicosatriencico, 27. Acido Behénico, 28. Acido cis-8,11,14-Eicosatriencico, 29. Addo
Ertucico, 30. Acido cis-11,14,17-Eicosatriencico, 31. Acido Araquidénico, 32. Acido
Tricosanoico, 33. Acido cis-13,16-Docosadiencico, 34. Addo Lignocérico, 35. Addo cis-
5,8,11,14,17-Eicosapentaenoico, 36. Acido Nervdnico, 37. Acido cis—4,7,10,13,16,19-

Docosahexaenoico.
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