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RESUMEN

Se desarrollé un método de procesamiento practico y de bajo costo para procesar
y conservar proteinas de origen marino proveniente del descarte de la pesca de
acompafiamiento, a fin de ser empleado para la alimentacién animal.

De todas las especies marinas que anualmente se descartan, se empleé pescado
sierra (Scomberomorus maculatus), debido a su buena calidad nutrimental, bajo
costo y facil aprovisionamiento. Dos etapas involucran el desarrollo de este
trabajo, durante la primera fase se registran los cambios fisicoquimicos como son
el cambio en el contenido de nitrébgeno no proteico, pruebas de rancidez oxidativa
y pH, que engloban el proceso y conservacion del producto, y que permiten
obtener una metodologia adecuada del proceso a nivel de laboratorio, se realiz6
analisis proximal del producto obtenido. La segunda etapa implicé la elaboracién
de un lote piloto de 65 Kg., el producto obtenido contenia un 87.50 % de nitrégeno
no proteico, el cual se mezclé con sorgo, obteniéndose una mezcla de ensilado
himedo:sorgo con una proporcién 2:1 fue secado al sol y el producto final alcanzé
un 26.30% de proteina en una proporcion de 1:2 (mezcla ensilado seco
seco:sorgo) que se empleé en la formulacion de dietas para la prueba biolégica
con pollos de engorda. Se realizaron analisis proximales, microbiologicos y de
minerales, se determiné el perfil de aminoacidos tanto a la materia prima, ensilado
y mezcla ensilado seco:sorgo. En la elaboracién del lote piloto, los parametros
trimetilamina y determinacién de sustancias reactivas al acidos tiobarbitdrico,
mostraron tendencia a la baja lo que permiti6 obtener un producto con buenas
caracteristicas quimicas.

El analisis proximal del ensilado presenté en peso seco un contenido de proteina
de 60.98%, lipidos de 24.60% y 6.89% de cenizas. En el analisis microbioldgico el
ensilado no presentd contaminacion, mientras que para la mezcla ensilado
seco:sorgo la carga bacteriana se incrementd, sin presentar riegos potenciales. A
través del andlisis de minerales se detect6é abundancia de calcio, fésforo y potasio.
El perfil de aminoacidos reveld bajas en el contenido de triptéfano y azufrados

VI



totales de 16.35 y 1.67% respectivamente. Para la evaluacién bioldgica, se
prepararon 5 dietas, 4 con la mezcla obtenida y una donde se empled sorgo y
soya como testigo, los niveles de inclusién de la mezcla ensilado seco:sorgo
fueron: 11, 22, 33 y 44%. De esta prueba se obtiene que, el alimento 2 preparado
con un 11% de la mezcla ensilado seco:sorgo did mejor ganancia de peso, sin
embargo no hubo diferencias significativas (p>0.05) al final del ensayo. El
producto obtenido presenta muchas ventajas entre ellas la buena calidad
nutricional y simplicidad del proceso. En cuanto al analisis preliminar de costos,
éste revela el bajo precio con el cual se obtiene el ensilado, al ser comparado con
los precios internacionales de las harinas de pescado, por lo que puede llegar a
ser competitivo este producto.

VI



1. Introducccion.

Desde hace siglos en Europa, se ha hecho uso de la técnica del ensilaje, la misma
que permitia y permite conservar los productos agricola durante el invierno, vista
esta necesidad, el ensilado se define como el alimento para animales obtenido
por medio de la conservacién anaerébica de los forrajes hiimedo y/o residuos de
origen agricola por medio de la acidificacién. Actualmente el ensilado, es uno de
los procesos que permite dar valor agregado a un conjunto de desechos de origen
animal o vegetal que servirdn como ingredientes para dietas de animales y
transformarlos en carne o leche.

Con estas experiencias, se ha visto la posibilidad de conservar los productos
secundarios obtenidos del procesamiento de los animales, entre estos el pescado.
El ensilado del pescado ofrece una buena perspectiva y puede ser hecho con
acidos organicos o con acidos minerales, la finalidad de éstos sera la de dar el pH
al medio para obtener un liquido de la masa por medio de las enzimas presentes
en el pescado (Tatterson y Windsor, 1973).

Comercialmente, el ensilado de pescado fue iniciado en Dinamarca en 1948, su
produccion alcanzé 15,000 toneladas por afio. Para 1992, en Noruega ya se
producian 72,000 toneladas al afio (Aranson, 1994).

Desafortunadamente, todos los trabajos relativos al tema de ensilado de pescado
realizados en América Latina solo se han realizado en pequefa escala a nivel
experimental y aiin no se explota de forma comercial, a pesar de existir trabajos
suficientes sobre este tema.

Debido al constante desarrollo de la industria acuicola y pesquera, una gran
cantidad de desperdicios se generan anualmente. Consecuentemente, la
produccion mundial de pescado ha crecido en forma sostenida durante los Gltimos
anos, siendo ésta en 1995 de 112.9 millones de toneladas, incluyendo crustaceos
y moluscos procedentes de la captura de peces y produccién acuicola. La
participacion en la produccion total procedente de peces cultivados pasé de ser
11.7% en 1989 a 18.5% en 1995. Paises asiaticos como China, India, Camboya e
Indonesia producen alrededor del 90% del total mundial de estos peces, siendo
China el mas importante. En Latino América y el Caribe la produccion fue de



499,000 toneladas, la cual representa un 1.8% de la producciéon mundial. Chile
(41.4%) y Ecuador (18.3%) son los de mayor produccién, seguidos por México
(13.8%), Colombia (7.3%), Brasil (6.1%), Cuba (4.2%) y Costa Rica (1.4%)
(Martinez y Pedini 1997).

Ingentes esfuerzos encaminados al tratamiento de estos desechos son cada vez
mas promisorios. La técnica de ensilado, presenta muchas ventajas que aportan a
la alimentacién animal y conservacion del ambiente al no usar energia proveniente
de combustibles en su procesado. Desde el punto de vista nutricional, sus
caracteristicas son bastante aceptables para dietas animales, aunque existen
incontables estudios sobre este tema, aln faltan trabajos enfocados hacia los
aspectos tecnolégicos derivados de la inclusion de este producto en la formulacion
de dietas que permitan convencer a los productores de las innumerables ventajas
que presenta este producto.



2. Antecedentes.

2.1. La pesca en el mundo y en México.

La pesca constituye la mayor riqueza de los océanos. En el afio 1996, mas del 60
% de la pesca mundial procedia de aguas del Pacifico. Cada afno, mas de 27
millones de toneladas de peces y otros organismos marinos, casi un tercio de las
capturas mundiales, acaban en las redes de las flotas pesqueras como capturas
acompanantes y, en su mayor parte, son arrojados nuevamente al mar, ya
muertos o moribundos. A menudo, las capturas acompaiantes son el resultado de
artes o técnicas de pesca poco selectivas (Maproon, 2004).

México cuenta con un amplio potencial pesquero en sus costas territoriales y
mantos de agua dulce, por lo que es importante estudiar en forma sistematica, la
posibilidad de aprovechar este importante recurso nacional, en forma semejante a
la de paises como Japén y Estados Unidos de Norteamérica, para desarrollar
tecnologias que permitan la industrializacion del pescado, con lo que se pueden
abrir nuevas expectativas comerciales a especies abundantes, fauna de
acompanamiento del camarén, desechos de industrializacion y aquellas que tienen
baja comercializacion.

En 1990, la acuacultura en México produjo 73,766 Ton de mojarra y 22,504 Ton
de carpa, ambas con un valor de $2.52 por kg (precio directo a Pescadores)
(SEPESCA, 1892).

Otro recurso desaprovechado, lo constituye la fauna de acompanamiento del
camaron (FAC). Estos peces son llevados a bordo y mueren en cubierta durante la
seleccion del camardn, y casi en su totalidad son regresados al mar por no
disponer de capacidad de bodega, equipo o personal para manejarlos. Ademas
no existe un mercado capaz de aprovechar el volumen capturado, ni la demanda
comercial que permita un precio tal que motive a los pescadores a llevar el

producto a puerto.

Grande y Diaz en 1981, hacen una revisién de los trabajos realizados en México
respecto a la FAC, encontrando que la composicion porcentual de las especies
que la integran varia en funcién del area de pesca, la profundidad, la época del



ano e incluso del tipo y de las caracteristicas de la embarcacion. Observaron
también que la FAC esta compuesta de un 60% de pescado y el resto por
crustaceos, moluscos y equinodermos. El peso y la talla promedio de las especies
de pescado, fueron de 60 gramos y 15 cm de longitud respectivamente. La
relacion en promedio de captura de camarén con la FAC estimada para el litoral
del Pacifico fue de (1:9.2) y de (1:3) para el Golfo de México. El Cuadro 1, resume
las principales especies capturadas durante los afios 2002 y 2003:

Cuadro 1. Capturas en toneladas métricas

Especies 2002 2003
Atin y similares 974426 1128553
Camaroén 467047 504131
Carpa 176234 171587
Cazon y tiburén 157810 170374
Lisa 52023 50211
Mero 79104 69044
Mojarra 414338 412079
Ostién 332461 337614
Sardinas 1276957 1404720
Sierra 67338 73474

SAGARPA, 2004
El Cuadro 2, presenta valores correspondientes al consumo humano directo parale
periodo 2002-2003.

Cuadro 2.Consumo humano directo toneladas métricas

Especies 2002 2003
Atian y similares 162631 193320
Camarén 999887 103305
Carpa 27017 31208
Cazon y tiburon 24559 20119
Lisa 8422 9751
Mero 1771 13833
Mojarra 63078 69591
Ostion 50881 54315
Sardinas 183293 185209
Sierra 11100 12828

SAGARPA, 2004



De acuerdo con las estadisticas de la SEPESCA (1992), en el afio de 1990 se
capturaron en el Golfo de México 24,076 toneladas de camaron y en el Litoral del
Pacifico 50,728 toneladas. Si se multiplican estos valores de captura, por los
valores de la relacion existente entre este crustaceo y la FAC reportada por
Grande y Diaz (1981), se tiene que se desperdiciaron 72,228 y 466,698 Ton de
FAC respectivamente, para hacer un total de 538,926 toneladas. Contrario a estos
valores estimados, oficialmente sélo se capturaron 2,449 toneladas de FAC, con
un precio de playa (directo de los pescadores) de § 0.12 por kg (SEPESCA, 1992).
Puesto que se estima que alrededor del 60% de la FAC es pescado, se tendria un
peso de 323,355 Ton, cuyo rendimiento a pulpa es del 35% (Grande y Diaz,
1981), que equivale a 113,174 Ton. Si esto se transforma a proteina, la cual se
estima en un 17%, en 1990 se desperdiciaron 19,239 toneladas de proteina
animal de alto valor nutricional y buenas propiedades funcionales, mientras que
para los afios 2002 y 2003 esta fue de 555224.84 toneladas y 598670.82
toneladas respectivamente, Cuadro 3, SAGARPA, (2004).

Cuadro 3.Toneladas de proteina* no aprovechado.

Especies 2002 2003
% %
Atin y similares 133946.18 154313.45
Camaron 60564.90 66136.29
Carpa 24620.81 23162.54
Cazony tiburon 21986.42 24792.08
Lisa 7194.17  6675.90
Mero 12759.95 9109.82
Mojarra 57957.90 56510.52
Ostion 46460.70 46744.34
Sardinas 180454.56 201219.32
Sierra 9279.27 10006.59
TOTAL 555224.84 598670.82

*Obtenido con un porcentaje de proteinas promedio de 17%



Sin embargo, la FAC no es la tnica forma de capturar especies marinas en gran
escala, tambien esta la pesca de escama por redes de arrastre, que opera en
forma similar a la de la captura del camarén y que podria ser una forma de utilizar
especies que actualmente no tienen valor comercial.

De acuerdo con Fernandez y cols, (1996), otras especies presentes en el Golfo de
México incluyen: Serrano, mojarra plateada, lenguado, jiniguaro (especies de
carne blanca); ronco, chivete, ratén, voraz, chile (carne rosada); lacha, horqueta,
boca de novia (carne obscura). Ademas se tiene: anchoa, charrito, ojon, picuda,
palometa, sardina espafnola, macarela del atlantico, mojarra plateada, garrubata,
pez pluma, espina larga, azulejo, pez barbén, sardina escamuda, pargo, mero,
sierra y peto. Todas ellas con precio comercial bajo en funcién de la oferta y la
demanda. Obviamente el nimero y volumen de especies subutilizada varia entre

regiones, estados y litorales pesqueros del Océano Pacifico y el Golfo de México.

2.2. Composicion quimica del pescado.

Como toda carne, al ser un alimento completo, presenta: proteinas y lipidos de
gran calidad, minerales y vitaminas en pequefias cantidades, su contenido en
carbohidratos es muy bajo, casi despreciable.

Los productos marinos son una buena fuente de minerales, calcio, hierro y
fosforo, y de algunos elementos traza. La concentracién de calcio y fosforo
dependera de la cantidad de estos elementos presente en el agua, fuentes de
alimentacion, edad, tamafo, madure y otros factores (Petersen y Johnson, 1980).
El lodo es otro de los elementos presentes en una importante cantidad en las
especies marinas (FAO, 1975).

Los tipos de grasas mas abundantes son las que contienen acidos grasos
insaturados, destacandose la serie omega-3, de acuerdo con el contenido de .
grasas, los peces se dividen en: pescados magros, con un contenido de grasa de
0-2%, semigrasos, con un 2-6%, y grasos, con mas de 6% de materia grasa. El
agua es el componente mayor, la proporcion en la que se encuentra varia de 64-
81% del peso total, a éste le siguen las proteinas con un 17-25%, seguido de las



grasas las cuales varian dependiendo de la especie. Los peces contienen
vitaminas del complejo B, que incluyen tiamina, riboflavina, niacina, vitamina (Bs)
piridoxina y cianocobalamina (B42), asi como también vitaminas oleosolubles como
el caso de la vitamina A para la cual se ha estudiado ampliamente su
distribucion (Lalanne, 1971).

2.3. Produccion de ensilado de pescado.

El ensilado de pescado puede definirse como un producto semi-liquido, obtenido a
partir de la totalidad del pescado entero o partes del mismo. Este estado se
alcanza por efecto de las enzimas proteoliticas contenidas en el mismo pescado.
Las enzimas presentan su mayor actividad cuando el pH se reduce a valores
cercanos a 4, por efecto de la produccién o la adicion de acidos. A este pH se
impide ademas la descomposicién del producto, ya que se reduce la actividad
bacteriana (Gilberg, 1977).

Es un proceso sencillo que consiste en la molienda o trituracién del pescado o
residuos de éstos y la posterior incorporacién de acidos en concentraciones
determinadas (ensilaje quimico), o mediante la fermentacién lactica de un sustrato
de carbohidratos que se les afiade (ensilaje biolégico). Las enzimas ya presentes
en la masa del pescado son capaces de efectuar el desdoblamiento de las
proteinas y las grasas hasta obtener un liquido semi-viscoso.

Las etapas del método son las mismas tanto a escala de laboratorio, planta piloto
o industrial.

2.3.1. Preparacion del ensilado.

Para la utilizacién de cualquier fuente de desperdicios o peces, se han empleados
diferentes tipos de acidos, tanto organicos como inorganicos, de entre los mas
usados esta el acido sulftrico, seguidos por el clorhidrico, férmico y propiénico,
sobre el empleo de un acido organico o un inorganico, las ventajas que presenta el '
uso de acidos organicos es que antes de preparar el alimento, estos ensilados
obtenidos no necesitan de neutralizacion, puesto que el pH que poseen no es

muy bajo. La gran desventaja de los acidos organicos es su costo, pues resulta



mas barato emplear un acido inorganico y el proceso de hidrolisis se realiza sin

inconvenientes (Love, 1970).

Se ha encontrado que de acuerdo a los resultados del proceso del ensilaje
biolégico, pareciera que dicho proceso se puede dividir en dos fases distintas,
pero que se complementan. Una correspondiente a la hidrélisis o licuefaccion, la
cual esta gobernada por las enzimas proteoliticas y la otra correspondiente a la
acidificacion y reduccién del pH, la cual esta gobernada por la accion de los
microorganismos acido-lacticos. Es posible acelerar uno de las dos fases, sin
alterar drasticamente el otro (Bello y Brito, 1995).

Estudiando el proceso de elaboracion del ensilado y su comportamiento durante el
almacenamiento a temperatura ambiente durante 150 dias, (Bello y col. 1993), a
través de indices fisico-quimicos y microbiologicos, se observaron que durante los
primeros cinco dias hay una disminucién drastica del pH, de valores de 6 hasta
aproximadamente 4. Este valor se mantiene estable por todo del periodo de
almacenamiento. Dicho valor de pH, refleja la fase o fendmeno de acidificacién por

parte de los microorganismos cuando los ensilajes son del tipo biolégico.

Se sabe que el pH es uno de los indices de mayor importancia que debe ser
controlado durante todo el proceso y almacenamiento del ensilado biolégico de
pescado, ya que refleja el desarrollo del proceso, la calidad del ensilado y
manifiesta cualquier cambio que pueda afectar el producto. Adicionalmente el pH
se puede medir muy facil y rapidamente, inclusive fuera del establecimiento de

produccion.

En ensilados biolégicos, paralelamente a la disminucion del pH se observa el
incremento rapido en los valores de acido lactico, el cual se sigue produciendo
lentamente por 60 dias aproximadamente, hasta mantenerse estable.
Posiblemente esto se debe a un mecanismo de autocontrol, donde se establece la
disponibilidad de continuar produciéndose acido cuando el pH aumente por
incremento de compuestos nitrogenados, producto del crecimiento o desarrollo de
organismos distintos a los acido-lacticos (Bello y col, 1993).



En otras palabras, existe un sistema de autocontrol cuando se generan bases
volatiles o compuestos nitrogenados que incrementen el pH, se inicia la
produccién de acido por parte de los microorganismos, hasta que la cantidad de
acido en el medio sea suficiente para reducir el pH a niveles cercanos a 4 y
detener o controlar el crecimiento de las bacterias y por ende la produccion de

acido lactico.

En cuanto a la otra fase o fenémeno de hidrélisis del ensilado, puede medirse o
evaluarse a través del nitrégeno no-proteinico, la licuefaccion o la consistencia.
Estas determinaciones muestran un aumento de la hidrélisis proteinica progresiva

y rapidamente al inicio del proceso, haciéndose mas lenta hasta los 60 dias.

Aunque ambas fases parecieran estar separados o ser independientes, presentan
una relacién estrecha. A medida que la hidrolisis proteinica progresa, se producen
compuestos nitrogenados como péptidos, aminoacidos, aminas, amonio y otros
compuestos de bajo peso molecular, los cuales perturban la capacidad
amortiguadora del producto, incrementandose los valores de pH, lo cual conduce a
que las bacterias acido-lacticas comiencen a producir acido y reducir nuevamente
el pH a su valor inicial (Lindgren y Pleaje, 1983).

La frescura inicial del pescado juega un importante rol en la velocidad de
reduccién del pH inicial. Esto se debe a que se establece un mecanismo de
competencia entre las bacterias lacticas y los microorganismos iniciadores de la
descomposicion. A mayor carga microbiana inicial de organismos que participan
en el deterioro del pescado fresco, mayor sera la cantidad de bacterias lacticas
que se deben inocular para asegurar un adecuado proceso. Igualmente cuando
se utilizan las visceras del pescado en la elaboracion del ensilado, se esta
favoreciendo el fenémeno de hidrélisis, por la presencia de mayor cantidad de
enzimas contenidas en las visceras, pero paralelamente se esta afadiendo una.
fuerte carga de microorganismos que es necesario inhibir rapidamente. En
consecuencia es recomendable la utilizacion de pescados frescos y con visceras
para favorecer la velocidad del proceso de ensilaje.



2.3.2. Composicion del ensilado.

Siendo que el ensilado proviene de peces, el principal componente de interés son
las proteinas, que al estar constituidas por aminoacidos seran las que sufran un
considerable deterioro de su calidad nutrimental al ser sometidos a este proceso

de conservacion.

El musculo ademas de proteinas, contiene compuestos constituidos de nitrégeno
no proteico (NNP). La sangre de los peces posee una alta concentracién de urea y
6xido de trimetilamina (OTMA). Estas substancias en la sangre los ayuda a
mantener los fluidos del cuerpo en equilibrio con el agua de mar. El OTMA, actua
como aceptor terminal de electrones y es reducido por la accion bacteriana
produciendo trimetilamina, responsable del mal olor en productos marinos, (Zuberi
y cols, 1992).

Generalmente el contenido de proteinas es de alrededor del 13- 17% en los
ensilados son del tipo quimico, considerados como base hiumeda y de 55-63%
expresados como base seca. Frecuentemente las vitaminas presentes en los

ensilados son: riboflavina, tiamina, vitamina B12 y acido nicotinico principalmente.

Nutricionalmente vistos, los ensilados quimicos provenientes de peces marinos
presentan un perfil de aminoacidos elevado, se ha visto que no hay grandes
variaciones entre los diferentes tipos de ensilados preparados (Gilberg y Raa,
1982).

En los ensilados de origen biolégico o fermentados, el numero de
microorganismos aumenta debido a la presencia de bacterias de origen lactico
que han sido inoculadas y se desarrollan durante el proceso (Zuberi y cols, 1992),
lo que no ocurre en los ensilados acidos de pescado.

2.4, Cambios quimicos en el ensilado.

Al ser una técnica de preservacion, un sinnimero de cambios quimicos ocurren
durante este periodo ya sea antes, durante o después de ser sometido a procesos
de secado.



Este material procesado presenta, buenas caracteristicas para alimentacion de
cerdos (Green, 1984).

La materia prima utilizada cominmente presenta valores de pH entre 6.7-6.1, con
una tendencia a disminuir en funcion del tiempo, una vez acondicionado hasta el
pH necesario para su conservacion entre 2 y 4 el producto obtenido es
conservado, ya sea via quimica o biologica, siendo un factor de vital importancia
que debe monitorearse, pues de él dependera la viabilidad del proceso a fin de no
permitir el desarrollo de microorganismos patégenos.

Durante este proceso de acondicionamiento del pH se liberan compuestos
volatiles nitrogenados o bases volatiles nitrogenadas (BVN), que pueden ser
eliminados por accion del calor (Daepkevicius y cols, 2000), una vez estabilizado
el pH, la cantidad de BVN tienden a disminuir puesto que los acidos presentes
inhiben la proliferacion de agentes contaminantes o no deseados.

Aumentos del pH, producen un aumento de las BVN, y adicionalmente una
disminucion en el contenido total de materia seca.

El contenido total de cenizas permanece constante al final del proceso para
cuando son ensilados de origen biolégico, mientras que para el de origen quimico
éstas se incrementan ligeramente si son preparados con acidos inorganicos
(Amarouch y cols, 1998).

El contenido visceral de los peces, es muy buena fuente de vitaminas y aceites,
también contiene una variedad de enzimas como la pepsina cuyo pH optimo es
entre 2-4, sumado a esto, la presencia de lipasas que incrementa la formacién de
acidos grasos libres. En el intestino de los peces, hay presencia de vesiculas que
contiene sangre y esta hemoglobina, autores como Hui, 1992, consideran que esto

contribuye a la oxidacion de los lipidos por la accion del hierro via radicales libres.

2.4.1. Cambios quimicos en el contenido proteinico.

Los cambios autoliticos de las proteinas, son debidos a la accion de pepsinas y
catepsinas (enzimas proteoliticas que se encuentran localizadas en los
lisosomas). Estas producen la degradacién (hidrélisis) de la proteina a péptidos y
a aminoacidos. Uno de los mayores cambios y mas facilmente palpables es el
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cambio de consistencia del producto al inicio del proceso, pues debido a la
presencia de &cido, el complejo enzimatico presente en el medio empieza a
trabajar y a producir la hidrolisis, ocasionando la liberacién de nitrégeno a partir de
péptidos y proteinas, asi como también la liberacién de BVN por parte de los
microorganismos presentes, los cuales al transcurrir el tiempo del proceso

disminuiran y por ende las BVN también.

La hidrolisis del proceso produce una separacion de fases (Raa y Gilberg, 1982),
entre ellas se distinguen bien una lipidica, una hidrosoluble con muy poca grasa y
alta cantidad de proteina y un sedimento insoluble en el que hay proteina y lipidos.
Entre las dos fracciones proteinicas contenidas hay una marcada diferencia en
cuanto a su composicion puesto que en la parte insoluble hay una mayor cantidad
de aminoacidos como cisteina, tirosina y fenilalanina, mientras que la soluble

posee una mayor cantidad de hidroxiprolina.

Stone y cols. (1989), prepararon ensilados elaborados a partir de visceras y
cabezas del bacalao blanco (Gadus merlangus), durante este procesado
estudiaron la capacidad de las distintas enzimas presentes con diferente grado
de acidificacion, observando que en un periodo de 7 dias y a un pH = 4, el
porcentaje de aminoacidos libres aumenté hasta un 70% (del nitrégeno total),

mientras que a un pH = 2 la hidrélisis fue mas limitada.

Cuando se elaboré un ensilado de bacalao blanco para dietas de truchas arco iris
(Stone y cols, 1989), se observo que al inicio del proceso se liberaron rapidamente
aminoacidos esenciales y no asi los no esenciales, también se lleg6 a establecer
una relacion entre aminoacidos esenciales/no esenciales de 1.38 durante la
hidrolisis y de 0.78 para el inicio del proceso.

El aumento de la concentracion de aminoacidos libres en el musculo, constituye
un medio adecuado para el crecimiento microbiano. Por accién enzimatica-
producida por estas bacterias se degradan los aminoacidos, descarboxilando o
desaminando, originando de esta manera, diferentes aminas biogénicas que se

acumulan o entran en proceso de putrefaccion (Beutling, 1992).



En los ensilados de tipo bioldgico se encuentra que debido a la presencia de
microorganismos diversos a mas de los acidolacticos, hay una marcada
produccion de productos no deseados. A modo de ejemplo (Cuadro 4), hay 6
compuestos principales finales provenientes de la degradacion de los aminoacidos
mencionados:

Cuadro 4. Productos de la descomposicion de aminoacidos en aminas.
AMINOACIDO PRODUCTO FINAL

Arginina Amoniaco
Histidina Histamina
Lisina Cadaverina
Glutamina Putrescina
Ornitina Putrescina
Tirosina Tiramina

Haar y cols, 1985

Estos productos (aminas), por su toxicidad constituyen un riesgo potencial, puesto
que danan la calidad del producto y disminuyen el crecimiento de los animales
alimentados con productos elaborados a partir de estos ensilados. Los dafos
producidos se traduciran en trastornos digestivos, neurologicos y cutaneos (Taylor,
1986).

Gilberg y Raa (1982) reportan que hay un deterioro de las proteinas en los
ensilados preservados quimicamente, el periodo de evaluacion fue de 220 dias, la
temperatura de almacenamiento fue de 27 °C, esa pérdida correspondié a
amoniaco liberado. También encontraron que la cantidad de histidina presente en
muestras de peces producian perdida de proteina por formacion de histamina, de

esto se dedujo que era debido a la calidad fisicoquimica del material empleado.

Algunos cambios en la composicion de los aminoacidos han sido reportados,
como es la disminucion de algunos de ellos, particularmente se debe al secado del
producto final, y aminoacidos como lisina, triptéfano y cistina se encuentran
afectados.



En otro estudio, Machin y cols. (1990), manifiestan que al adicionar un
antioxidante a los ensilados preparados, las pérdidas de triptéfano en medio acido
son muy bajas, y que incluso no llegan a cambiar durante el tiempo de

almacenamiento (240 dias), en comparacioén con los que no tenian antioxidante.

En el pescado de mar existe el 6xido de trimetilamina (compuesto que tiene
funcion osmoreguladora) que por reduccion bacteriana, pasa a trimetilamina y
luego por accién enzimatica (no necesariamente bacteriana), se reduce a
dimetilamina, monometilamina y amoniaco. Todos estos compuestos son volatiles
y se les conoce como Bases Nitrogenadas Volatiles Totales (BNVT), y su
determinacion en una muestra analizada, indica la frescura de la misma, cuanto

mas fresco esté el producto mas bajos seran los valores de BNVT.

A fin de evitar la disminucion del valor nutricio de las proteinas por la liberacion de
amoniaco en el tracto digestivo de rumiantes (Haar y cols, 1985), y considerando
que los microorganismos alli presentes tienen una baja eficiencia para capturarlo,
se han realizado ensayos en los que se incluye ciertas concentraciones de
formaldehido, demostrandose que los niveles de proteina soluble eran elevados
cuando éste no era incluido en la elaboracion. Al realizar una evaluacién de la
produccién de amoniaco in vifro usando liquido ruminal, se encontré que la
produccién de amoniaco era disminuida por la adicion de formaldehido. En la
practica el empleo de formaldehido para elaborar ensilado mejoré la utilizacion de
amoniaco por parte de las bacterias del rumen.

Durante doce meses de monitoreo a un ensilado de macarelas (Machin y cols,
1990), encontraron que al disminuir la cantidad de nitrégeno amidico, los niveles
de nitrogeno amoniacal se incrementan. Por su lado Backhoff (1976) publicé igual
resultado y en un reporte posterior elaborado por Gilberg y Raa (1982) se confirma
este hecho. Haaland y Njaa (1989), al referirse a la disminucién del nitrégeno
amidico y al aumento del nitrdgeno amoniacal, sugieren que el nitrégeno amidico*
de la glicina estd mas involucrado en este proceso de desaminacién que el
nitrogeno del acido aspartico.



2.4.2. Cambios quimicos en el contenido lipidico.

Los acidos grasos del contenido lipidico de los peces, cambian marcadamente
durante el proceso hidrolitico. Esos cambios estan asociados con los acidos
grasos insaturados como eran de esperarse.

Durante este proceso, se monitorean los cambios oxidativos, como un indicador
durante el procesado y almacenamiento para determinar la presencia de
malonaldehido. La produccién de malonaldehido sigue la misma ruta de la
peroxidacion, durante un periodo de tres dias este tiende a aumentar para luego
disminuir y estabilizarse.

Machin y cols. (1990), en un trabajo que consisti6 en monitorear los cambios
quimicos de los lipidos incluidos en alimentos para pollos de engorda, encuentran
que hay una reduccion considerable de los acidos grasos insaturados, C18:3,
C18:4, C20:4, C20:5, C22:5 y C22:6 para los alimentos elaborados con ensilado
proveniente de peces de alto contenido graso en relaciéon con los producidos a
partir de ensilado de peces de bajo contenido graso; ademas, encontraron que la
adicion de antioxidante parece no afectar el nivel de malonaldehido, llegando a la
conclusion de que los acidos grasos esenciales: acido linolénico (C18:3) y
araquidonico (C20:4), son considerados como nutrientes limitantes en las dietas,
por lo que en los ensayos realizados con pollos de engorda se debié suplir con un
1% de acido linolénico de fuente vegetal.

La pérdida de acidos grasos esenciales y sus futuras consecuencias por la
oxidacion, ya fue documentada por Barlow y Pike (1977), los cuales afirman que
hay problemas de palatabilidad y que los productos derivados de la peroxidacién
influyen en el consumo del alimento por los animales en los que se realizd el
ensayo.

La oxidacion de las grasas provoca efectos adversos en la palatabilidad y valores
nutrimentales de los alimentos, ademas de causar dafos en las proteinas y las
vitaminas, lo que se traducira en aumento de las cantidades de vitaminas a
anadir, tal como lo manifiesta Carpenter y cols. (1963).

Claramente la oxidacion de las grasas en los alimentos preparados, contribuye a

una baja en la calidad de los alimentos preparados.



Haar y cols (1985), hicieron la evaluacion de ensilados de pescados considerados
como grasos Yy sugirieron su uso para dietas de peces, pues es una fuente
bastante buena de energia metabolizable.

Numerosos trabajos enfocados a preservar la calidad de las grasas contenidas en
las dietas para animales, utilizan antioxidantes, entre los preferidos estan el Butil-
hidroxi-tolueno (BHT), Butil-hidroxi-anisol(BHA), Terbutilhidroxiquinona (TBHQ) y
Etoxiquin, empleados para evitar o disminuir el grado de oxidacién de las grasas
presentes y han dado buenos resultados, sin embargo muchas veces la carne del
animal se impregna de sabores no deseados. Como una medida de prevencion
para evitar el rechazo del consumidor, se limita la inclusion de aceite de pescado
en los alimento proporcionados en la dltima etapa de la alimentacion, antes del
sacrificio (Haar y cols. 1985).

2.5. El ensilado en la alimentaciéon animal.

En estudios realizados con ensilados en la alimentacién animal usando cerdos
(Ottati y Bello, 1990 a,b), pollos y rumiantes (Guevara y cols. 1991), se reporta lo

siguiente:

En el caso de los cerdos, se realizaron estudios en las etapas de crecimiento y
engorde. Los resultados, indican que en los cerdos en la etapa de crecimiento la
mejor respuesta biolégica se obtiene con la dieta con 5 % de inclusion de ensilado
de pescado, mientras que en los cerdos en la etapa de engorde, la mejor
respuesta fue con las dietas comercial y testigo. Adicionalmente los autores
indican que la inclusién de ensilado en la dieta reduce el tiempo requerido por los
cerdos en alcanzar el peso comercial, lo cual representa una ventaja en el costo
de manutencion de los animales.

Para trabajos realizados en pollos de engorde por Guevara y cols. (1991), los
resultados obtenidos indicaron que no existen diferencias significativas entre los
incrementos de peso desarrollado por las aves alimentadas con los diferentes
tratamientos, sin embargo se observé que el mejor indice de conversiéon lo
presento la dieta con 5.0% de ensilado de pescado.




Los estudios realizados con 30 becerros durante 90 dias, alimentados con una
dieta complementaria de 2 kg. diario, a base de harina de soya, harina de maiz,
sal y minerales suplementada con ensilado bioldégico de pescado (0, 100, 200 y
300 g como materia seca por dia), indicaron un incremento en peso vivo mayor en
los animales suplementados con 100 g de ensilado por dia. A pesar de estos

resultados se hace necesario ampliar los estudios en rumiantes.

En trabajos realizados en Brasil (Leéis, 1993), se usé el ensilado para alimentar
peces. Los experimentos de crecimiento fueron realizados con alevines de
tambaqui (Colossoma macroponum), el ensilado fue incorporado en la racion
experimental en la proporcion de 57%, en substitucién de la harina de carne y
harina de pescado de la racién control.

El aumento del peso corporal de los alevines fue progresivo, ocurriendo lo mismo
con ei tamario. Después de 90 dias de experimentacién, el analisis de varianza
mostré que no hubo diferencia significativa (P>0.05) entre los tratamientos. La
ganancia media diaria fue de 0.51 g /d para el tratamiento con ensilado y 0.53 g /d

para el tratamiento control.

Los valores calculados de la tasa de eficiencia proteica (PER) de la racién
experimental, basados en las ecuaciones de Alsmeyer y cols. (1974), utilizando
contenidos de leucina, prolina y tirosina fueron inferiores en la racién experimental,
comparado con la racién patron.

Comparando los datos obtenidos de peso y tamafio con los de las raciones control
de otros autores y con la misma especie de camarén, efectuados en el mismo
laboratorio, Alves (1990) usando como racién control una dieta de la marca
PURINA MR 25, demostrd que la racion experimental, con base en ensilado
biolOg'ico de pescado, produjo resultados semejantes. Considerando las
dificultades inherentes al tipo de experimentacion, mas investigaciones deberan
ser realizadas, incluyendo la sistematica en los ensayos y el control de los factores
extrinsecos.



En dietas de salménidos, es posible utilizar el ensilado hasta con un 20% de
lipidos (base seca) pues crecen mejor con raciones de alto contenido energético,
ya que el proceso de extraccion del aceite encarece la produccion. Para proteger
los aceites fue agregado al ensilado un antioxidante (etoxiquinona) y no mostré
signos de pérdidas nutricionales en un periodo de 24 semanas de la evaluacion,
solo se observo en el ensilado producido una pérdida del 60% del triptofano inicial;
no obstante el nivel cumple los requisitos de los contenidos minimos de las dietas

de los salménidos (Jackson y cols. 1984).

Cuando son correctamente elaborados los ensilados, éstos son productos inocuos
en los cuales no se han detectado hasta el presente microorganismos patégenos,
ni efectos perjudiciales por causa alguna en los animales en los que se han
experimentado (FAO, 1990).

2.6. Alimentacion en las aves.

A continuacion se presentan algunos aspectos de orden general que forman parte
de la producciéon avicola, tomada en cuenta como una via alternativa del
aprovechamiento del producto bajo estudio.

2.6.1. Aspectos generales de la alimentacion de las aves.

La alimentacion de las aves constituye uno de los aspectos mas importantes dentro
de la explotacion avicola. Dentro de los ingredientes constituyentes de las
raciones, para estas especies, estdn maiz, sorgo, aceites y grasas como fuente de
energia, y la soya como componente proteinico. Desde el punto de vista
econémico, la alimentacion representa entre el 60 y el 70% de los costos de
produccion de un kg. de carne (Pré y Avila, 1995).

Por tal motivo en produccion avicola, los productores deben de tener presente que
la calidad del alimento empleado debera cubrir las necesidades nutricionales de las;
aves de acuerdo con su estado fisiolégico, pues de ello dependera que su potencial

genético se exprese.



2.7. Composicion quimica de los alimentos para aves.

Las fuentes alimenticias empleadas en produccion avicola, ya sean materias
primas de origen animal o vegetal o subproductos derivados de ellas, deben de
cumplir con los requerimientos minimos necesarios para la realizacion de sus
funciones de mantenimiento y produccion de carne y huevo. Estas fuentes deberan
proporcionar proteinas, carbohidratos, grasas, vitaminas y minerales, asi como
también pigmentos que son necesarios para dar color a la piel y yema del huevo,

que en caso de no poseerlas se adicionaran como aditivos, (French, 1987).

2.8. Formulacién.

En la formulacién de un alimento balanceado para cualquier especie animal se
utilizan cuatro tipos de ingredientes (Avila, 1992):

1. Fuentes de energia

2. Fuentes de proteina

3. Fuentes de vitaminas y minerales

4. Aditivos no nutricionales

La inclusién de estos ingredientes en la formula dependera de los siguientes

factores:

2.8.1. Disponibilidad.

El uso de una materia prima depende principalmente de su disponibilidad en el
mercado, en la fabrica de alimento, de la facilidad para su adquisicion y de la
capacidad de almacenaje. Muchas veces la poca disponibilidad de una materia
prima en el mercado, dificulta la formulacién adecuada de un alimento y como
resultado los rendimientos productivos de los animales pueden verse afectados.

El cambio frecuente de un ingrediente en un alimento balanceado, es uno de los
principales factores negativos que pueden afectar la producciéon animal (French,
1987).



2.8.2. Composicion nutricional.

La proporcion deseada de inclusién de un nutrimento en el alimento, influye en la
proporcion en que una materia prima sera incluida en un alimento balanceado.
Existen también, limitaciones nutricionales, ya sea por carencia o por exceso que
permiten el uso de una menor o mayor proporcion de algun ingrediente en la dieta
final. De igual forma, existe el efecto de complementacion en el cual dos o0 mas
ingredientes se combinan para satisfacer el requerimiento de la especie. Dos
ejemplos comunes son las diferentes fuentes de proteina, la combinacién con
aminoacidos sintéticos, también los cereales con las grasas y/o aceites son una
complementacion.

Tambien existen ingredientes, que por su composicion deben ser puestos en
cantidad fija para satisfacer el requerimiento en particular. Un ejemplo de esto son
las premezclas de vitaminas y minerales traza.

2.8.3. Restricciones por la naturaleza propia del ingrediente.

En ocasiones la proporcidn en que un ingrediente puede ser incluido en un
alimento terminado, se ve afectado por algunas restricciones nutricionales
presentes en él. Estas restricciones pueden ser de dos tipos, quimicas y/o fisicas.
Las restricciones quimicas estan basadas en excesos o deficiencias de un
determinado nutriente, o por la presencia de una sustancia téxica en su
composicion.

La presencia de toxicos en algunas fuentes de alimentacién de origen vegetal y
que no son eliminados por efecto del procesamiento, también limita el nivel de una
materia prima en la formulacién de un alimento. Dos ejemplos comunes son la
presencia de gosipol en la harina de pasta de algodén y los goitrégenos en la
colza. Las restricciones fisicas que mas afectan la incorporacion de un ingrediente
en un alimento balanceado son la voluminosidad y el tamafno de particula. Un
ingrediente muy voluminoso, afecta el mezclado del alimento, asi como el
consumo de éste por parte de los animales, tal es el caso de algunas cascarillas
de subproductos agroindustriales. Con relacion al tamafio de la particula, éste

también afecta el mezclado con otros ingredientes.
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El estado liquido de un ingrediente limita su incorporacion en el alimento final, al
afectar el mezclado y la consistencia de la dieta. Un ejemplo de esto lo es la
utilizacién de niveles altos de melaza (15 %) o de aceites (8 %) quienes producen
problemas de mezclado y de compactacion.

2.9. Materias prima y factor econémico.

El costo de los ingredientes afecta indirectamente, su incorporacion en una dieta.
Como los programas de formulacién de raciones involucran el sistema de minimo
costo, el programa usara o eliminara aquellos ingredientes de mas alto costo ya
que asi ha sido disefiado. Es importante considerar que en la seleccion del nivel
de inclusién de un ingrediente, no se considera solamente el precio por unidad de
producto, sino también el costo por unidad de nutrimento.

Para el caso del pescado sierra, por su abundancia se agrupa dentro de los peces
de acompanamiento, esta es una buena fuente de nutrientes, (Peralta, 2003;
Elechiguerra, 2003) y facil adquisicion, que permite ser incorporado a Ila
formulacion de dietas para aves con fines de complementacién con otros
ingredientes como cereales o leguminosas.

El sorgo bajo en taninos o dulce, es un ingrediente abundante y actualmente es
incluido en dietas para animales sustituyendo total o parcialmente al maiz, unido a
esto su calidad nutrimental es parecida entre ellos, los grandes volimenes
cultivados hacen que econémicamente el sorgo presente muchas ventajas ya que
alcanza precios bajos y su uso es mas restringido hacia la produccion animal por
muchos factores, entre ellos por la alta demanda de maiz para alimentacion
humana (FAO, 1995). El maiz es deficiente en lisina, asi como también en
aminoacidos azufrados que pueden ser suplidos con la mezcla de ingredientes ya
sea de origen animal, vegetal o sintético en dietas para esta especie.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general:

e Desarrollar un ensilado de la sierra (Scomberomorus maculatus) y evaluar
su calidad nutricional a través de métodos analiticos quimicos y biolégicos.

3.2. Objetivos especificos:

e Comparar las caracteristicas fisicoquimicas y analisis proximal del ensilado
de pescado sierra y la mezcla con sorgo obtenida.

e Evaluar los cambios fisicoquimicos que se presenta durante el desarrollo
del proceso del ensilado.

« Establecer por métodos microbiolégicos la calidad del ensilado.

» . Determinar por métodos quimicos la calidad nutricional del ensilado.

¢ Conocer el perfil de aminoacidos del pescado sierra, del ensilado y de la
mezcla de ensilado con sorgo.

e Realizar una evaluacion nutricional del ensilado.
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4. Materiales y métodos.

4.1. Materia prima.
La especie seleccionada fue la sierra (Scomberomorus maculatus), utilizandose
entera para la produccion del ensilado
El pescado fue adquirido en la central de abastos de la ciudad de México, cabe
mencionar que dicha muestra fue capturada en aguas del Golfo de México y
mantenida en hielo hasta su venta.
El estudio del proceso de elaboraciéon del ensilado se llevo acabo en dos etapas
(diagramas 1y 2):
1. Etapa
¢ Analisis de la composicién quimica de la materia prima.
« Elaboracién del ensilaje al nivel de laboratorio.
e Caracterizacion del ensilado.
2. Etapa

Establecer una metodologia de obtencién del ensilado.

Elaboracion del ensilado a nivel piloto.

Mezclado con sorgo, secado y formulacion.
o Evaluacién de la calidad nutricional por métodos quimicos,
microbiolégicos y prueba biolégica con pollos de engorda.

4.1.2. Analisis quimico para la materia prima y el ensilado.

Se realizo el analisis proximal del pescado y del homogeneizado siguiendo las
técnicas de la AOAC, (1990) para:

Humedad, proteina, grasa y ceniza

4.1.3. Nitrogeno no proteinico (NNP).
El detalle de la técnica se resume en el Anexo 1.
Esta metodologia es propuesta por Lo y cols. (1993), y permite conocer la

evolucién de la hidrolisis del contenido proteinico expresado como porcentaje de

23



nitrogeno no proteinico (NNP) del contenido total de nitrégeno, su determinacion
se lleva a cabo durante los dias 0, 1, 7, 14, 21, 40 y 60, y se emplea el método de
determinacion de microkjeldahl propuesto por la AOAC, (1990).

4.1.4. Determinacion del grado de oxidacion en la grasa del ensilaje.
Haciendo uso de la técnica propuesta por Vyncke, (1970) (Anexo 2), se midieron
las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, esta medicién se lleva a cabo tanto
a la materia prima como al ensilaje durante los dias 0, 1, 7, 14, 21, 40 y 60, a fin
de precipitar la fraccién proteinica se empled una solucién de acido tricloroacético
al 7.5% en agua. De los aldehidos que resultan de la oxidacion de los lipidos, el
malonaldehido es el principal compuesto producido, éste reacciona junto con los
otros aldehidos y produce compuestos coloreados de color rosa palido al rojo y
que pueden ser detectados a 538 nm en un colorimetro.

4.1.5. Medicion de trimetilamina.

Se realizé tanto para la materia prima como para el ensilado durante el tiempo de
monitoreo de 60 dias, la determinacién de la trimetilamina se basa en la formacién
de un compuesto coloreado que se forma con el acido picrico, que posee un
méximo de absorcion a 410 nm (AOAC, 1990) (Ver Anexo 3), por medio de esta

se conoce el deterioro por acciéon microbiana.

4.1.6. Determinacion de actividad proteolitica total.

Se empled la técnica propuesta por Anson, (1938) se detalla en el Anexo 4. El
propésito de esta determinacién es conocer el estado de las enzimas presentes en
la materia prima empleada en forma integral.
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4.2. Metodologia para la elaboracion del ensilado de pescado (etapa 1y 2).

Primera etapa

Pescado
4
Licuado
“ 4
NNP, TMA, TBARS
analisis proximal Control d?éPH y
minerales y agitacion
aminoacidos
Y
Incubacion 372 C NNP

Y

monitoreo 60 dias TMA TBARS

Analisis proximal
microbioldgico,
minerales
perfil de aminoacidos.

Figura 1. Metodologia de elaboracion de ensilado a nivel laboratorio.



Segunda etapa

Pescado

A 4

NNP, TMA, TBARS
analisis proximal
minerales y
aminoacidos

NNP

Licuado

Y

Control de pH y
agitacion

y

TMA TBARS [€

Incubacién 372 C
monitoreo,
agitacion continua

A

Elaboracion mezcla

ensiladp:sorgo

Analisis proximal
microbiolégico,
minerales y
perfil de aminoacidos

A

A

Figura 2. Metodologia de elaboracion de ensilado a lote piloto.

Secado al sol

A

Formulacion de
dietas

v

Prueba
biolégica




4.3. Preparacion de los ensilados.

En ambas etapas el pescado completo se corté en trozos pequefios y se empled
un homogeneizador de alto torque marca MOMAT L-10 para disminuir el tamafo
de particula.

En la primera etapa para preparar los ensilados se emplearon 1000g de pescado
por triplicado, se midié previamente el pH de la pasta a fin de poder determinar a
priori su calidad para su procesado. La adicién del acido sulfurico se hizo
lentamente y se empleé un potenciometro a fin de determinar que el pH de 2.5.
Las muestras acondicionadas se colocaron en recipientes adecuados para llevar a
cabo las hidrélisis respectivas, se utilizdé como antioxidante Terbutilhidroxiquinona
(TBHQ) en una cantidad de 200 ppm en funcién del contenido de grasas de la
muestra. Se determiné la actividad enzimatica, nitrégeno total (NT), nitrégeno no
proteinico(NNP), sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS),
trimetilamina (TMA), humedad, proteina, grasa y cenizas.

Para la segunda etapa, se elaboraron 2 ensilajes con un peso de 21 kg y 45 kg, la
pasta se obtuvo tal como se describe en la primera etapa. Se midié el pH
verificando un valor cercano a 2.5, se acondicioné en contenedores a 37°C y se
incluyé agitacion mecanica frecuente, se usd un agitador de propela marca
Caframo RZR 1 a una velocidad constante de 600 R.P.M. durante todo el proceso
de hidrdlisis, se utilizdé como antioxidante Terbutilhidroxiquinona (TBHQ). Se
realizaron los analisis proximales, microbiolégicos, de minerales y perfil de

aminoacidos.



Pescado

l

Molienda

4

Control de pH y Acido sulfirico
mezclado pH=2-3.5

b

] Mezclado |4— Sorgo

‘ Secado I

) 4
Mezclado — acondicionamiento
‘_

Alimento
balanceado

Figura 3. Diagrama de bloques para la preparacion del ensilado.



4.4. Secado del ensilado.

El peso total del ensilado preparado fue de 66 kg, una parte de éste fue secado
para realizar los analisis quimicos microbiologicos, de minerales y aminoacidos, el
resto del ensilado fue mezclado con 25.5kg de sorgo dulce. El tiempo que duré el
secado fue de 72 horas al sol a cielo abierto en el dia y con cubierta por la noche,
el piso fue cubierto con plastico para no tener pérdidas y contaminaciones
indeseables. Durante este tiempo se movido manual y frecuentemente a fin de
lograr. disminuir el tamafo de las particulas, el producto final fue de color
caramelo, de olor agradable ligeramente dulce y de consistencia granular.

La mezcla secada se almacend en bolsas de polietiieno con atmésfera de
nitrégeno para su mejor conservacion.

4.5. Analisis proximal, microbiolégico, minerales y aminoacidos.

Las muestras para analizar fueron el pescado fresco (sierra), ensilado liquido,
ensilado en base seca y la mezcla ensilado:sorgo.

La metodologia empleada en analisis proximal, prueba de mesofilos aerobicos,
coliformes totales, levaduras y hongos, fueron realizados siguiendo las técnicas
recomendadas por la AOAC, (1990), para evaluar la calidad de estos productos.
En la determinacién de minerales como sodio, potasio, calcio, magnesio y zinc se
empled la técnica de absorcién atomica, se recurrié a los servicios de la Unidad de
Servicio y Apoyo a la Investigacion (USAI), Facultad de Quimica (UNAM).

El contenido de hierro y fosforo se determind por colorimetria, el hierro se
determiné por la técnica de la AOAC, (1990) y fosforo por la técnica descrita segun
Fiske, (1925).

Para el contenido de aminoacidos se empleod los servicios de la empresa Degussa
Huls AG (Hanau, Alemania), quienes emplearon la técnica de cromatografia
liquida de intercambio iénico, para su cuantificacion.

29



4.6. Evaluacion biolégica del ensilado de pescado.

La prueba de evaluacion biologica fue realizada en el Centro de Ensefnanza,
Investigacion y Extension en Produccion Avicola (CEIEPA) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM; el tiempo de evaluacion fue de 21
dias, durante el mes de enero. Se emplearon 200 pollitos mixtos de la estirpe
Ross x Ross, de un dia de edad. Para este estudio se utilizé un disefo
experimental completamente al azar con cinco tratamientos, cuatro réplicas y 10

pollitos por réplica.

Los resultados fueron analizados con el programa minitab 13.32%, empleando un
analisis de varianzas de una via.

4.7. Formulacion de las dietas.

Con los resultados del perfil de aminoacidos y analisis proximal, se formularon ias
dietas (Cuadro 14) haciendo uso del programa nutrion 5.0% y también los calculos
sobre la base de requerimiento minimos a fin de cubrir las necesidades de las

aves en la etapa de iniciacion.

4.8. Manipulacion y alimentacidn de las aves.

Los pollitos fueron colocados en dos criadoras eléctricas en bateria de marca
Petersime modelo 2SD 12 serie 3483, cada una de las 12 secciones con
controlador de temperatura.

Los niveles de inclusion de ensilado de pescado en las dietas o tratamientos
fueron de 0 (dieta soya-sorgo), 25 (3.66% de inclusion de ensilado), 50 (7.32% de
inclusion de ensilado), 75 (10.99% de inclusién de ensilado) y 100 (14.65% de
inclusion de ensilado) con un contenido de proteina cruda de 26.30% para un
alimento iniciador de pollitos. Se consideré como 100% a la maxima inclusion de la
mezcla ensilado:sorgo, la que representé un 44.0% en peso del total de la

férmula, la que permite cubrir las necesidades del pollito que da el NRC (1994), a
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partir de este nivel se hicieron diferentes inclusiones. Se formularon las dietas
isoproteinicas a un 22% e isocaléricas con energia metabolizable de 3000kcal/kg,
pues un aumento en esta Ultima puede incrementar la mortalidad por sindrome

ascitico, y el costo 6ptimo para la produccién de carne.

Se peso a los pollitos al inicio del experimento, también se pesaron las raciones
del alimento empleado, se controlé a diario la temperatura y la provision de agua y
alimento. Se pesaron los pollitos en grupos de 10 (5 hembras y 5 machos), fueron

introducidos en las jaulas y se les suplié de alimento pesado y agua ad libidum.

El alimento fue controlado y pesado para su aprovisionamiento, el agua fue
cambiada diariamente. El aseo de las criadoras se realizé cada cuarto dia, el
consumo del alimento fue medido para el calculo de la conversién alimenticia. Se
vacunaron a los pollitos al décimo dia de iniciado el experimento contra la
enfermedad de Newcastle (cepa Lasota), se usaron dos vacunas, una via ocular y
otra subcutanea en emulsién a fin de reforzar la respuesta inmunolégica.

4.9, Evaluacién econémica.

Para la evaluacion econdémica de procesado y produccion del ensila ensilado, en
forma tentativa y preliminar se emplearon solo los precios de la mano de obra,
materia prima y de los aditivos empleados para la elaboracion del ensilado, sin
incluir un analisis detallado de los costos involucrados en el montaje de las

instalaciones de una planta productora.

4.10. Anélisis estadistico.

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos, se emplearon dos pruebas
estadisticas: t de student, y ANOVA de una via con una prueba de rangos
multiples de Duncan. El objetivo de la prueba de t de student fue establecer si en
las pruebas de laboratorio existen diferencias significativas entre la prueba control

y el ensayo con antioxidante. Para la evaluacién bioldgica, se utilizé un analisis de
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varianza de una via con una prueba de rangos mdltiple de Duncan al 95%. Ambas

pruebas se realizaron empleando el programa estadistico Minitab version 13.32R.

5. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1. Analisis de la materia prima.

La materia prima que fue usada presento la siguiente composicion quimica
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis proximal del pescado sierra y harina completa' del

pescado sierra (g/100g muestra)®.

Pescado Harina
entero pescado
Humedad 74.86+1.09 9.60+0.15
Proteina 18.58 + 0.87 64.44 + 0.53
Grasa 3.94+0.76 20.99+0.36
Cenizas 3.28+0.17- 497 +017

1. Harina completa: Piel, filete, visceras y huesos.

2. Datos obtenidos por triplicado, CV<5%

En el pescado, el contenido de proteina, grasa y cenizas varia en algunos casos,
dependiendo de la época del afio, estado de madurez, ubicacion geografica de la
pesca realizada, asi como también el tipo de tecnologia empleada en el procesado
de la materia prima y otro dato muy importante es la calidad de la materia prima
empleada o la fuente de la cual proviene (Petersen y Johnson, 1980; FAO, 1975).

En este caso el analisis del pescado (sierra) presenta un valor de proteina de 18.6
% por ser de una muestra integra, tiene un importante contenido de grasa
reportado como de 3.94 %, el valor de cenizas de un 3.28% es alto y se relaciona
posteriormente como una buena fuente de minerales como calcio, fésforo, sodio,

potasio, tal como ha sido reportado por Peralta y Elechiguerra (2003).
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5.2. Caracteristicas quimicas y fisicas del ensilado.

La materia prima presenté un pH comprendido en el intervalo de 6.3-6.7, sin
embafgo se reporta que si el valor de pH es de 6.0 indica un buen estado del
pescado (Belitz y Grosch, 1988), aunque otros autores como Bello y Brito (1995)
sugieren que incluso se puede elaborar ensilados con materia primas que tengan
un valor de pH 6.9, sin que presenten deterioro a lo largo del proceso, pues la

adicion de acidos controla la descomposicion.

La adicion de acido sulfurico se hizo en un porcentaje de 1.29% v/p, que fue
considerado como el mas viable a fin de reducir el pH y mantenerlo constante
durante la preservacion y monitoreo, mientras que el otro acido empleado fue el
propidnico al 1% v/p, que a mas de permitir disminuir y mantener el pH tiene
caracteristicas antifungicas. Vizcarra (1988), en la elaboracion de ensilajes de
desperdicios de atuneras emplea la mezcla acido sulftrico-férmico con el mismo
efecto en el proceso, pero aumentando el costo del producto por la inclusion del
acido formico.

Al adicionar el acido sulfdrico a la materia prima, el valor del pH disminuyé hasta
cerca de 1.96, posteriormente y en un lapso de 4 horas el pH empezd a subir
hasta 3.6, se afadié mas acido sulfarico y propiénico a fin de lograr mantenerlo
dentro del valor de 3. Este proceso se realizé cada hora durante el dia y las
siguientes 72 horas hasta conseguir la estabilizacion del producto en un valor
comprendido entre 3-3.5, verificando que dentro de las siguientes 18 horas este
cambio del pH del producto fuera cada vez menor, esto conduciria a tener
estabilidad microbiolégica pues a éste pH tan bajo se inhiben las rutas de
desaminacion que liberan amoniaco. Ademas se logra estabilidad quimica debido
a la reaccion ocurrida entre los acidos presentes y los huesos que contienen
carbonatos y fosfatos (Haaland y Njaa, 1989). El comportamiento encontrado en
este estudio es semejante al encontrado por Middleton y cols. (2001), al igual quel
el efecto de la adicién del antioxidante, el cual no influye en los valores de pH

durante el proceso y conservacion del producto.
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5.3. Nitrogeno no proteinico y actividad proteolitica total.

A fin de poder evaluar la hidrdlisis a lo largo del proceso, se realizé la
determinacion del nitrégeno no proteinico (NNP) durante la preparacion de la
muestra, acondicionamiento y durante los 60 dias posteriores a su
almacenamiento. Los valores obtenidos para este parametro durante el desarrollo

de los experimentos estan en los Cuadros 6y 7.

Cuadro 6. Contenido porcentual de nitrégeno total y no
proteico en el pescado y los dos lotes piloto".

Muestra % N total % NNP
Sierra 2.98+0.08 0.68+0.03
Lote1 2.83+0.10* 2.38+0.12°
Lote2 2.85+0.06° 2.36+0.11°

'Datos obtenidos por triplicado, CV<5%

Como puede observarse del Cuadro 7, los valores de nitrégeno no proteico (NNP)
muestran una buena eficiencia en el avance de la reaccion de hidrolisis con

respecto a la materia prima, durante la elaboracién del lote piloto.

Cuadro 7. Desarrollo del proceso hidrolitico (%NNP) durante 60 dias

con respecto al nitrégeno total'.

Dia Con TBHQ Sin TBHQ
0 1273+023% 1273+0.23°
4522 +0.56* 43.15+0.18°
57.15+0.98° 60.08+0.47°
13 64.39+1.23° 7365+0.22°
21 79.41+0.92° 8267+0.65°
60 87.15+1.07° 88.23+0.342

"Por triplicado, CV < 5%



Los valores del Cuadro 7, muestran el grado de hidrolisis del producto obtenido a
nivel de laboratorio durante los dias 0, 1, 7, 14, 21 y 60, indicando que a partir de
las primeras 24 horas de iniciado el proceso, el ensilaje ya posee un valor de
hidrélisis de un 45 %. Algunos autores como Lo y cols, (1993), Bertullo, (1992),
Guevara y cols. (1992) Tatterson y Windsor, (1973) y; Hassan y Heath, (1986),
concluyen de igual manera al evaluar el comportamiento y caracterizacion de
ensilados elaborados por via quimica. En la Figura 3, se aprecia el desarrollo del
porcentaje del nitrégeno no proteico durante las pruebas de laboratorio acorde con
los datos del Cuadro 6, este ensayo se llevd a cabo con la inclusion de un
antioxidante (TBHQ) y otro como testigo sin la adicién de antioxidante, esta
inclusién no mostré ningun efecto sobre el desarrollo del nitrégeno no proteico al
final del ensayo, sin embargo, a través del analisis estadistico realizado para las
medias de cada uno de los puntos se observa una diferencia significativa entre el
dia 7 al 21, para el ensayo con antioxidante, que puede ser atribuido a la falta de
agitacion durante el desarrollo de la hidrdlisis, esto desaparece al dia 60 y no hay
diferencias entre las dos pruebas.
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Figura 4. Evolucién nitrogeno no proteico ensayo laboratorio.



En algunos trabajos en los que se ha realizado la evaluacion de las enzimas
presentes, autores como Lindgren y Pleaje, (1983), notan un descenso en la
actividad de éstas, cuando se utiliza la hemoglobina como sustrato; sin embargo,
hay que considerar que al trabajar con pescados enteros hay presencia de
diferentes tipos de enzimas que manifiestan actividades a diferentes valores de
pH. Cuando se evalud la actividad de ensilados de visceras de pescado los
valores de actividad de las enzimas se mantienen sin cambio luego de nueve dias
de iniciado el proceso, pero debido a la naturaleza de la materia prima se sugiere
gue las Unicas enzimas presentes son las digestivas tales como las pepsinas las
que actuan en el proceso de hidrélisis (Vizcarra, 1998). En estos estudios, se
indica la presencia de restos de proteinas insolubles dentro del ensilado, las
cuales no son atacadas por las enzimas. La materia prima en este trabajo,
presentd una actividad proteolitica total de 24938.23 U.A.(unidades de actividad).

Backhoff (1976), en sus trabajos realizados manifiesta que el proceso de hidrolisis
alcanza un 50% del nitrégeno no proteico dentro de los tres primeros dias,
estimando que la velocidad es mas alta en las primeras 24 horas del proceso,
coincidiendo con los datos registrados durante la elaboracién de las pruebas de
laboratorio. Al optimizar el proceso a nivel piloto y al incluir agitaciéon frecuente,
estos datos dejan de ser eficaces y el proceso presenta otro comportamiento,
obteniéndose un mejor rendimiento en el tiempo de la hidrélisis de la materia

prima, como se presenta en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Evolucion del nitrégeno no proteico (NNP) en el lote piloto.
Horas NNP

0 22.33+0.35

5 54.83 + 0.27

8 67.03 + 1.54

24 71.06 +1.18

48 78.57 +1.95

2 81.07 +0.85

96 856.23 +1.07
120 87.49 +1.12

Expresado como % del nitrégeno total y por triplicado, CV < 5%




En el Cuadro 8, se resume la formacion de nitrégeno no proteico durante el
desarrollo del lote piloto. Este efecto es debido a la agitacion mecanica constante,
acortandose el tiempo de hidrélisis y aumentando el contenido de nitrégeno no
proteico. Otro factor importante resulté ser el incremento de temperatura (37 °C)
durante todo el proceso; claramente se puede observar este efecto en el proceso
del lote piloto en la Figura 4.

- 100 -

% NNP

0 T T T T T 1
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Figura 5. Evolucion de nitrégeno no proteico lote piloto.

5.4, Trimetilamina.

Durante el desarrollo del proceso de monitoreo y conservacion, los ensilados
preparados mostraron una tendencia a la baja en el contenido de trimetilamina
(TMA), partiendo de la materia prima la cual contenia valores iniciales entre 140-
160 mg de TMA /kg de ensilado, descendiendo hasta valores de 20-30 mg de TMA
/kg de ensilado para el producto a los 60 dias de muestreo, con lo cual se estima
una buena estabilidad y conservacion del producto preparado.



El Cuadro 9, presenta los datos correspondientes a la variacion de TMA durante
las pruebas de laboratorio, en la cual consta un ensayo control y otro con TBHQ
como antioxidante, una clara visualizacion de esta variacion se observa en la

Figura 6.

Cuadro 9. Evolucién de trimetilamina durante 60 dias, ensayos de laboratorio™?.

Dias Con TBHQ 0.02% Sin TBHQ

mg /kg mg /kg

0 147.10+569°  147.10 + 2.69°

140.50 + 7.28°  144.30 + 1.95°
7 91.25 +2.75° 128.13 + 1.23°
14 67.05 + 2.09° 122.31 +0.982
21 48.02 + 3.35° 93.61 + 0.752
40 32.47 +2.71° 82.15 + 0.862
60 29.98 + 1.08° 60.18 + 1.712

"Promedio + D.E., n=3
?Promedios con diferentes letras entre columnas son diferentes
significativamente (p<0.0 5)

Con respecto a la grafica 6, el analisis estadistico revela que hay una marcada
diferencia significativa entre las dos curvas, observandose un descenso en el valor
de trimetilamina, debido al medio acido en el que se desarrolla el proceso y
caracteristico de una buena conservacion del producto, ya que si aumenta éste
valor indicaria descomposicién debido a la presencia de microorganismos.

Haalan y Njaa (1989) informaron que en ensilados quimicos de sardinas capelin y
de macarela, esta tendencia era la usual, y que incluso en periodos de 120 dias

los niveles de TMA ya no eran cuantificables.
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Figura 6. Evolucién de trimetilamina ensayo laboratorio.

La preparacién de un ensilado con acidos, presenta la ventaja de que el valor de
TMA disminuye, lo contrario ha sido observado y se presenta en aquellos
ensilados preparados via microbiologica, pues por accién enzimatica producida
por estas bacterias se degradan los aminoacidos, descarboxilandolos o
desaminandolos, originando de esta manera diferentes aminas biogénicas que se

acumulan o entran en proceso de putrefaccion (Beutling, 1992).

Cuadro 10. Variacion de trimetilamina (TMA) en el ensilado del lote piloto’.

Dias TMA (mg/kg)

0 155.12 + 6.85
1 145.39 + 5.62
7 98.74 + 4.33
14 60.41 + 5.08
21 53.61 +4.15
40 35.17 + 1.17
60 21.44 + 0.93

'Por triplicado, CV < 5%



En el anterior Cuadro 10 y la siguiente Figura 7, se presenta la variacién del
contenido de TMA. A través de esta variacién se conoce el comportamiento
exhibido durante el desarrollo y conservacion del lote piloto, dichos valores y curva

obtenida son similares a los que se obtuvieron durante el desarrollo de las pruebas

de laboratorio.
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Figura 7. Variacion de TMA en lote piloto a 37°C.

5.5. Oxidacion lipidica.

Debido a la abundancia de acidos grasos insaturados de los lipidos que poseen

los peces, es necesario conocer el estado de oxidacién en el cual se encuentran,

para ello se realiza la prueba de cantidad de sustancia reactivas a acido -
tiobarbiturico (TBARS por sus siglas en inglés), expresadas como mg de

malonaldehido/kg de producto. La materia prima empleada presentd valores

iniciales de 56-42 mg de malonaldehido/kg de producto bajando hasta valores

comprendidos entre 30-24 mg de malonaldehido/kg de producto, indicando la
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efectividad del antioxidante como protector de los acidos grasos presentes en el

producto preparado (Cuadro 11).

Cuadro 11. Evolucion de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

expresadas como malonaldehido durante 60 dias (laboratorio) .

90
80 -
70 A
60 -
50 -+
40
30 ~
20 -
10 A

TBARS (mg/kg)

DIAS CON TBHQ 0.02%

0

1
7
14
21
40
60

mg /kg
42,45 +0.792
42.51+027°
39.67 + 0.65°
33.13 + 0.45°
28.33 +0.51°
26.06 +0.21°
23.04 +0.19°

42.45 + 0.79°
47.89 + 0.28°
55.68 + 0.74°
65.01 + 0.412
63.18 + 0.73?
75.06 + 0.67°
73.65 + 0.43?

"Promedio + D.E., n=3
2Promedios con diferentes letras entre columnas son diferentes
significativamente (p<0.0 5)
TBHQ: terbutilhidroxiqunona antioxidante

——Con TBHQ
—8—Sin TBHQ

T

20

Tiempo (Dias)

50

60

Figura 8. Evolucion de las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS)
expresadas como mg de malonaldehido/kg de producto durante ensayo de laboratorio.
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Los valores del Cuadro 11 se obtuvieron durante el desarrollo de las pruebas de
laboratorio, con estos valores se obtuvo la Figura 8, se empled como antioxidante
TBHQ, se observa claramente el efecto que tiene éste sobre el contenido lipidico
del ensilado al comparar con el ensayo sin TBHQ y la diferencia presentada entre

ambas curvas es altamente significativa de acuerdo con el analisis estadistico.

El Cuadro 12, presentado a continuacion, contiene los datos de las sustancias
reactivas al acido tiobarbitirico expresadas como mg de malonaldehido/kg de

producto, obtenidos durante el desarrollo del lote piloto.

Cuadro 12. Evolucién de las sustancias reactivas al acido tiobarbittirico

expresadas como malonaldehido durante 60 dias (lote piloto)'.

DIAS mg malonaldehido /kg
0 56.32 + 0.28
1 55.19 + 0.15
7 48.74 + 0.21
14 30.25+0.26
21 27.63 + 0.42
40 26.62 + 0.64
60 25.01 +0.23

'Por triplicado, CV < 5%

En la elaboracién del lote piloto se incluyé TBHQ, como antioxidante, a fin de
prevenir la oxidacion del contenido lipidico y su variaciéon durante el proceso. Se
observa en la Figura 8, un descenso similar a la Figura 9 obtenido en las pruebas
de laboratorio. Esto indica un control efectivo ante la oxidacion por parte del
TBHQ.

Observando los Cuadros 12 y 11 y las Figuras 8 y 9, se puede manifestar que el
descenso de los valores de malonaldehido encontrados de los ensilados con

antioxidante, hace suponer dos cosas;

1) que el antioxidante empleado cumpli6é con su funcién, y
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2) que el malonaldehido presente en el medio reacciona paulatinamente con

las proteinas y/o aminoacidos presentes, impidiendo su deteccion.

Las anteriores suposiciones son consideradas por Buttkus y Bose (1972), quienes
explican que debido a la alta reactividad del malonaldehido, éste es capaz de
reaccionar con las proteinas y aminoacidos dentro de los cuales el grupo amino de

la lisina es mas susceptibles.

70 -
60 4.
50 -
40 4

30 4

TBARS (mg/kg)

20

—+—TBARS

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

10 -+

Tiempo (Dias)

Figura 9. Evolucion de las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS)

expresadas como mg de malonaldehido/kg de producto en la elaboracion de lote piloto.

Vizcarra (1998), en la preparacion de ensilados de desperdicios de atuneras, al
referirse a este método de evaluacion sostiene que los valores por él encontrados
no son detectables al cabo de 15 dias, resultados que coinciden con los
encontrados por Hall, (1986); sin embargo, hay que considerar el tiempo y las
condiciones de almacenamiento, pues la materia prima empleada contenia ya

signos de deterioro lipidico, de acuerdo con los autores.
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La prevencion de la oxidacion de las grasas en los alimentos o dietas es
importante para un optimo crecimiento y rendimiento (Wang y cols, 1997), pues la
oxidaéién de los lipidos de los alimentos repercute en la destruccion de las
vitaminas solubles en aceite, disminuyendo la disponibilidad de los nutrientes y
proporcionando sabores y olores desagradables que se reflejan posteriormente en
la baja de la ingesta (Harris, 1997).

En pollitos, hay un incremento en la incidencia de encefalomacia, diatesis
exhudativa, peroxidacion de las membranas celulares y rigidez posterior de éstas,
llegando a la muerte por efecto de la oxidacion de las grasas en las dietas
(French, 1987).

La rancidez es un problema que puede ser prevenido por la separacion de los
aceites de los ensilados, operacién que es dificil y costosa ademas no cumpliria
con el proposito de conseguir alimentos a partir de fauna de acomparnamiento de
bajo costo. Debido a esto se usé6 TBHQ como artioxidante a fin de mantener la
caIidaa de los lipidos y consecuentemente usar el producto para fines
alimentarios, esto se fortalece con el estudio realizado por Haasan y Heath (1986),
los cuales han documentado ampliamente los valores altos de sustancias
reactivas al acido tiobarbitarico en ensilados de pescado fresco y recomiendan el
uso de antioxidantes.

Los valores que estan dentro del intervalo de 20-30 mg/kg obtenidos de
sustancias reactivas al acido tiobarbitirico en este trabajo, son bastante
aceptables ya que Farkas y cols. (1997), aconsejan que ensilados con valores
comprendidos entre 8 - 250 mg/kg son aceptables y como limite de 2024 mg / kg
es considerado malo, ahora ellos evaluaron la capacidad antioxidante del TBHQ
llegando a la conclusién de que es adecuado, pues permite retardar la oxidacién y

aumentar el periodo de induccién de ésta.
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5.6. Pruebas de secado.

En pruebas realizadas en el laboratorio, se mezclaron diferentes proporciones de
ensilado de pescado humedo y sorgo, la finalidad fue determinar la proporcién
viable para el secado, con este criterio se podra escoger la mas viable
econémicamente, con un contenido adecuado de proteinas para la formulacién de

las raciones empleadas en la prueba biol6gica.

La mejor opcién fue la de 2:1 (ensilado himedo/sorgo), pues present6é un tiempo
de secado de 72 horas y un contenido de proteina de 26.30%. También, Vizcarra
(1998) empled sorgo dulce para deshidratar el ensilado liquido, la proporcién
descrita fue de 2:1, con un contenido final de proteina de 28.23%. Las dos
proporciones obtenidas son adecuadas para la preparacion de dietas de

preiniciadores para pollos de engorda con requerimiento de 22% de proteina.

El secado se realizé al sol, por un periodo de 72 horas, tuvo una humedad de
6.72%, consistencia y granulosidad adecuada tanto para su almacenamiento,

como para el mezclado con los ingredientes para la elaboracién de las dietas.

5.7. Ensilado seco y mezcla obtenida.

Al ensilado seco y a la mezcla ensilado-sorgo obtenida, se les realizé un analisis
proximal, a fin de determinar las caracteristicas que presenté luego del procesado,
los datos obtenidos se resumen en los Cuadros 13 y 14.
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Cuadro 13. Analisis proximal de las muestras en base htiimeda’

(9/100g de muestra).

Ensilado Harina Sorgo Mezcla

Humedo Ensilado? Ensilado:Sorgo?

Humedad 7529 +0.97 753+027 11.45+043 6.28 + 0.57
Proteina 16.15+0.18 60.98+0.93 9.02+0.43 24865+ 0.16
Grasa 6.75+023 2460+036 3.00+0.12 13.76 + 0.99
Cenizas 1.99+012 6.89+0.19 759+0.77 10.58 + 0.11
Fibra e 2.59+0.09 7.06 +0.04
Carbohidratos = --—--- e 66.38 £ 1.57 37.51+0.15

"Por triplicado, CV < 5%
?Secado al sol

El Cuadro 13 muestra un contenido de 61% de proteina, un 25 % de contenido de
grasas y un aporte de 6.9 % de cenizas para el caso del ensilado de pescado
seco, lo que se presenta como una ventaja para ser combinado con otro
ingrediente, como el sorgo, con lo que se obtiene un porcentaje final de 26.30 %
de proteina para ser incorporado en las dietas del ensayo.

El Cuadro 14, se muestra informacion del analisis proximal en base seca de

ensilado humedo, ensilado seco (harina), sorgo y mezcla ensilado-sorgo.

Cuadro 14. Analisis proximal de las muestras en base seca’

(9/100g de muestra).
Ensilado Harina Sorgo Mezcla

Hamedo Ensilado? Ensilado:Sorgo?
Proteina 65.32 +0.18 65.37 +0.53 10.19 +£0.43 26.30+0.16
Grasa 27.49+0.23 26.59+0.36 3.39+0.12 14.68 + 0.99
Cenizas 719+012 8.04 +0.05 8.57 £ 0.77 11.29+ 0.1
Fibra = - e -- 2.93+0.09 0.75+0.04
Carbohidratos =~ -—----- - e -- 74.96 +1.57 40.02 + 0.15

"Por triplicado, CV < 5%
2secado al sol
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En el Cuadro 15, se presenta los datos de la prueba microbiolégica del ensilado,
correspondientes a la determinacion de mesofilos, coliformes, hongos y levaduras;
los resultados son negativos para el ensilado, ya que al obtenerse por via quimica
se encuentran buenos resultados tanto para la preparacion como para su
conservacion. En cuanto a la calidad de la mezcla ensilado:sorgo, los resultados
presentan carga bacteriana por el sorgo empleado para su elaboracion. Sin
embargo, cumplen con las especificaciones de la Comunidad Europea, Chile,
Canada, Pert, Brasil y Japon, lo que satisface a la norma técnica 1 del programa

de harinas de pescado (Sernapesca, 2004).

Cuadro 15. Analisis microbiolégico del ensilado seco y la mezcla

ensilado de pescado:sorgo.

Mesofilos Coliformes totales  Hongos Levaduras
aerobios UFC'/g NMP /g UFC*g  UFC'lg
Ensilado A A A A
Mezcla > 20 3.6 A” A”

Ensilado:Sorgo

*UFC: Unidades Formadoras de Colonias.
*NMP: Nimero Mas Probable
A***:Ausente en 10 gramos de muestra

Para la determinaciéon de minerales se empled la técnica de absorcion atdémica,

presentando los valores que aparecen en el Cuadro 15.

Cuadro 16. Analisis de minerales (mg/100g) 2.

Pescado Ensilado Mezcla EnsiladoSorgo

Sodio 168.83% 177.752 127.77°
Potasio 433.31*° 382.28° 274.72°
Calcio 392.05* 365.2° 295.19°
Magnesio 165.78° 103.49° 74.37°
Zinc 54.30°  35.86° 25.27°¢
Hierro 7.352 6.28° 6.38°

Fosforo  261.78% 244.72° 167.75°

‘Promedio, n=3
?Promedios con diferentes letras entre columnas son diferentes
significativamente (p<0.0 5)

El andlisis de minerales para el pescado y el ensilado, presentd un importante

contenido de potasio, calcio y fosforo, los dos ultimos considerados como
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importantes para una adecuada formacion ésea, ademas de cantidades relativas
de magnesio y sodio y un contenido bajo de zinc y hierro, pero muy importantes en
la alimentacion de los animales y muy caracteristico de los alimentos de origen
marino. Sin embargo al ser mezclado con sorgo estos niveles disminuyen, pero se
deben complementar y ajustarse a los requerimientos dados por el NRC (1994)

para aves de 0-3 semanas.

5.8. P_erfil de aminoacidos.

Esta determinaciéon se realizd a la harina de sierra, al ensilado y a la mezcla
ensilado-sorgo (1:2). Para su cuantificacion, se empleo la técnica de cromatografia
liquida de intercambio i6nico.

Cuadro 17. Composicién de aminoacidos en el contenido proteico '2.

g/16gN
Aminoacido Harina Ensilado Mezcla
Sierra Sierra Ensilado:Sorgo

Metionina 2.80° 2.792 2.54°
Cistina 0.80° 0.74° 1.00°
Total azufrados 3.60° 3.542 3.542
Lisina 8.382 8.382 6.64

Treonina 4.262 4.25° 3.943
Triptéfano 1.042 0.87° 0.992
Arginina 5.92° 6.05° 5.04°
Isoleucina 413° 4.162 4.182
Leucina 7.18° 7.16° 8.882
Valina 4.70° 4.70° 4.822
Histidina 2.77° 2.892 2.42°
Fenilalanina 3.61° 3.68° 4.14°
Glicina 6.13° 6.522 5.59¢
Serina 3.81° 3.88° 4.072
Prolina 4.46° 4.612 —

Alanina 6.08° 6.20° 7.032
Ac. Aspartico 9.202 9.192 8.75°
Ac. Glutamico 13.30° 13.20° 15.602

'Promedio, n=3

*Promedios con diferentes letras entre columnas son diferentes
significativamente (p<0.0 5)

NOTA: aminoacidos esenciales para pollos de engorda en negritas.
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Los resultados del Cuadro 17, contienen informacion sobre el estado inicial de los
aminoacidos de la materia prima original y del ensilado luego de 60 dias de
almacenamiento, revelando una pérdida de 16.35% en el contenido de triptéfano.
Asi mismo, se registra una baja en el contenido de azufrados totales en un 1.67%

con relacion al contenido original.

Esta disminucion se puede explicar debido al medio en que se encuentra el
ensilado durante la conservacion, acido y oxidante, a esto se suma una mayor
inestabilidad cuando se encuentra en forma libre que cuando es parte de las
proteinas, lo que ha sido ampliamente documentado por Jensen y cols. (1977)
Johnsen cols. (1981), al igual Backoff (1976), al elaborar ensilados de visceras de
pescado bacalao a pH = 3.9 y a 15°C encontré a los 54 dias de almacenaje una
pérdida del 20%.

Ademas se ha informado que la pérdida de triptéfano se da cuando éste se
encuentra en forma libre a bajo pH, es decir que al haber una mayor cantidad de

nitrégeno no proteico (NNP), éste sufrira una seria degradacion.

Vizcarra (1998), al evaluar el contenido de triptéfano en ensilados obtenidos de
desperdicios de atuneras concluye que la pérdida durante un tiempo 20 dias es
de un 39.3%. Asi mismo Espe y cols. (1989), evaluaron los cambios ocurridos
durante 180 dias de almacenamiento en ensilados y no presentaron cambios
sustanciales en relacion con la materia prima, cuando el ensilado fue preparado
usando acidos organicos e inorganicos para su conservacion, igual
comportamiento fue observado en ensilados realizados de forma acida tal como
concluye Green, (1984) al evaluar los cambios en las proteinas de estos
ensilados. Mientras que para los elaborados por via biolégica habia una gran
variacion debido a la desaminaciéon que se presenta con mayor frecuencia debido
a la presencia de microorganismos.
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5.9. Formulacion de dietas.

En la formulacion de las dietas se empleé el programa Nutrion 5.0, el mismo que
posee una base de datos en la cual se describe la composicion de cada uno de los
ingredientes empleados, asi como también el precio y en funcién de ellos se
formulo cada una de las dietas empleadas y descritas en el Cuadro 18.

Cuadro 18. Composicion de las dietas empleadas en la prueba biologica.

FORMULA TESTIGO? 25° 50 75% 100°
INGREDIENTE (kg/ton)
SORGO 9% de proteina 570.86 532.30 479.98 424.18 368.40
PASTA DE SOYA 48% de
proteina 354.08 301.03 250.55 200.78 151.02
ENSILADO : SORGO (1:2) ——— 110.00  220.00 330.00 440.00
ACEITE 29.44 1535 1138 873  6.18
ORTOFOSFATO DE CALCIO 1860 17.50 16.43 1535 14.30
CARBONATO DE CALCIO 15.39 1468 1398 1325 12.53
SAL 440 375 313 250  2.03
VITAMINAS Y MINERALES® 250 250 250 250 250
D-L METIONINA 98% 209  1.00
L-LISINA* HCL 119 045
CLORURO COLINA 60% 100  1.00 1.00 1.00 1.00
BACITRACINA ZINC® 030  0.30 030 030 0.30
ANTIOXIDANTE 015  0.15 015 0.15  0.15
AZUCAR cee ————  0.0625 0.128 0.190
NUTRIMENTO ANALSIS CALCULADO
PROTEINA CRUDA (%) 22.00 22.00 22,00 22.00 22.00
METIONINA (%) 0.500 0.483 0.420 0455 0.489
METIONINA+CISTINA (%) 0.900  0.900 0910 1.017 1.125
LISINA (%) 1280 1.280 1.308 1.372 1372
ARGININA (%) 1490 1.455 1423 1392 1.362
FOSFORO DISPONIBLE (%) 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500
CALCIO TOTAL (%) 1.000 1.000 1.000 1.000  1.000
3000.00 3000.00 3000.00 3000.0 3000.00
ENERGIA METABOLIZABLE® 0

¥ Equivalencias de niveles de inclusién de ensilaje de pescado en base seca:

TESTIGO 25 50 75 100

0% 3.66% 7.33% 10.99% 14.65% X

bos kg de mezcla vitaminica da un aporte de: Vitamina A 12'500,000 Ul, Vitamina D; 2'500,000
UIP, Vitamina E 25000 UI, Vitamina K3 2.60 g, Vitamina B4 2.00 g, Riboflavina 5.00 g, Vitamina By,
0.020g, &cido folico 0.750g, Piridoxina 3.00 g, Niacina 30.00 g , Acido pantoténico 10.00 g, Biotina
0.063 g, Cloruro de colina 400.00 g, Hierro 40.00 g, Manganeso 80.00 g, cobre 10.00 g, Yodo 2.00
g, zinc 60.00 g, selenio 0.20 g, Antioxidante 125.00 g.
® Promotor del crecimiento
“ keallkg
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5.10. Ganancia de peso.

El ensayo fue realizado con pollos de un promedio en peso de 40 gramos al primer
dia de nacidos (ver Cuadro 19), para ampliar informacién en lo referente al analisis
estadistico remitase al Anexo 5.

De acuerdo a los datos obtenidos, con las dietas empleadas, (0, 3.66, 7.33, 10.99,
14.65% de inclusiéon de ensilado de pescado o dietas: testigo, 25, 50, 75 y 100),
hubo una ganancia de peso similar entre dietas (p< 0.05), con tendencia numérica
a mayor peso de la dieta 2 y 3 a mantener un mayor peso de acuerdo con los
resultados que aparecen en los Cuadros 19 y 20 y de ser menor numéricamente
con las dietas 4 y 5 para el peso de los pollitos.

Cuadro 19. Incremento en peso de los pollos™? (g).

Dietas Peso Inicial Peso Semana 0-1 Peso Semana 1- Peso Semana 2-3
Testigo 41+ 12 119+ 8 172 i 16° 354 +36°
Dieta 25 40 +12 117 + 16™ 206 + 272 365 + 20°
Dieta 50 40 +12 119+ 62 192 + 11%®° 344 + 51
Dieta 75 40+ 1° 94 +18° 197 + 11 330 + 31
Dieta 100 40 + 12 103 + 8* 203 + 142 311 +21°

'Promedio + D.E, n=4.

" ?Promedios con diferentes letras entre columnas son diferentes
significativamente (p<0.0 5)

Cuadro 20. Peso semanal’?.

Dietas Peso Peso Semana Peso Semana Peso Semana
Inicial 1 2 3
Testigo 41 + 12 160 + 92 290 + 16° 644 + 36%
Dieta 25 40 +1° 157 + 162 323 + 272 688 + 20?
Dieta50 40 +12 159 + 62 311+ 11%® 655 + 51°°
Dieta75 40+ 12 134 + 18° 290 + 11° 621+ 31%°
Dieta 100 40 + 12 144 + 8%° 306 + 14%° 617 + 21°

"Promedio + D.E, n=4.
Promedios con diferentes letras entre columnas son diferentes
significativamente (p<0.0 5)
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El Cuadro 20, presenta en resumen los pesos alcanzados durante la evaluacion
biologica, algunas experiencias de alimentacion productiva en animales
domésticos realizadas en diversos paises coinciden en afirmar las ventajas
nutricionales de los ensilados de pescado. La utilizacién del ensilado quimico
como fuente energético-proteica alternativa en la preparacién de raciones para
aves, esta comprobada por los resultados alcanzados tanto para ponedoras como
para pollos de engorda, con costos menores cuando la proporcion del ensilado es
del 3,7%, menor que el limite maximo recomendado de 5%. Raciones con un 4% a
5% de ensilado bioldgico de pescado no confieren ningun gusto extrafio a la carne
de los pollos (Bertullo, 1992; Guevara y cols. 1991) y la produccién de huevos por
las gallinas es mas alta (Tatterson y Windsor, 1973; Hassan y Heath, 1986). Otras
pruebas realizadas con pollos en crecimiento con dietas de hasta 30 g de ensilado
/ kg. demostraron que no habia disminucién de la ganancia en peso cuando se
utilizaba un ensilado que habia estado almacenado por 6 meses (Espe y cols.
1992).

Cuadro 21. Conversién alimenticia'?2,

Tratamiento  Semana 1 Semana 2 Semana 3
Testigo 1.01 +0.05° 1.63 +0.11° 1.64 +0.26°
Dieta 25 1.08 +0.09%° 1.41+0.24®  1.82+0.24°
Dieta 50 1.05 + 0.02%° 1.45+0.14®  1.83 +0.242
Dieta 75 1.08 + 0.08% 1.38 + 0.09° 1.73 + 0.20%®°
Dieta 100 1.11 + 0.06* 1.42+0.09®°  1.74 + 0.06%

'Promedio + D.E, n=4.

?Promedios con diferentes letras entre columnas son diferentes
significativamente (p<0.0 5)
*g alimento consumido/ g peso ganado

De acuerdo con el Cuadro 21, con relacion a la conversion alimenticia, durante las
tres semanas de evaluacion los valores obtenidos no muestran diferencia

significativa (p>0.05) entre tratamientos.
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El Cuadro 22, muestra un resumen de todo el experimento, notandose que no
hubo diferencia estadistica (p>0.05) entre tratamientos para ganancias de peso y
conversion alimenticia. Se aprecia que la inclusion de ensilado de pescado con un
3.66% y 7.32% (Dietas 25 y 50) parecen mejor numéricamente y que 10.99% y
14.65% (Dietas 75 y 100) de inclusién redujeron los incrementos de peso. Este

efecto esta relacionado a un mayo o menor consumo del alimento (p<0.05).

Cuadro 22. Datos promedio de 0-21 dias de la evaluacion biolégica en pollos de
las dietas elaboradas con los diferentes niveles de inclusién del ensilado de

pescado™.
_ Tratamiento Gananciaen Consumo del Conversion
peso (g/pollo) alimento alimenticia

(a/pollo) (g alimento/consumo)

Testigo 603 + 36° 973 + 59%° 1.43 + 0.362
Dieta 25 687 +20*° 1093 + 95° 1.44 + 0.672
Dieta 50 655+517 1033 +31° 1.44 +0.57°
Dieta 75 620 + 34 942 + 16 1.40 + 0.42%
Dieta 100 616 +21°  875+17° 1.36 +0.25°

'Promedio + D.E, n=4.
?Promedios con diferentes letras entre columnas son diferentes
significativamente (p<0.0 5)

No existe diferencia significativa (p>0.05) entre tratamientos en el peso. Al sustituir
proteina de soya por harina de anchoveta peruana, Avila (1974), concluye que hay
diferencias significativas en el peso de los pollos al incluir elevados porcentajes de
harina de pescado, ya que inducen a un desequilibrio en las dietas. Vizcarra
(1998), de igual manera concluye al evaluar en pollos de engorda, cuando el
alimento preparado con ensilado de desperdicios de atuneras en baja inclusion no
afecta al crecimiento del pollito pero muestran elevada tendencia a reducirlo.
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Las evidencias a este efecto estan ampliamente documentadas (Leeson, 1986), ya
que alimentos con cantidades altas de lisina se produce un aumento en el
requerimiento de arginina, ya que deja de ser transportado (Allen, 1972). Austic
(1981) manifesté que hay antagonismo y una interaccion que envuelve
aminoacidos estructuralmente semejantes, siendo que un exceso de cada uno de
ellos eleva la exigencia del otro. La arginina es un aminoacido esencial,
considerado uno de los mas limitantes en dietas para aves (Edmonds y cols,
1985).

El desbalance en la relacién lisina:arginina ya argumentado, explica el porque al
aumentar el nivel de inclusién de ensilado, en las dietas preparadas para los pollos
de engorda durante la realizacion de la prueba biolégica, se obtienen pesos con
tendencia a disminuir y de acuerdo con los datos obtenidos se conoce que el
mejor nivel de inclusién del ensilaje de pescado sierra en dietas para pollos de
engorda fue de 3.66% de ensilado en base seca, que corresponde a la dieta 2.

5.10. Mortalidad.

La mortalidad durante el estudio fue del 7%, resultando similar entre los
tratamientos y ésta se debid principalmente a infeccion del saco vitelino.

5.11. Evaluacién econémica.

Los datos presentados a continuacién, son basados en cifras oficiales y en
moneda nacional, considerando un tipo de cambio precio referencial de 11.40
pesos por dolar.

El estudio econémico, ha sido realizado considerando la instalacién de la planta
productora de ensilado en las cercanias de un puerto, los precios referenciales -
para los insumos quimicos como son los acidos y el antioxidante son de

produccion nacional.

33



5.13. Analisis de costos.

Son basados en actualizaciones, antes de la impresién de este trabajo, se
considera el empleo total de ingredientes (Cuadro 23) sobre la base de costos de
produccioén nacional, se emplea el nimero de tres personas las cuales pueden
operar una pequefa planta de producciéon desde 1 - 10 toneladas con el mismo
costo de salarios y una operabilidad de la planta de tres dias para la misma
cantidad, por cada lote.

Cuadro 23. Precios de materiales®

Unitarios 1 Tonelada 10 Toneladas

Pescado’ kg 0.45 450.00 4500.00
Acido sulfurico® kg 22.00 277.20 2217.60
Acido propidnico® kg 37.00 340.00 1700.00
Antioxidante® kg 12.50 2.50 25.01
Electricidad Kv/h 1.28 8.45 84.48
Salarios 40.00 480.00 480.00
TOTAL 1558.15 9007.09
* En pesos

®Sagarpa, 2001
‘COSMOS, 2004

El Cuadro 24, da una estimacion del costo por tonelada del ensilado secado, del

sorgo y la mezcla obtenido.

Cuadro 24. Precio en pesos de la mezcla ensilado:sorgo

Precio / ton Mezcla ensilado
sorgo (1:2)
Ensilado base 3752.95 1249.73
Sorgo 9%* 1275 850.43
Precio final 2100.16

*ASERCA, 2004

El Cuadro 25, presenta valores actualizados del precio en délares de los diferentes
tipos de harinas de pescado que se comercializan en el mundo, ademas se incluye
el precio de la harina de ensilado y la mezcla de ensilado:sorgo, cuya calidad se
ve incrementada con el sorgo, pero presenta un atractivo comercial.
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Cuadro 25. Precio mundial en dolares de harinas de pescado,
harina de ensilado y mezcla ensilado:sorgo por tonelada.

Denominacion USD.
Arenque danesa* 72% PC 780
Harina islandesa* 64% PC 690
Harina de pescado™ 64% PC 615
Harina peruana* 63% PC 610
Harina de pescado chilena* 65% PC 540
Harina de ensilaje 61% PC 321
Mezcla ensilaje:sorgo 26.30% PC 180

*Oannes, Enero. 2004
PC = Proteina cruda
USD = United States Dollar

En base al analisis de costos realizado, y con referencia a los precios mundiales
obtenidos, al compararse con el producto final, mezcla de ensilado:sorgo (1:2), se
obtiene que es un producto competitivo con un precio de USD 180.00, con un
contenido de proteinas de 26.30%, ahora si el ensilado obtenido fuera secado se
obtendria una harina integral con 61% de proteina con un precio de fabrica de
USD 321.00, sugiriendo una ganancia de USD 80-100 por tonelada y aln asi ser

competitivo a nivel mundial.
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6. CONCLUSIONES.

El ensilado obtenido fue de consistencia liquida pastosa, con un color marrén y
con caracteristico olor a pescado; ademas presenté un ligero aroma proveniente

del acido propiodnico.

El descenso controlado del pH tiene un efecto positivo durante el proceso de
hidrélisis y el periodo de conservacion y almacenamiento de 60 dias ya que no se

presenté putrefaccion y garantizé la calidad microbiolégica al final del ensayo.

La inclusion de agitacion constante y temperatura controlada de 37°C, permitio
facilitar el proceso de homogeneizacién a fin de aumentar la hidrélisis y disminuir
el tiempo de ésta.

La adicion de un antioxidante como el TBHQ (terbutil hidroxiquinona), permitié
conservar los lipidos en niveles bajos de oxidacion.

El valor de trimetilamina de los lotes disminuye durante el periodo de conservacion

y almacenamiento.

La actividad proteolitica total que presenté el pescado y las visceras fue de
24938.23 unidades de actividad, a pesar de que la materia prima fue obtenida en
el comercio, lo que permitié que inicie la solubilizacion de la proteina en un tiempo

menor y con ello obtener un producto con un porcentaje elevado de hidrolisis.

La mezcla de ensilado himedo:sorgo, en las proporciones 2:1 present6 un tiempo
optimo para el secado al sol en un periodo de 72 horas. La mezcla de cereales
con ensilado de sierra es adecuada pues suplementa y permite reducir la cantidad
de humedad.
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Los valores del contenido de aminoacidos del producto obtenido, revelan como
aminoacido limitante al triptéfano, registrandose una pérdida de triptéfano de un
16.35%, lo que se complementa al ser mezclado con sorgo.

El ensayo biolégico revela que los cuatro niveles de inclusién en las dietas no
presentan diferencias significativas con respecto al testigo en cuanto a ganancia
de peso. Sin embargo, se vié una tendencia hacia mejor ganancia en peso para la
dieta 2 con un nivel de inclusion de 3.66% de ensilado al dar el maximo

crecimiento comparado con las cuatro dietas.

En el presente trabajo, se demostrd que la técnica del ensilaje de pescado es
viable para reducir el costo de las raciones comerciales que utilizan productos
como harinas de pescado, ademas de ser un atractivo comercial para la

formulacion de dietas para alimentacion animal.
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8. ANEXOS

Anexo 1

Determinacion de nitrogeno no proteinico (NNP), Lo y cols. (1993).

1. Preparar una solucion de la muestra al 4% p/v en acido tricloroacético al 20%,
dejar precipitar por un lapso de quince minutos.

2. Filtrar al vacio usando papel Whatman 541.

3. Del filtrado se toma una alicuota de 5 mL y se determina el contenido de
nitrégeno por triplicado usando micro-kjeldahl.

4, Pdr la misma técnica se determina el contenido total de nitrégeno de la
muestra.

5. Los resultados obtenidos se expresan como por ciento del nitrogeno total.
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Anexo 2

Actividad proteolitica total (Anson, 1938).

Preparacion de extracto enzimatico a partir del pescado entero:

1
2.
3.

Pesar 5g de pescado entero.

Homogenizar la muestra.

Aforar a 50 mL con HCI 0.094N, procurando llegar pH = 3.0, asi se activara
el pepsinégeno.

Centrifugar a 16000 r.p.m. durante 20 minutos ya 4°C.

5. El sobrenadante obtenido se diluye con buffer fosfato-citrato a pH = 3.0,

para medir su actividad proteolitica y su contenido de proteinas por el
método de Lowry (Rick y Firttch, 1974).

Determinacion de actividad proteolitica total.

T

Tomar 1 mL de la solucién de extracto enzimatico y mezclar con 5 mL de

una solucién de hemoglobina (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA),

_incubar a 37C durante 10 minutos.

Detener la hidrélisis con 10 mL de acido tricloroacético al 5%, y el contenido
de los tubos se filtro usando papel Whatman 542.

3. Tomar 5 mL de cada filtrado y mezclar con 10 mL de NaOH 0.498 N.
4. Anadir 3 mL de reactivo de Folin (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)

diluido 1 mL con 2 mL de agua destilada.

Se mide la absorbancia a 750 nm.

NOTA: Los resultados se expresan como micromoles de tirosina producidos
en 10 minutos por mg de proteina. Los micromoles de tirosina se obtiene
interpolando los valores de absorbancia de una curva estandar de tirosina
con concentraciones de 0 a 1 micromoles de tirosina/5 mL (ver Cuadro 26 y |
Figura 9).
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Cuadro 26. Determinacion de actividad enzimatica.

[{ls] uMol g Muestra 1g

proteina/mL tirosina proteina/mL

0.00 0.000

0.84 0.086

1.68 0.228 0.013 197.53

2.52 0.383 0.013 193.17

3.36 0.531 0.014 199.33

4.20 0.665

5.04 0.801

y = 6.0663x + 0.1854
R?=0.9966

ug proteina/mL

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
uMoles de tirosina/10 minnutos

Figura 11. Curva de actividad proteolitica, determinacion de la actividad proteolitica total.

1 Unidad de actividad = 1uMol tirosina/10 minutos.
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Anexo 3

Rancidez oxidativa.
Método del acido tiobarbittrico (TBA). Vyncke, (1970).

y

Preparar una solucion de ensilado al 2% p/v, en acido tricloroacético al
7.5%, homogenizar y filtrar en papel Whatman 541.
Tomar alicuotas entre 1y 5 mL del filtrado y colocarlas dentro de un tubo

de vidrio con tapa rosca, el volumen se lleva 5 mL con agua desionizada.

. Afadir 5 mL de solucién de TBA (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)

0.02 M e introducirlas en un bafio de agua por 45 minutos.
Luego de este tiempo se enfria y se lee a 538 nm durante los primeros 30
minutos.

Preparacion de la curva.

1.

Se emplea un estandar de tetraetoxipropano (TEP) (Sigma Chemical Co, St
Louis, MO, USA) de concentracion 9.8E-6M.

Se toman alicuotas de 0.4. 0.8. 1.2. 1.6 y 2.0 mL y se llevaron a 5 mL con
agua desionizada.

Se afiaden 5 mL de TBA y se sigue como en las muestras.

NOTA: Es recomendable preparar una solucién stock a fin de obtener la

"solucién de TEP 9.8E-6M.
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Anexo 4

Determinacion de trimetilamina. AOAC, (1990).

1'.

2
3
4
5

o

Preparar una solucién al 10 de ensilaje, use TCA al 7.5%.

. Homogenizar por 5 minutos y filtre con papel Whatman 541.

. Tomar 2 mL del filtrado y colocar en un tubo de tapa rosca.

. Llevar a un volumen de 4 mL con agua desionizada.

. Anadir 1 mL de formaldehido al 20 %, seguido de 10 mL de toluenoy 3 mL

de KzCO; (1:1).

Tapar y agitar en vortex por 20 segundos.

Retirar entre 7 y 9 mL de la capa de tolueno y colocar en tubos que
contengan 0.1 g de Na,SOy anhidro para secar el tolueno.

Retirar 5 mL de tolueno seco, adicionarlo en tubos que contengan 5 mL de
acido picrico. Determinar la absorbancia a 410 nm contra el blanco, el cual
solo es de agua.

Preparacion de la curva.

i

2.

Pesar .682g de hidrocloruro de trimetilamina (Sigma Chemical Co, St Louis,
MO, USA), adicionar 1 mL de HCI (1:3), aforar a 100 mL con agua
desionizada.

Tome 1 mL de la anterior solucién, afiada 1 mL de HCI (1:3), aforar a 100
mL con agua desionizada.

Tome alicuotas de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 mL y lleve a 4 mL con agua
desionizada, y proceda como en la preparacion de las muestras.
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Anexo 5

ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO BIOLOGICO CON POLLOS DE ENGORDA EN
LAS TRES SEMANAS DE DURACION DEL ENSAYO
Ganancia en peso (gramos)
Dias: 1-8
Cuadro 27. Peso en la primera semana.
Testigo 25 50 75 100
R1 163.60 164.90 161.40 14540 151.30
R2 1566.63 168.13 164.60 150.00 146.20

R3 147.89 162.89 151.70 129.22 143.50
R4 169.50 133.33 160.22 110.60 132.56

Analisis de varianza

Fuente DF SS MS F P
Trat. 4 2142 535 3.53 0.032
Error 15 2276 152

Total 19 4417

Cls al 95% para medias

Basado en StDev

Trat. Repe Medias StDev —==—=—===—=-= b —————— A )
1 4 159.41 A 9.31 s TSR )
2 157.31 A 16.13 o i R s S i )
3 q 159.48 A 5.51 [ PSS ¥ i s y
4 4 133.81 B 17.85 (====—m—eteee————— )
5 4 143.39 AB T:91 I )

---------- e e

StDev = 12.32 135 150 165

Comparacion con prueba de Tukey:

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor critico =437
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Ganancia en peso (gramos)
Dias: 8-15

Cuadro 28. Peso registrado en la segunda semana.

Testigo 25 50 75 100
R1 309.38 338.10 345.10 340.40 363.80
R2 346.88 388.63 353.40 339.80 342.50
R3 325.33 383.00 34150 316.89 349.40
R4 34260 34156 366.00 325.20 328.80
Analisis de varianzas
Fuente DF SS MS F P
Trat 4 3049 762 2.59 0.079
Error 15 4412 294
Total 19 7461
Cls al 95% para medias
Basado en StDev
Trat. Rep Medias StDev -—---+-—- . ¥ E
1 4 331.05 A2 17.19 (=—=——m==- ¥ )
2 4 362.82 B 26.69 (==m=———= 6 e o ]
3 4 351.50 AB 10.88 (=== [ TR )
4 4 330.57 A 11.52 (==sewn-== T )
5 4 346.13 AB  14.57 (mmmmmm (SREREENE )
StDev = 17.15 _“;25_ 340 360 380

Comparacion con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor Critico =4.37
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Ganancia en peso (gramos)

Dias:15-22
Cuadro 29. Peso registrado en la tercera semana.
Testigo 25 50 75 100

R1 720.38 704.60 634.80 69220 674.60

R2 703.50 742.00 671.90 662.70 649.89

R3 677.89 74750 74178 612.78 673.30

R4 637.44 718.25 73488 67460 629.11
Analisis de varianzas
Fuente DF SS F P
Trat 4 13481 282 0.063
Error 15 17948
Total 19 31429
Cls individual 95% para medias
Basado en StDev
Trat Rep Medias StDey ——==-- B e Fmmmm e +
1 4 6B84.80 .08 (=m—————— ST PEREE g )
2 4 728.09 16 R A e )
3 4 695.84 43 (=asmamme R )
4 4 660.57 03 e WS )
5 4 656.73 [ N e }
StDev = 34.59 640 680 720 .

Comparacion con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Critical value =4.37



Ganancia en peso (gramos)

Dias: 1-8

Cuadro 30. Peso ganado en la primera semana

Testigo 25 50 75 100

R1 123.80 12450 120.60 104.30 109.90
R2 11543 128.63 12490 109.30 106.20
R3 107.19 121.39 111.60 88.62 103.90
R4 128.60 93.73 119.42 7230 92.86

Analisis de varianzas

Fuente DF SS MS F P

Trat 4 2093 523 3.72 0.027

Error 15 2112 141

Total 19 4205

Cls individual 95% para medias

Basado en StDev

Trat Repe Medias StDey ——=—--= i o e i e i e o e

1 4 118.76 A 9.44 (=== F o )

2 4 117.06 A 15.84 (=== it )

3 4 119.13 A 5.54 free R )

4 4 93.63 B 16.73  (---—--- ¥ )

5 4 103.22 AB 7.33 (mmmmmm W mm e

Pooled StDev = 11.87 ____“;O____ 105 120

Comparacién con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
= 0.00747

Error individual

Valor Critico

=437
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Ganancia en peso (gramos)
Dias: 8-15

Cuadro 31. Peso ganado en la segunda semana

Testigo 25 50 75 100

R1 269.58 297.70 304.30 299.30 322.40

R2 305.68 349.13 313.70 299.10 302.50

R3 284.63 34150 301.40 276.29 309.80

R4 301.70 301.96 325.20 286.90 289.10
Analisis de varianzas
Fuente DF SS MS F P
Trat 4 3080 770 2.73 0.069
Error 15 4228 282
Total 19 7308
Cls individual 95% para medias
Basado en StDev
Trat. Repe  Medias Sthevy ~———t———————== et e e
1 4 290.40 A 16.61 (~------—- Fommmmeem )
2 4 322.57 B 26.50 A i )
3 4 311.15 AB 10.74 [======== e )
4 4 290.40 A 11.05 (======== o i )
5 4 305.95 AB  13.92 fa i A )
StDev = 16.79 _“5;5"" 300 Y

Comparacion con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor Critico =437
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Ganaﬁcia en peso (gramos)

Dias: 15-22
Cuadro 32. Peso ganado en la tercera semana
Testigo 25 50 75 100

R1 680.58 664.20 594.00 651.10 633.20

R2 662.30 702.50 632.20 622.00 609.89

R3 637.19 706.00 70168 572.18 633.70

R4 596.54 678.65 694.08 636.30 589.41
Analisis de varianzas
Source DF SS MS F P
C1 4 13442 3361 2.80 0.064
Error 15 17981 1199
Total 19 31423
Cls individual 95% para medias
Basado en StDev
Trat. Repe Medias StDevy -—-—--—- Fm——————— Fomm— e +
1 4 644.15 A 36.39 (- e )
2 4q 687.84 B 19.90 (===  AE LR ENEY )
3 4 655.49 A 51.47 R R )
4 4 620.40 AB 34.27 (==————— *ommmmm——— )
5 4 616.55 AB  21.23  (---—--—- mmmeee )
Pooled StDev =  34.62 T ew0 | eso 720

Comparacién con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor Critico =437
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Consumo alimento
Dias: 1-8
Cuadro 33. Consumo de alimento en la primera semana.

Testigo 25 50 75 100
R1 128.10 131.80 130.00 106.90 119.40
R2 108.03 153.18 132.70 114.90 115.50
R3 109.88 132.65 116.60 91.73 112.20
R4 135.30 91.21 121.86 86.60 111.88

Analisis de varianzas

Source DF SS MS F P
89 4 1903 476 2.17 0.122
Error 15 3285 219

Total 19 5188

Cls individual 95% para medias
Basado en StDev

rat. Repe Medias StDev —F + = +
4 120.33 A 13.48 (mmmmmm ¥ e )

T

1

2 4 127.21 A 25.96 [=mmm————— TS VTR, )

3 q 125.29 A 7.40 [ o o i )

4 4 100.03 AB 13.13 [mm—————— e )

5 4 114.75 B 351 (—=——emma— o S )
———————— e S

Pooled StDev = 14.80 96 112 128

Comparacion con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor Critico =437
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Consumo alimento
Dias: 8-15
Cuadro 34. Consumo de alimento en la segunda semana.

Testigo 25 50 75 100
R1 252.44 299.10 299.60 287.40 275.60
R2 312.13 333.13 260.20 274.60 281.80
R3 264.78 331.56 299.30 262.22 277.60
R4 298.60 240.60 277.11 272.20 294.89

Analisis de varianzas

Source DF SS MS F P
C1 4 1575 394 061 0.659
Error 15 9611 641

Total 19 11186

Cls individual 95% para medias
Basado en StDev

rat. Repe Medias

4 281.99 A
301.10 B
284.05 A .
274.11 AB 10.36 (mmm———— Kot )
282.47 A 8.67 e W e }

T
1
2
3
4
5

o B B e

Pooled StDev = 25.31 250 275 300 325

Comparacion con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor Critico =4.37



Consumo alimento
Dias: 15-22

Cuadro 35. Consumo de alimento en la tercera semana.

Testigo

25 50

75 100

R1
R2
R3
R4

540.00 599.40 599.10
624.88 747.88 598.60
554.22 585.00 630.89
563.84 726.00 665.75

566.70 500.00
538.60 484.56
576.89 478.60
590.50 448.42

Analisis de varianzas

Source DF SS MS
C1 4 78792 19698
Error 15 31398 2093
Total - 19 110190

Cls individual 95% para medias
Basado en StDev

Trat. Repe Medias StDev
1 4 570.74 AB 37.40
2 4 664.57 A 84.25
3 4 623.59 A 31.91
4 4 568.17 AB  21.99
5 4 477.90 B 21.62
Pooled StDev = 45.75

F P
9.41 0.001
------- fmmm——— e ——————— e
e oo )
e Hemeee )
(mmmmmtmmmmn )
(----- oo )
(----- e )
------- e e e
480 560 640

Comparacion con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor Critico =437
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Consumo alimento
Dias: 1-22

Cuadro 36. Consumo de alimento en las tres semanas.

Testigo

25 50 75 100

R1
R2
R3
R4

920.54 1030.30 1028.70 961.00 895.00
991.50 1234.18 1045.03 928.10 881.86
928.88 1049.21 1046.79 930.84 868.40
997.74 1057.81 1064.72 949.30 855.19

Analisis de varianzas

Source DF SS
Cc1 4 119681
Error 15 34226
Total 19 153907

Cls individual 95% para medias

Basado en StDev

rat. Repe Medias

T

1 4 9598.7
2 4 10%92.9
3 q 1046.3
4 4 942 .3
5 4 875.1
Pooled StDev = 47.8

MS

29920
2282

F P
13.11  0.000
-------- e —————
(====*mmmn)
(====t=mmn)
(mmmmtses)
(=-==*=-=-)
(=== #ooeo)
———————— e e e
300 1000 1100

Comparacion con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor Critico =437
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Conversion alimenticia
Dias: 1-8
Cuadro 37. Conversion alimenticia en la primera semana.

Testigo 25 50 75 100
R1 1.03 1.06 1.08 1.02 1.09
R2 0.94 1.19 1.06 1.05 1.09
R3 1.03 1.09 1.04 1.04 1.08
R4 1.05 097 1.02 1.02 1.20

Analisis de varianzas

Source DF SS MS E P
Repetici 4 0.02565 0.00641 2.17 0.122
Error 15 0.04432 0.00295

Total 19 0.06998

Cls individual 95% para medias
Basado en StDev

Trat. Repe Medias StDev —+m——=m————= . | I —— el

1 4 1.0125 A 0.0492 (=== F o e )

2 4 1.0775 AB 0.0907 [=mmm————— TN )

3 4 1.0500 AB 0.0258 [mm—————— W e )

4 4 1.0325 AB 0.0150 [mmm—————— AR T T )

5 4 1.1150 B 0.0569 R : ST )
e fommm pommmm——— s

Pooled StDev = 0.0544 0.9%60 1.020 1.080 1.140

Comparacion con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor Critico =437



Conversion alimenticia
Dias: 8-15
Cuadro 38. Conversion alimenticia en la segunda semana.

Testigo 25 50 75 100
R1 1.73 1.73 163 147 1.30
R2 1.64 151 138 145 1.44
R3 1.49 1.51 158 140 1.35
R4 1.73 116 135 1.27 1.50

Analisis de varianzas

Source DF SS MS F P
Repetici 4 0.1668 0.0417 2.00 0.146
Error 15 0.3128 0.0209

Total 19 0.4796

Cls individual 95% para medias
Basado en StDev

Trat. Repe Medias
k| 4 1.6475
2 4 1.4775
3 4 1.4850
4 q 1.3975
5 q 1.3975
Pocled StDev = 0.1444

Comparacion con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor Critico =4.37



Conversion alimenticia
15-22

Dias:

Cuadro 39. Conversion alimenticia en la tercera semana.

Testigo 25 50 75 100

R1 131 164 207 161 161
R2 175 212 188 167 1.58
R3 157 1.60 158 1.95 1.48
R4 191 193 180 1.69 1.49

Analisis de varianzas

Source DF SS MS F P

Repe
Error
Total

4
15
19

0.2503 0.0626 1.60 0.225
0.5856 0.0380
0.8359

Cls individual 95% para medias
Basado en StDev

Trat. Repe Medias SEDey: ermpene = fmm—————— ==
1 4 1.6350 AB 0.2574 (==mmmmm——e Fomm e )
2 4 1.8225 A 0.2469 ko on o e S e )
3 4 1.8325 A 0.2029 {rmmm o e )
4 4 1.7300 RB 0.1506 e Hramm s massmms )
5 4 1.5400 B 0.0648 (--=—==—-—- e e i )

B s ettt T pmmmm e tommm e =
Pooled StDev = 0.1976 1.40 1.60 1.80 2.00

Comparacién con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor Critico

=437
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Conversion alimenticia

Dias: 1-22
Cuadro 40. Conversion alimenticia en las tres semanas.
Testigo 25 50 75 100
R1 1.36 1.48 1.59 1.37 1.33
R2 1.44 1.61 1.44 1.39 1.37
R3 1.36 1.40 1.40 1.46 1.30
R4 1.56 1.35 1.39 1.33 1.40

Analisis de varianzas

Source DF SS MS F P
G 4 0.03528 0.00882 1.25 0.332
Error 15 0.10578 0.00705

Total 19 0.14105

Cls individual 95% para medias
Basado en StDev

Trat. Repe Medias StDev ———4———————— Fm———————— o ————— b
1 4 1.4300 AB 0.0945 (masadnaas e )
2 4 1.4600 A 0.1134 e o e e i e )
3 4 1.4550 AB 0.0926 [amemmam—m- R )
4 4 1.3875 AB 0.0544 e Bttt )
5 4 1.3500 B 0.0440 [orommiin i R e ]

e ————— o ———— Fmmmmm———— o
Pooled StDev =  0.0840 1.280 1.360 1.440 1.520

Comparacion con prueba de Tukey

Familia del error = 0.0500
Error individual = 0.00747

Valor Critico =437



Anexo 6

Cuadro 41. Requerimientos de nutrimentos como porcentaje de dieta
(90% material seca). Tomado del NRC, 1994.

Nutrientes Unidad 0-3 3-6 6-8

g/100g  Semanas®; Semanas *;Semanas

3,200° 3,200° %; 3,200°
Proteina cruda 23.00 20.00 18.00
Aminoacido
s
Arginina 1.25 1.10 1.00
Glicina + serina 1.25 1.14 0.97
Histidina 0.35 0.32 0.27
Isoleucina 0.80 0.73 0.62
Leucina 1.20 1.09 0.93
Lisina 1.10 1.00 0.85
Metionina 0.50 0.38 0.32
Metionina+ cistina 0.90 0.72 0.60
Fenilalanina 0.72 0.65 0.56
Fenilalanina + tirosina 1.34 1.22 1.04
Prolina 0.60 0.55 0.46
Treonina 0.80 0.74 0.68
Triptofano 0.20 0.18 0.16
Valina 0.90 0.82 0.70
Grasa (g/100g) |

Acido Linoleico 1.00 1.00 1.00
[ Macrominerales (g/100g) |
Calcio 1.00 0.90 0.80
Cloro 0.20 0.15 0.12
Magnesio (g/100g) 600 600 600
Faésforo no fitico 0.45 0.35 0.30
Potasio 0.30 0.30 0.30
Sodio 0.20 0.15 0.12
| Minerales traza (g/100g) |
Cobre 8 8 8
Yodo 0.35 0.35 0.35
Fierro 80 80 80
Manganeso 60 60 60
Selenio 0.15 0.15 0.15
Zinc 40 40 40
Continuacion
[ Vitaminas liposolubles
A u* 1,500 1,500 1,500
Ds ICU** 200 200 200
E u* 10 10 10
K (gi00g)  0.50 0.50 0.50
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Vitaminas hidrosolubles (g/100g)

B2 0.01 0.01 0.007
Biotina 0.15 0.15 0.12
Colina 1,300 1,000 750
Folacina 0.55 0.55 0.50
Niacina 35 30 25
Acido pantoténico 10 10 10
Piridoxina 3.5 35 3.0
Riboflavina 3.6 3.6 3
Tiamina 1.80 1.80 1.80

Nota: Los datos experimentales y carencias estan estimados en base a
valores obtenidos para las diferentes edades y la especie en estudio,
presentandose en letras italicas.
® De 0-3, 3-6 y 6-8 semanas de intervalo para requerimientos de nutrientes y
basados en la cronologia con los datos disponibles de investigacion, aunque
esos requerimientos de nutrientes son proporcionados a intervalos de
edades cortas o basados en el consuo base del alimento.
® Las concentraciones de energia se basan en dietas tipicas, estan
expresadas en kcal E,/kg de dieta. Los valores diferentes de energia
pueden ser apropiados dependiendo de los ingredientes locales, precios y
disponibilidad.
¢ Los pollos de engorda no tiene un requerimiento de proteina cruda per
se. Aunque la proteina cruda puede ser suficiente necesitan de una fuente
de nitrégeno que supla las necesidades de sintesis de aminoacidos no
esenciales. Lo requerimientos sugeridos para proteina cruda son tipicos de
los derivados con dietas maiz-soya y los niveles pueden ser reducidos al
incorporar aminodcidos sintéticos.

Los requerimientos de calcio pueden aumentar con dietas de altos niveles
de fosforo fitico (Nelson, 1984).
* IU Unidades internacionales
** |CU Unidades internacionales pollito (sigla en inglés)
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Anexo 7

Estufa 37 °C

Motor

Termometro

Armario

Agitador

Termostato : O J

Equipo piloto de hidrolisis

Figura 12. Equipo piloto de hidrolisis.
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