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RESUMEN

El ensilado de pescado es un producto liquido, efaborado del animal entero
0 partes del mismo en el que se lleva a cabo la licuefaccion de la masa por accion
de enzimas proteoliticas presentes en él, con ayuda del 4cido afiadido, mismo que
contribuye también a la degradacion del hueso y a evitar el desarrollo microbiano.
El ensilaje ofrece la ventaja de ser un método sencillo y barato de aprovechar los
desperdicios y recortes de pescado en la industria, mediante el cual se obtiene un
alimento para animales con una prolongada vida de anaquel.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la calidad proteinica de un
ensilado de pescado sierra (Scomberomorus sierra), que es un pescado comercial
muy barato, para conocer si ésta se habia afectado significativamente durante ia
efaboracion y el procesamiento, realizando la comparacion con la harina del propio
pescado y con mezclas del ensilado con harina de maiz y harina de sorgo,
haciendo uso de la prueba biclégica de REP (Relacion de Eficiencia Proteinica).
Ademas se determiné fa digestibilidad “in vivo” de cada fuente proteinica, como
otro indicador de su calidad.

Los resultados obtenidos mostrardn que la calidad proteinica del ensilado
se afect6 negativamente en comparacién con la harina de pescado, sin embargo,
se presenté una mejora en la misma al suplementar el ensilado con sorgo y con
maiz; por otro lado, la calidad proteinica de la mezcla de ensilado con sorgo fue
mejor a la del ensilado con maiz, debido a que este Gltimo es deficiente en
triptofano mientras que el sorgo tiene una importante cantidad de este aminodcido.
Por esta razon se debe considerar al ensilado 4cido de pescado como un producto
de alta calidad nutrimental al mezclario con cereales que suplementen |a
deficiencia de triptofano del mismo; ademas es un producto economico, facil de
elaborar, con una buena estabilidad microbiana e inocuo para la alimentacion
animal.
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CARACTERISTICAS DEL PEZ SIERRA

Es un pez muy abundante en las costas del Pacifico y del Golfo de México,
lo que lo convierte en un pescado comercial de bajo costo; por este motivo se
escogid para la elaboracion del ensilado.

Nombre cientifico:(Scomberomorus sierra)).

Otros nombres: Sierra, sierra del Pacifico, serrucho, carite sierra, macarela

sierra
Familia: Scombridae
Orden: Perciformes
Clase: Actinopterygii
Maximo tamario: 99.0cm; max. peso: 8,160g
Ambiente: Pelagico; marino; rango de profundidad: 0-12m
Clima: Tropical; 35°N-25°S
Importancia: Pesca comercial
Distribucion: Pacifico Central Este: Océano Pacifico y Golfo de México, la

Joya en sureste de California, USA a las Galapagos, 1a Isla
Paita en Peri; recientemente reportados en Antofagasta,
Chile.

Morfologia: Espinas dorsales (total). 15-18; rayos dorsales (total):16-19;
rayos terminales: 16-21; vértebras: 46-49. Proceso intrapelvico
pequeiio y bifido. Linea lateral gradualmente curva hacia
abajo. Lados plateados con numerosos puntos cafés {naranjas
en vida).

Biologia: Aparece cerca de la superficie en aguas costales hasta los
fondos de placa continental. Los adultos se alimentan de
peces pequefios particularmente las anchoas. Es el pez mas
abundante en las costas del Pacifico de Meéxico y

Centroaméricayy).
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ENSILADO

En términos generales el ensilado se define como un proceso de
preservacion de forrajes hiimedos, residuos agricolas o subproductos de origen
animal. Dicho proceso se lleva a cabo mediante |a aplicacion directa de acidos o
bien, por la produccién de los mismos durante la fermentacion y por la
degradacion debida a enzimas propias del material; de esta manera se cuenta con
un buen nimero de productos empleados para la elaboracion de ensilados, entre
ellos el ensilado de pescado.

El ensilado de pescado es un producto liquido, elaborado de pescado
entero, de fragmentos o desechos del mismo, donde se fleva a cabo la
licuefaccion de la masa por la accién de enzimas presentes en él, debido a la
adicion de acido, el cual contribuye a la degradacion del hueso y disminuye el pH
entre 2 y 4, valor éptimo para la actividad enzimatica de la pepsina del pescado y
de otras enzimas proteoliticas: el producto resultante es un alimento para animales
con una prolongada vida de anaquel, ya que si la acidificacion es correcta, se
almacena hasta por dos afos sin putrefaccion en un cuarto a temperatura

ambiente(z._r,).

Importancia del ensilado de pescado

Una de las finalidades del ensilado de pescado es evitar los gastos de
combustible, energia, maquinaria Y equipo que requiere la produccion de harina de
pescado, convirtiéndose asi en una solucién en paises donde las condiciones
economicas y/o técnicas no permiten la implantacion de opciones complejas. Es
importante sefialar que la elaboracién de harina de pescado, ain cuando se
realice en condiciones adecuadas, provoca una ligera pérdida de la calidad
proteinica del pescado debido al calor utilizado en la desecacion, situacion que no
se presenta con la elaboracion del ensilado ya que no se aplican altas
temperaturas.

Actualmente la conversion de desperdicios de pescado en ensilado liquido
mediante la acidificacion y autodigestion esta logrando una produccion comercial,

especialmente en Dinamarca y Poloniags ).

& :
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Elaboracién de! ensilado

Ensilado dcido

Antes de la adicion de acidos las partes de pescado a utilizar deben
molerse lo mas fino posible, con la finalidad de que la distribucién de las enzimas y
del acido sea homogeénea, de lo contrario, se puede producir putrefaccion en
ciertas zonas si el pH no es lo suficientemente bajo para inhibir el crecimiento de
microorganismos. Posteriormente se continla con la adicion de acido para
mantener el pH bajo. Si se utiliza un acido inorganico, como el clorhidrico o el
sulfurico, es necesario afiadir suficiente cantidad para que el pH descienda a 2.0-
2.5; si se usan acidos organicos, como el acido formico, el lactico o el acético, el
pH desciende a 4.0-4.5. La mezcla se agita en forma peridédica para acelerar la
licuefaccién y se mantiene a 37°C ya que a esa temperatura las enzimas
proteoliticas funcionan mas eficientemente y a temperaturas menores Ia hidrélisis
es mas lenta. La eleccion del acido a emplear (inorganico, organico o mezclas)
dependera de la disponibilidad, del costo y de las condiciones bajo las cuales se
prepara el producto.

Si se utiliza pescado aceitoso, se debe separar el aceite a fin de evitar la
posibilidad de olores desagradables en la carmne de los animales que fueron
alimentados con este ensilado. La separacion del aceite puede realizarse después
de la hidrolisis, calentando el ensilado a tempefaturas de 65 a 70°C, realizando
una decantacion y posteriormente sometiéndolo a una centrifugaciong, s.g).

Finalmente el ensilado se debe conservar en recipientes que resistan la
elevada acidez, también se debe eliminar todo el aire que sea posible, antes de
cerrar herméticamente los recipientes, para evitar el enranciamiento. Este
producto se mantiene en buen estado durante muchos meses, si la acidificacién
se realiza correctamente puede almacenarse a temperatura ambiente hasta por
dos afios.

La calidad del ensilado va a depender de la calidad de la materia prima vy el
grado de hidrdlisis depende del tipo de materia prima, de su grado de frescura y

de la temperatura del procesoy, 3 6, 10).
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El ensilado de pescado también se puede hacer mediante la adicion de
enzimas proteoliticas, generalmente de origen vegetal, principalmente bromelina
(de pifia) o papaina (de papaya); sin embargo, este proceso es mas caro y
complejo, por lo que se prefiere usar acido y las enzimas digestivas del propio

pezgs;.

Ademas del ensilado &cido, existen el ensilado biolégico y el ensilado
alcalino. La diferencia entre estos tres se basa en la técnica utilizada para realizar

la hidrdlisis de las proteinas (sobre todo el tipo de reactivo empleado).

Ensilado biolégico

Es aquel que requiere la adicién de una fuente de carbohidratos y un
almacenamiento en condiciones anasrobias, el acido que propicia la actividad
enzimatica es el acido lactico producido durante la fermentacion por bacterias
previamente inoculadasss).

Para lograr la fermentacion microbiana, el material se conserva
herméticamente, se adiciona una fuente externa de carbohidratos (ya que el
contenido de éstos en el pescado es muy bajo) y se inocula la mezcla con el
cultivo bacteriano. Ademas de servir como fuente de carbono, los carbohidratos
actian como fuente de energia y de algunos lactobacilos, sin embargo, en
ocasiones es necesaria la adicion de microorganismos especificos,.

Mediante este proceso ciertas bacterias fermentan los carbohidratos y
producen el acido lactico, que es el responsable de la conservacién del producto,
al disminuir el pH. Se han empleado muchos tipos de carbohidratos: salvado de
arroz, patatas, yuca, melaza, harina de maiz.

Cuando sdlo se emplea almidon, puede afiadirse una enzima que lo
convierta en monosacaridos, como ocurre con la amilasa de la malta.

Este proceso bacteriano es mas dificil de controlar que el simple tratamiento
de acidificacion y en manos inexpertas puede dar lugar a la obtencion de

productos putrefactos 12).
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Ensilado alcalino

Aunque el ensilado &acido ha sido el mas comun, se han tratado de
desarrollar otros métodos con algunas variantes, en Islandia se ha intentado
preservar la viscera del pescado bajo condiciones alcalinas utilizando amoniaco
obteniendo buenos resultados, sin embargo, al igual que con el ensilado 4cido,
existe la posibilidad de que se dafien importantes aminoacidos, disminuyendo su
calidad nutritiva; ademas es peligroso por la formacion de lisinoalanina, un

aminoacido que resulta toxico en animaless, 1o, 135.
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Composicion quimica del ensilado de pescado

El ensilado tiene similar composicién y contenido de materia seca que el
pescado del que procede. Se espera que el contenido de nitrégeno total, grasa y
humedad sean iguales, pero si se utilizan acidos inorganicos el contenido de
cenizas debe aumentar. En el ensilado se hace presente fa trimetilamina (TMA),
producto de la degradacion bacteriana y enzimatica del éxido de trimetilamina que
contiene el pez vivo. El contenido de nitrégeno no proteinico (NNP) aumenta en el
ensilado, debido principaimente a la presencia de aminoacidos libres, TMA y
amoniaco.

Se ha demostrado que el ensilado de pescado puede ser una buena fuente
de proteina (aminoacidos) y que su valor nutritivo es comparable al de la harina de
pescadog g).

La carne de pescado se compone, principalmente, de agua, proteina y
grasa. También se constituye por otros componentes minoritarios como son:
bases nitrogenadas, aminoacidos libres, azucares, minerales y vitaminas. El
contenido de cada uno de ellos dentro de una misma especie de pescado puede
variar debido a la edad y tipo de alimentacion del pescado, a diferencias

estacionales, a la temperatura del agua, y a otros factores, 14).

Agua. Ei porcentaje de agua es bastante constante en los peces magros,
alcanzando por término medio un 80%, pero liega también al 83% en peces de
estructura particularmente blanda. En los peces grasos las cifras son mas
variables. El pescado sierra tiene en promedio un contenido de humedad de
74.7%14, 15).

Proteinas. Estas son proteinas de alto valor biolégico, comparables a las de la
leche y el huevo, lo que las convierte en el componente mas importante del

pescado. Las proteinas del pescado no solo estan bien proporcionadas en la

] .
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mayoria de los aminoacidos esenciales, sino que ademas son de facil digestion y
proporcionan elevadas cantidades de lisina y de triptofano, que esta deficiente en
la mayoria de los cereales. Las proteinas se hallan contenidas en la carne de
pescado en un 17-20%. El pescado sierra tiene en promedio un contenido de
proteina bruta de 19.43%14.16).

Grasa. Este es el componente mas variable en el pescado, tanto, que resulta
necesario hacer una distincién entre pescados magros y pescados grasos. Lo que
varia es la cantidad y tipo de deposito en el cuerpo, siendo una buena fuente de
acidos grasos Q-3 y Q-6. La elevada proporcion de acidos grasos insaturados
Supone una gran ventaja desde el punto de vista nutritivo, pero tiene el
inconveniente de perjudicar la capacidad de conservacién, puesto que todos los
aceites de pescado tienden al enranciamiento. El pescado sierra tiene en
promedio un contenido de extracto etéreo de 3.43%14. 15).

Componentes minoritarios:

Bases nitrogenadas. Estos compuestos pueden considerarse
quimicamente emparentados con el amoniaco. Dos de estos compuestos
nitrogenados son el 6xido de trimetilamina y la urea. Ambos son sélidos incoloros,
el oxido de trimetilamina casi carece de olor y la urea carece totalmente. Las
enzimas de ciertas bacterias convierten el 6xido de trimetilamina en trimetitamina y
producen amoniaco a partir de la urea, ambos de olor desagradable. La medicion
de trimetilamina (TMA) es un indice para conocer el grado de descomposicién por
bacteriasg.

Aminodcidos libres. Algunos aminoacidos se encuentran en forma de
péptidos, en los que solo participan dos o tres moléculas de aminoacido en cada
molécula del compuesto. Estos compuestos simples pueden considerarse
conjuntamente con los aminoacidos libres. Entre los aminoacidos libres ocupan

lugar preponderante la glicina y p-alanina. Dos compuestos que forman

2] 10
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proporciones importantes de los aminoacidos libres totales son la taurina y
creatina; estas sustancias no intervienen en la constitucién de las proteinas, sin
embargo la taurina se halla estrechamente emparentada con la cisteina, que
forma parte de las proteinas, 14). ‘

Carbohidratos. El contenido de hidratos de carbono es tan bajo que se
puede despreciar en la composicion del pescado. El principal azucar libre de la
came de pescado es la glucosa. Esta participa en la reaccion de pardeamiento,
conocida como reaccién de Maillard, en la que se produce un color oscuro y un
aroma desagradable y si la reaccion esta suficientemente avanzada, los
productos se hacen insolubles en agua. Esta reaccién se lleva a cabo al calentar
soluciones acuosas de aminoacidos y azlcares reductores. El aminoacido mas
afectado por esta reaccion parece ser la lisina, ya que el grupo épsilon —NH, libre
de la lisina reacciona selectivamente. La ribosa, se encuentra también en el

pescado y es un agente de pardeamiento particularmente reactivo, 17, 18).

Minerales. En general puede decirse que la carne de pescado se parece a
la carne de mamiferos y aves en lo que se refiere a su contenido en minerales
utiles. Los minerales contenidos en el pescado son: potasio, sodio, calcio,
magnesio, hierro, cobre, manganeso, zinc, cobalto, fosforo, azufre, cloro y yodo.
Algunos de estos elementos son tan abundantes en la mayoria de las dietas que

su cantidad en el pescado apenas tiene interés).

Vitaminas. Todas las vitaminas necesarias para el hombre se hallan en el
pescado, aunque su distribucion en los diversos tejidos es muy irregular. El aceite
de pescado es rico en las vitaminas liposolubles A y D. El higado de pescado es

maés rico en vitaminas que el resto del organismog, 14).

11
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Cambios quimicos en el ensilado

El ensilado acido de pescado es un producto relativamente estable desde el
punto de vista microbioldgico, sin embargo las enzimas presentes en el material
producen ciertos cambios cuando Ia autdlisis se deja continuar; el porcentaje de
nitrégeno de los aminoacidos libres aumenta mientras que el de los polipéptidos
disminuye; una posterior degradacién de los aminoacidos produce amoniaco
ocasionando pérdidas de aminoacidos 1g).

La autdlisis no parece alterar la composicion de aminoacidos de manera
significativa; sin embargo hay informes de que el triptofano, por ser inestable en
condiciones &cidas, constituye el primer aminoécido fimitante en el ensitado de
pescado, problema que se puede solucionar si se le mezcla con cereales ricos en
este aminoacido, como el mijo y el sorgo, o una leguminosa como la soya; no con

maiz, pues también es escaso en triptofano, 20)-

El material lipidico de! pescado constituye una fuente concentrada de
energia y contribuye ademas a los requerimientos esenciales de acidos grasos.
Sin embargo se pueden llevar a cabo procesos oxidativos, que son de gran
importancia por los efectos antinutrimentales y la toxicidad de los hidroperoxidos

que son altamente reactivossg).

Algunos antioxidantes como el etoxiquin, el butilhidroxitolueno (BHT) vy
butilhidroxianisol (BHA) pueden ser utilizados para evitar la oxidacién, sin
embargo, permanece el riesgo de que la carne de! animal se impregne de sabor.
También se ha utilizado formaldehido para mantener la calidad del aceite dentro
de rangos aceptables,).

Los principales cambios que ocurren en ensilados de pescado son la
oxidacion de lipidos y la protedlisis enzimatica, lo cual puede afectar su utilidad

como fuente de alimento para animales ;).
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Ventajas en la obtencion de ensilado de pescado:

¢ Los costos de produccion de ensilado de péscado a escala industrial resuttan
menores a los costos de produccion de harina de pescado.

* En el proceso de elaboracion de harina de pescado se presenta mas
faciimente la contaminacion bacteriana y posible presencia de toxinas.

» El ensilado de pescado puede utilizarse para aprovechar los desperdicios de
pescado, ya que la carne utilizada para consumo humano representa alrededor
del 40%, lo que significa que aproximadamente un 60% constituye un
subproducto que puede ser utilizado en los ensilados como fuente de proteina

para alimentacion animal, evitando también la contaminacién ambiental.

Desventajas:

e La elaboracién de harina de pescado es bien conocida y existe una
metodologia bien establecida. La elaboracion de ensilado, por el contrario, se
esta introduciendo apenas y no es ampliamente conocida.

 El ensilado liquido de pescado es 4-5 veces mas voluminoso que {a harina, lo
que hace mas cara cada unidad de proteina, ya que esta se encuentra diluida
a diferencia de la harina, en la que se ha eliminado el agua.

» El gran contenido de agua en el producto plantea también un problema en la
preparacién de la racion.

* El ensilado liquido no puede distribuirse en sacos, por lo que el
almacenamiento y transporte son mas costosos, necesitandose envases mas

caros que los utilizados en la harinag, s ).
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Aungque la principal desventaja en el ensilado es su alto contenido de agua,
se puede solucionar secando el producto mediante la incorporacion de una fuente
energética, como son los cereales, a la vez que la dieta se hace mas eficiente,
pues las proteinas del pescado suplen las de los cereales. De este modo
eliminamos todas aquellas desventajas asociadas con el alto volumen, facilitando

el manejo, transporte y almacenamiento del ensilado.

En paises como México, con frecuencia se encuentran productos agricolas
ricos en carbohidratos a precios relativamente bajos y que pueden mezclarse con
el ensilado de pescado, ejemplos de estos son las harinas de trigo, maiz, arroz,
sorgo, avena, cebada y centeno o la yuca y papa deshidratadas: empleando en el

proceso un equipo simple y requiriendo una demanda tecnoldgica bajaga.
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FACTORES QUE CONDICIONAN EL VALOR PROTEINICO 23

El valor nutritivo de un alimento esta ligado a su contenido de aminoacidos
esenciales.

Se sabe que las necesidades exactas de aminoacidos varian con la especie
animal; mientras que el adulto humano requiere 8 aminoacidos (ile, Leu, Lis, Fen,
Met, Tre, Tri y Val), la rata requiere 10 (ile, Leu, Lis, Tir, Cis, Tre, Tri, Val, His,
Arg). Otros aminoacidos, aunque también sean esenciales para el animal, pueden
ser sintetizados mediante interconversiones del aporte total de aminoacidos.

Et valor proteinico de un alimento corresponde a su capacidad para
satisfacer las necesidades del consumidor en nitrégeno y aminodcidos y asegurar
asi un crecimiento y mantenimiento convenientes. Esto depende de varios

facto r€S(s, 23-26).

Calidad de las proteinas. La “calidad” de una proteina alimenticia
depende de la naturaleza y cantidades de aminoacidos esenciales que contiene, lo
que representa una medida de la eficacia de como el organismo puede utilizar esa
proteina. Una proteina “equilibrada “ o de “alta calidad”, contiene los aminoacidos
esenciales o indispensables en proporciones correspondientes a las necesidades
del organismo.

Disponibilidad de aminoacidos. Los aminoacidos presentes en las
proteinas de los alimentos no estan siempre “disponibles” de forma total, porque Ia
digestion de la proteina o la absorcion de los aminoacidos puede ser incompleta.
Generalmente, los aminoacidos de las proteinas animales se digieren y absorben
en una proporcion del 90%, mientras que los de algunas proteinas vegetales sélo
pueden ser liberados y absorbidos en un 60-70%. Esta deficiente utilizacion de
ciertas proteinas puede deberse a varios factores:

15
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La conformacién de la proteina; las proteasas atacan mas lentamente a las
proteinas insolubles que a las solubles. Sin embargo, frecuentemente, ia
desnaturalizacion proteinica por medio de un calentamiento moderado
aumenta la digestion.

La fjjacién a las proteinas de metales, lipidos, acidos nucleicos, celulosas y
otros polisacéaridos pueden disminuir parcialmente ia digestion.

La presencia de factores antinutrimentales, tales como los inhibidores de
tripsina y quimiotripsicos que pueden disminuir fa digestion de las proteinas.
Asi mismo otros inhibidores alteran la absorcion de los aminoacidos.

El tamario y fa extensién de la superficie de las particulas proteinicas
ingeridas pueden influir en la digestibilidad. Por ejemplo, una fina molturacién
de la harina tiende a mejorar la digestibilidad de las proteinas de los
cereales.

Los tratamientos térmicos a alta temperatura o a pH alcalinosfacidos o en
presencia de gltcidos reductores, bajan, frecuentemente, la digestibilidad
proteinica y disponibilidad biolégica de algunos aminoacidos, especiaimente
la lisina. '

Las diferencias bioldgicas existentes entre individuos pueden afectar a su
capacidad para digerir las proteinas y absorber los aminoacidoszg,.

16




ANTECEDENTES

DETERMINACION DEL VALOR PROTEINICO DE UN ALIMENTO

Para determinar el valor nutritivo de las proteinas se utilizan varios
métodos bioldgicos o quimicos, una vez valorada la proteina problema, resulta
necesario compararla con un estandar o patréngs, 27

En el presente escrito solo se describen algunos de estos métodos:
Métodos bioldgicos.

Los ensayos bioldgicos se basan en medir el crecimiento o la retencion de
nitrbgeno en animales experimentales (tales como las ratas) o en el hombre, en
funcion del aporte proteinico. Para que la precision sea satisfactoria y los datos
significativos, hay que utilizar varios animales para cada ensayo e interpretar los
resultados estadisticamente, normalizando las condiciones experimentales.
Generalmente se mantiene bajo el nivel proteinico de la racion (alrededor del 10%
en la dieta), de forma que el aporte proteinico resulte inferior a las necesidades.
También tiene que ser apropiado el suministro de energia y de los restantes
nutrimentos. En esas condiciones, Ia proteina se utiliza eficazmente y los
resultados experimentales sefialan las diferencias de valor nutritivo de las
proteinas estudiadas reflejando el maximo valor de cada una de ellass),

Dentro de fas ventajas del uso de animales de laboratorio se encuentra que
la metodologia es mas flexible que la que se puede utilizar con los humanos, ya
que se logra tener control sobre la dieta cuantitativamente. Ademas la genética y
el ambiente son controlables, permitiendo la evaluacion de variables
especificas s 2q).

Existen factores que ejercen influencia sobre los resultados de los
bioensayos como sonsg):

* Edad y sexo del animal

* Cepa

17
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* La calidad y cantidad de proteina
* Tiempo de experimentacion

* Condiciones ambientales
Relacién de Eficiencia Proteinica (REP)

En 1919, Osborne, Mendel y Ferry introdujeron el concepto de Relacion de
Eficiencia Proteinica; este procedimiento, con ligeras modificaciones, es el mas
utilizado dentro de las pruebas biolégicas en la evaluacion de una fuente de
proteina. Consiste en controlar el crecimiento de ratas jovenes, alimentadas con ia
proteina problema bajo condiciones estandarizadas y se calcula como la ganancia
en peso (gramos) de los animales por gramo de proteina ingerida. Los autores
recomendaban administrar cada proteina a su concentracion optima en la dieta,
pero como esta concentracién varia de una proteina a otra (el nivel sera mas baijo,
cuanto mejor sea la calidad), por convencion internacional, para evitar ensayos
previos, las proteinas se ensayan a una concentracion de 10% en la dieta. El
experimento se realiza con ratas de alrededor de 21-23 dias de edad,
manteniéndolas en jaulas individuales y el ensayo dura 3-4 semanas. Las
condiciones para la determinacion de la REP fueron reportadas por la AOAC
(Association of Official Analytical Chemist) e incluyen el empleo de dietas,
animales y duracién de la prueba estandarizadosr, 30.33)-

El método tiene como ventajas: 1) necesita poco trabajo analitico: la Gnica
determinacién que se requiere es la del nitrbgeno en la dieta; 2) se puede aplicar
calculo estadistico, por trabajar con jaulas individuales: 3) puede ensayarse en
cualquier organismo en crecimiento, incluso en nifios menores, esto cuando se
usan alimentos convencionales,y,.

Las principales desventajas son: 1) no siempre el peso ganado es fiel reflejo
de la proteina depositada; determinadas dietas pueden provocar retencion de
agua ylo depésito exagerado de lipidos; 2) algunas proteinas administradas al
10% no producen crecimiento e incluso pueden condicionar descenso del peso; en

estos casos el numerador es cero o negativo y después de cuatro semanas de
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experimentacion no se obtiene ningun resultado; 3) los resultados se ven
influenciados por la cantidad de dieta ingerida v, por lo tanto, la palatabilidad incide
en forma importante ;7).

Para reducir el error experimental al minimo es necesario una estricta
estandarizacion del procedimiento, las condiciones climaticas son de las mas
importantes. La temperatura del cuarto debe estar entre 22 y 24°C, la humedad
relativa entre 50 y 65%. El peso, la cepa y el sexo de los animales experimentales
deben ser estandarizados, teniendo como prerequisito utilizar animales sanos. El
rango en el peso inicial de los animales no debe variar en mas de 10g0)-

Este método es el mas simple para evaluar la calidad de una proteina, se
calcula al final del bioensayo y se define como:

REP= ganancia en peso (g) / proteina ingerida (g)

Relacién de Proteina Neta

Cuando se incluye en el calculo del REP la perdida de peso de un grupo de
ratas alimentadas con un régimen exento de proteinas, éstas ultimas pueden
valorarse por su capacidad para el mantenimiento y crecimiento con lo que nos
dan un valor conocido bajo el término de RPN (Relacion de Proteina Neta). En
este ensayo se asume que la proteina requerida para prevenir la pérdida de peso
de las ratas alimentadas con la dieta exenta de proteinas, es equivalente a las
necesidades proteinicas para su mantenimiento. Este estudio solo requiere de 10
dias de experimentacion zs).

Digestibilidad de las proteinas

La digestibilidad (D) es un dato bioldgico Y no es por si solo un indice de
calidad, es sdlo uno de los factores condicionantes de ella. La digestibilidad es Ia
fraccion de nitrogeno ingerido que ef animal absorbe. En general se sabe que los
alimentos de origen animal son mas digeribles que los de origen vegetal, lo

anterior se atribuye a que tienen un menor contenido de fibra y como
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consecuencia, hay una menor velocidad de transito en el tracto intestinal, que
provoca una mayor absorcion de nutrimentos7 a4). La digestibilidad se expresa
porcentualmente:

D= i?x100, donde

A =nitrégeno absorbido
| = nitrégeno ingerido

El nitrégeno absorbido se calcula por la ‘diferencia del nitrégeno ingerido
menos el nitrégeno fecal del individuo de experimentacion. Sin embargo, en las
heces siempre se esta eliminando una cantidad de nitrégeno que no proviene de
la dieta, sino de la descamacion del tubo digestivo, de los jugos y secreciones y de
la flora intestinal, que constituye una pérdida inevitable de nitrégeno, para eliminar
este error se determina el nitrogeno fecal de animales alimentados con una dieta

libre de nitrégenozy.
Utilizacion Proteinica Neta

El método de utilizacion proteinica neta, UPN es original de Miller y
Benders, y consiste en medir el porcentaje de nitrogeno retenido en el organismao
(R), que el animal ingiere (I):

UPN =R/ x 100

I = nitrégeno ingerido

R = nitrégeno retenido

Se puede realizar el calculo del nitrégeno retenido como la diferencia entre
el nitrégeno corporal alcanzado al final del ensayo menos el nitrégeno corporal
que habia al inicio def mismo, lo que de hecho no es posible en las mismas ratas;
ademas, habria que considerarse el nitrbgeno endogeno excretado. Una manera
mas practica seria plantear la diferencia entre el nitrdgeno corporal de ratas
alimentadas con la dieta en ensayo menos el nitrégeno corporal de ratas
alimentadas durante el tiempo con una dieta aproteica (libre de nitrégeno). Pero

determinar nitrégeno corporal es mas complicadoy, 3s).
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Métodos quimicos.

En la mayoria de los métodos quimicos, el valor nutritivo de una proteina se
determina sobre la base de su contenido en aminoacidos esenciales con relacion

a las necesidades humanas de los MisMOos23).
Calificacion Quimica

La Calificacion Quimica (CQ) o indice quimico de una proteina consiste en
confrontar su composicién de aminoacidos con la de una proteina patrén. En 1955
un Comité de Expertos de fa FAO diseid una proteina tedrica, inexistente,
constituida por una mezcla de aminoacidos esenciales en proporciones que, a la
luz de los conocimientos habidos hasta ese 'momento parecia 6ptima como
proteina patrén, se supuso que esta proteina tedrica tenia una utilizacion de
100%. Se ha propuesto el uso de otros patrones: proteina de leche humana, de
leche de vaca, de huevo entero de gallina, y en 1971, FAO lanzd otro estandar
teorico, basado en las necesidades del preescolar. Pueden emplearse también los
requerimientos de aminoacidos esenciales de la especie con la cual se trabaja en
lugar de usar como patron una proteina.

Con este método se observa cual de los aminoacidos de la proteina
problema esta mas deficiente respecto al contenido del mismo aminoacido en la
proteina patron y se expresa porcentualmente, el aminoacido que es mas
deficiente que el resto de los aminoacidos recibe el nombre de limitante. El
porcentaje mas bajo define el grado de limitacién y recibe el nombre de calificacion
quimicagsz).

Para determinar la deficiencia de cada amino4cido, expresada en
porcentaje se realiza el calculo siguiente:

ca-= [(aamuestra/total aamuesha) / (aapalrtm./tota' aapatrén)]*100

Los resultados se expresan como g de aminoacido / 16g nitrdgeno que es
equivalente a 100g de proteina.
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El aminoacido que arroje el valor mas pequefio sera ef aminoacido limitante
y ese valor correspondera a la calificacion quimica.

Frente a los ensayos biolégicos, esta calificacion, en general, tiene un valor
predictivo. La correlacién entre los resultados de los ensayos biologicos y los
indices quimicos mejora cuando estos se corrigen segiin la ‘“digestibilidad
proteinica global”, que puede determinarse por métodos enzimaticos rapidos in

VifI'O(zg_ 27)-
Métodos enzimaticos y microbiolégicos.

Los métodos enzimaticos empleados para evaluar la calidad proteinica, se
basan en medir la liberacién de aminoacidos esenciales después de la exposicién
de la proteina a la accion de una o varias proteasas bajo condiciones
normalizadas; es decir, mediante una digestion enzimatica in vitro, tratando de
imitar fa accion del sistema digestivo de mamiferos monogastricos.

Uno de estos métodos es el que utiliza la enzima lisina-descarboxilasa, ya
que ésta es especifica para L-lisina, la enzima empleada proviene de Bacterium
cadaveris y al descarboxilar éste aminoacido produce CO2 y cadaverina, ambos
productos son faciles de medir, por lo que su monitoreo permite determinar el
contenido de lisina de un hidrolizado proteinico; para llevar a cabo esta medicién
se fija la enzima en la superficie de un electrodo especifico de CO2, cuantificando
asi este compuesto y considerandolo como una medida de la lisina disponible ).

Satterleeazy reportd un método en el que se utilizan las enzimas
proteoliticas tripsina, quimotripsina y amino-peptidasa aunadas a la adicion de una
proteasa bacteriana, conocido como el método de las cuatro enzimas para estimar
la digestibilidad de la proteina in vitro, el cual es una modificacién de la técnica
empleada por Hsugg); la determinacion de la digestibilidad se hace mediante una
ecuacion, donde se incluye el valor de pH de la muestra luego de cierto tiempo de
iniciar la hidrdlisis.
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Por lo tanto, estos métodos permiten estimar la digestibilidad proteinica, el
valor proteinico y/o la disponibilidad biolégica de algunos aminoacidos y su empleo
resulta muy interesante para una valoracion rapida de los dafios sufridos por las
proteinas presentes en los alimentos durante los tratamientos industriales y su
almacenamientosg.

Algunos microorganismos tienen una necesidad en aminoacidos esenciales
proxima a las del hombre o la rata y poseen a su vez sus propios enzimas
proteoliticos, por lo que su crecimiento sobre las proteinas a estudiar puede
utilizarse como un indice de calidad proteinica o de disponibilidad bioldgica de un
aminoacido.

Fordo) propuso la utilizacion de Streptococcus zymogenes para evaluar la
disponibilidad de arginina, histidina, leucina, 'isoleucina, valina, metionina y
triptofano, mediante su crecimiento, ya que es un microorganismo con un
considerable poder proteolitico y requiere los mismos aminoacidos que son
esenciales para el hombre, excepto la lisina. Este microorganismo puede hidrolizar
proteinas mediante sus propias enzimas, pero el proceso es relativamente lento,
por lo que el ensayo puede ser mejorado si las proteinas son sometidas
previamente a un tratamiento con papaina.

Otro microorganismo Util en este tipo de estudios es el protozoario ciliado
Tetrahymena pyriformis W., mediante el cual se evalia la disponibilidad de lisina y
de metionina puesto que requiere los mismos diez aminoacidos esenciales que el
crecimiento de la rata, incluida la lisina, lo que le ofrece una ventaja sobre S.
zZymogenes1).

Otro uso de los métodos enzimaticos y microbioldgicos es un ensayo
propuesto por Satterlees;, mediante el cual se determina la Relacién de la
Eficiencia Proteinica (REP) de una proteina alimentaria; para ello utilizan una
ecuacion que incluye los resultados del crecimiento de T. pyriformis bajo
determinadas condiciones y los resultados de digestibilidad de la proteina de
estudio obtenidos con el método de las cuatro enzimas.
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Objetivo General:
Determinar la calidad proteinica de harina y ensilado de pescado sierra

(Scomberomorus sierra) mediante la prueba biologica de REP, asi como de

mezclas del ensilado con maiz y con sorgo.

Objetivos particulares:

1. Realizar el analisis proximal de la harina de pescado sierra y la harina del

ensilado para elaborar las dietas a utilizar en la prueba bioldgica.

2. A cada una de las fuentes de proteina, determinar el valor de digestibilidad,

como otro posible indicador de su calidad proteinica.

3. Determinar si la calidad proteinica del ensilado de pescado sierra se ve
afectada por el proceso de ensilaje.

4. Conocer si la calidad proteinica de! ensilado se mejora por la adicion de maiz y

de sorgo.
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DIAGRAMA GENERAL DE LA INVESTIGACION

Harina de pescado sierra

Y

Molienda del pescado
fresco entero

Yy
Secado a 60°C en horno

Y

Analisis proximal de la
harina de ensilado y la
harina de pescado sierra

. *
Ensilado de pescado seco >

Y
Formulacion y preparacion de las

Determinacién de Proteina dietas:
Cruda de la harina de maiz 1. Dieta de harina de ensilado.
: 2. Dieta de harina de pescado sierra.
y 1a harina de Sorgo 3. Dieta de harina de ensilado:harina
de maiz (50:50 en proteina).
4. Dieta de harina de ensilado:harina
de sorgo (50:50 en proteina).
5. Dieta control de caseina.

Y

’
Recoleccién de heces de la < g_es;g"'_O"OR‘éi'a prueba
Gitima semana de ensayo fologica

|

Obtencién de curva de crecimiento
y cdlculo de REP

Y

Determinacion de
digestibilidad “in vivo”

*El ensilado de pescado fue elaborado por el M. en C. Héctor Santana D.,
con adicion de H,SO4, pH=2.0-3.5 y a 37°C, cuyo procedimiento se describe a
continuaciong).
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PROCEDIMIENTO:
MATERIAS PRIMAS

¢ Harina de Ensilado de Pescado Sierra

Et ensilado fue elaborado en ef laboratorio 111 del Conjunto E
de la Facultad de Quimica por el M. en C. Héctor Santana Delgadosy.
Preparacién:

El producto fue preparado a partir de pescado sierra completo (visceras,
carne, piel y huesos).

Santanagy) realizé la hidrélisis con adicion de &cido sulfurico, a un pH de
2.0-3.5 a 37°C, alcanzando un grado de hidrdlisis de 87.49% de NNP (nitrégeno
no proteinico) y utilizando como antioxidante Terbutilhidroxiquinona (TBHQ).

El secado del ensilado lo realizé al sol durante 72 horas, a cielo abierto
durante el dia y con cubierta por la noche.

Molié el ensilado seco en un molino Thomas-Wiley, Mod. No. 4, hasta
obtener una harina homogénea con tamafio de particula maximo de 1mm de
didmetro.

La harina fue envasada en frascos de vidrio color ambar y almacenada en
refrigeracion.

Se midio el porcentaje de proteina en esta harina para la preparacion de las
dietas.

¢ Harina de Pescado Sierra
Preparacion:

Se utilizé pescado sierra fresco, completo (Scomberomorus sierra).

El pescado fresco se cortd en trozos pequefios y posteriormente se licud en
un homogeneizador de alto torque marca MOMAT L-10, hasta obtener una pasta

homogénea.
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Enseguida se extendi6 sobre charolas de aluminio y se seco a 60°C en un
horno FELISA Mod. 293A, volteando y mezclando con una pala de madera e}
producto aproximadamente cada 20 min, hasta que se obtuvo el producto
deseado. Finalmente se molid en un molino Thomas-Wiley, Mod. No. 4, hasta
obtener una harina homogénea con tamafo de particula maximo de 1mm de
diametro. Se determino el porcentaje de proteina en ésta para preparar la dieta.

¢ Harina de Maiz
Preparacion:

Se utilizé maiz pozolero (Zea mays L.) seco.

Se molio en un molino Thomas-Wiley, Mod. No. 4, hasta obtener una harina
homogenea con tamario de particula maximo de 1mm de diametro.

¢ Harina de Sorgo
Preparacion:

Se utiliz6 sorgo entero seco (Sorghum vulgare).

Se moli6 en el molino Thomas-Wiley, Mod. No. 4, hasta obtener una harina
homogénea con tamafrio de particuia maximo de 1mm de diametro.

El objetivo de utilizar ambos cereales esta relacionado con el triptofano, pues
segun los trabajos de Santanaus, este aminoacido es el limitante en el ensilado de
pescado sierra utilizado. El sorgo contiene triptofano en cantidad importante, de
modo que su utilizacion permitié conocer si existia algun tipo de suplementacion
de las proteinas de éste cereal con las del ensilado; por otro lado, el maiz es
deficiente en triptofano, lo cual permitiria comprobar la deficiencia de este
aminodcido en el ensilado al hacerlo todavia mas limitante; por lo que, ademas de
cumplir con las anteriores caracteristicas, se eligieron estos cereales por ser
productos comerciales de bajo costo, de uso comin en nuestro pais y porque se
tenian a la mano. La utilizacion del maiz pozolero en particular, fue porque éste y
el maiz palomero eran los unicos disponibles en el lugar de su adquisicion y frente
al palomero se tuvo preferencia por el primero.
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ANALISIS PROXIMAL

Para que fuera posible ajustar las dietas de ensayo isocaldricas e
isoproteinicas con respecto a la dieta control de caseina fue necesario contar con
el andlisis proximal de las materias primas.

El analisis proximal sélo se determind én la harina de ensilado y en Ia
harina de pescado. Para el caso de la harina de maiz y fa harina de sorgo los
valores fueron tomados de tablas de composicién de los alimentoss), puesto que,
por cuestiones de tiempo, no fue posible realizarles el analisis antes de iniciar la
prueba biolégica, solamente se les determiné el contenido de proteina cruda.

¢ Determinacion de Humedad, método por secadosy:

Material y Reactivos
Balanza Analitica Sartorius
Desecador
Pesafiltros o charolas de aluminio
Estufa con corriente forzada BLUE-M. Mod. SW-17TA

Procedimiento
Primero se pusieron a peso constante las charolas de aluminio (de 2 a 4 horas) y
se registro el peso de las charolas secas.
Posteriormente se adicionaron 2 gramos de muestra y se introdujeron las charolas
con muestra en la estufa a 90-100°C. Se realizaron varias pesadas hasta
comprobar que se eliming toda el agua de las muestras, es decir, hasta que las
muestras estuvieron a peso constante.

Calculos
% Humedad = [(P;-Pf)/m]100
Donde:
Pi = peso charola con muestra antes de secada (en gramos)

Pr = peso charola con muestra después de secada (en gramos)
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¢ Determinacion de Cenizas totalesga):

Fundamento
Las cenizas de los productos alimentarios estan constituidas por el residuo
inorganico que queda después de que la materia organica se ha quemado. Las
cenizas obtenidas no tienen necesariamente la misma composicion que la materia
mineral presente en el alimento original, ya que puede haber pérdidas por
volatilizacién o alguna interaccion entre los constituyentes.

Material y Reactivos
Mufla THERMOLYNE. Mod. 1500
Balanza analitica Sartorius
Mechero Bunsen
Crisoles de porcelana
Desecador

Procedimiento
Los crisoles se pusieron previamente a peso constante, colocandolos en una
mufla a una temperatura de 600°C.
Se colocaron de 2-3 gramos de muestra molida en cada crisol y se pusieron a
carbonizar a la flama del mechero, bajo una campana y con cuidado, ya que se
desprendia una gran cantidad de humo. Cuando ya no se presentd
desprendimiento de humo se introdujeron los: crisoles a la mufla, la cual se
encontraba entre 500-550°C. Se mantuvieron los crisoles en esas condiciones
hasta obtener las cenizas. Por (ltimo se pesaron los crisoles frios y secos con las
cenizas, para calcular el % de cenizas totales.

Célculos

El célculo de cenizas en términos de porcentaje es el siguiente:

Pf -Po

%cenizas totales = X100

Donde,

Pf = peso del crisol con la muestra después de incineracion (en gramos)
Po = peso del crisol a peso constante (en gramos)

m = peso de la muestra (en gramos) '
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¢ Determinacién de Proteina Cruda, método Kjeldahla:

Antes de realizar la formulacion de las dietas y ajustarlas al 10% de proteina con
respecto a la dieta de referencia fue necesario determinar el contenido de proteina
de todas las harinas y de la caseina utilizada en la dieta control.
También se determiné el contenido de nitrogeno total en las dietas ya preparadas,
para incluir estos valores en los calculos de digestibilidad.

Fundamento
Este método en realidad determina el nitrégeno total contenido en una matriz
alimenticia y se basa en la combustibn en himedo de la muestra por
calentamiento con acido sulfirico concentrado en presencia de catalizadores
metalicos y de otro tipo para reducir el nitrégeno organico de la muestra hasta
nitrégeno inorganico en forma de sal de amonio, el cual queda en solucidon en
forma de sulfato acido de amonio. E! producto de la digestion, una vez
alcalinizado, se destila directamente o por arrastre con vapor para desprender el
amoniaco, el cual es atrapado en una solucién de acido borico y posteriormente
tituladoz).
El contenido de proteina es 6.25 veces el contenido de nitrégeno, ya que, por lo
general, las proteinas contienen 16% de nitrégeno.

Las reacciones antes descritas se muestran a continuacion:

Materia orgéanica + H,SOy ———» CO, + H,0 + NH/HSO, + SO,
NHsHSO4 + 2NaOH ———» NaySO4 + NH; + 2H,0
3NH; + H3BO3 ———p (NH4):BO;
(NH4):BO3 + 3HCI ———p  3NH,Cl + H3BO,

Material y Reactivos
Digestor TECATOR, Mod. Ab-20/40
Equipo de microdestilacion Kjeltec Auto Analyzer'TECATOR Mod 1030
Tubos de digestion TECATOR de 75mL
Mezcla digestiva (3 g de CuSOy4 5H,0, 50 mL de H3PO, y 430 mL de H,S04 conc)
Peréxido de hidrogeno al 30%
Sulfato de potasio (R.A.)
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Soluciéon de NaOH al 40%
Solucion de &cido bérico con indicadores (&cido bérico 1%, rojo de metilo 0.0007%
y 0.001% de verde de bromocresol)

Solucién del HCI 0.01N valorada hasta la 42 cifra decimal

Procedimiento
El contenido de proteina se determiné mediante el método 955.04 del AOAC,
1990, con las siguientes modificaciones:
Se colocaron aproximadamente 20 mg de las muestras de caseina, de harina de
ensilado y de harina de pescado y aproximadamente 80mg de las muestras de
harina de sorgo y de maiz (la cantidad a pesar depende del contenido de proteina)
en los tubos de digestion y se adicionaron 0.5g de K;SO; y 3mL de mezcla
digestiva. Se colocaron en el digestor a una temperatura de 340°C. Después de 15
minutos en el digestor se sacaron los tubos y se mantuvieron a temperatura
ambiente de 5-10 minutos, hasta que se enfriaron. Se adicionaron 1.5mL de H,0,
al 30% y se colocaron de nuevo en el digestor a 370°C, hasta que la mezcla de
digestion fue transparente, con una coloracién verdosa (aproximadamente 1.5
horas después). Se realizd la destilacién del amoniaco liberado, recibiendo en
acido bérico con indicadores y valorando con HCI 0.01N valorado. Se utilizé como
blanco dextrosa, la cual se sometié al mismo tratamiento que las muestras. Esta
determinacioén se realizd por triplicado.

Caéleulos

%N, - (P-B)xNxmeq o
m

% Proteina =% Nax F

Donde:
%N; = porcentaje de nitrégeno m = peso de la muestra (en gramos)
P = mL de la titulacion de la muestra F = factor de conversion (6.25)

B = mL de la titulacion del blanco
N = normalidad de la solucion de HCI
meq = miliequivalentes de nitrdgeno (0.014)
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¢ Determinacién de Grasa, método de Goldfischsa:

Fundamento:
La determinacién del extracto etéreo incluye una gran variedad de compuestos
organicos no polares; aquellos que se encuentran en gran cantidad incluyen la
grasa verdadera, acidos grasos y sus ésteres, vitaminas liposolubles y
provitaminas, tales como son los carotenoides. '
Al escoger el solvente de extraccion (éter etilico, éter de petroleo o hexano), se
deben tomar sus ventajas y desventajas parav una buena eleccidn. El éter etilico es
¢l solvente mas eficaz y se utiliza en el establecimiento de las normas existentes.
La desventaja es que el material debe estar libre de agua o alcohol, ya que el éter
himedo disuelve el azicar y algunos otros hidratos de carbono; por lo cual es
indispensable que fa muestra se encuentre seca.

Material / reactivos
Aparato de extraccion Goldfisch, LABCONCO
Cartuchos de celulosa de 22x80mm
Portadedales
Tubos colectores
Anillos metalicos con rosca
Estufa de vacio LAB-LINE, mod. 3620
Vasos de borde esmerilado KIMAX
Eter etilico (anhidro)
Balanza analitica

Procedimiento:
Se utilizd la muestra previamente secada. Dentro de un cartucho de celulosa se
colocaron de 2-5 gramos de muestra (dependiendo del contenido de grasa), y se
envolvieron en papel delgado. El cartucho de celuiosa se colocéd en el portadedal y
éste a su vez en el seguro metalico del aparato. A continuacién se colacaron
aproximadamente 50mL de éter etilico sobre el vaso de borde esmerilado, el cual
estaba a peso constante y se asegurd este vaso al aparato de extraccion. Para el

calentamiento en el aparato se subio la parrilla hasta que estuviera en contacto
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con el vaso y se abrid la llave del agua para que esta circulara sobre los
refrigerantes. Se calento hasta la extraccion completa de la grasa.

Para verificar que se habia extraido toda la grasa, se dej6 caer una gota de la
descarga sobre papel filtro y al evaporarse el éter este no dejaba residuo de grasa
en el papel. Al finalizar se cambio el portadedal por un tubo colector y se calento
nuevamente para recuperar el éter del vaso en el tubo colector. Finalmente se
coloco el matraz en la estufa de vacio para la completa eliminacién de solvente y
humedad, con el fin de obtener Gnicamente el peso de la fraccién lipoide. Se pesd
el vaso para medir la cantidad de extracto etéreo en la muestra.

Calculos;

% grasa total = Pf-Po x 100
m
Donde:

Pf = peso del vaso después de la extraccion, sin disolvente y con grasa extraida
(en gramos).

Po = peso del vaso vacio antes de la extraccién (en gramos).

m = peso de la muestra seca (en gramos).

¢ Determinacién de Carbohidratos totales:
Se sabe que el contenido de hidratos de carbono en el pescado es tan pequefio
que resulta casi despreciable, por lo que éstos se determinaron por diferencia,

mediante la formula siguiente:

Hidratos de carbono (%) = (%humedad + %proteina + %grasa + %cenizas) - 100

35




METODOLOGIA

PRUEBA BIOLOGICA DE RELACION DE EFICIENCIA PROTEINICA (REP)

Fundamento
Este método bioldgico es utilizado para evaluar la calidad de una fuente proteinica
y se acepta que el incremento en peso de ratas destetadas alimentadas con una
dieta, bajo condiciones estandarizadas, provee una medida confiable del valor
nutritivo de la proteina, ya que si la dieta a probar es insuficiente en uno o mas
aminoacidos, el crecimiento puede ser reducido o detenido.
Para que la precision sea satisfactoria y los datos significativos se trabaja bajo
condiciones estandarizadas, en las cuales se deben utilizar varios animales para
cada ensayo e interpretar los resultados estadisticamente, normalizando las
condiciones experimentales (sexo y edad de los animales, periodo del ensayo,
cantidad de proteina, condiciones ambientales, entre otros). E! nivel de proteina
debe suministrarse en un 10% del total de los ingredientes de la dieta y ei
suministro de energia y de los nutrimentos restantes tiene que ser en cantidad
suficiente. El coeficiente REP se calcula como la ganancia en peso (gramos)
obtenido por las ratas por gramo de proteina ingeridags).

Material y Reactivos
Balanza granataria SAUTER (capacidad de 2kg con definicion de 0.1g)
Mezcladora mecénica HOBART modelo N-50 o equivalente
Balanza para pesar animales de laboratorio
Parrilla de calentamiento
Vasos de precipitado de 250mL
Agitador de vidrio
Pipeta graduada de 5mL
Recipiente de plastico (30x40x20cm)
Tamizador o coladera con malla de acero inoxidabie
Mortero con pistilo
Comedero para rata

Bebedero completo con su respectivo dispositivo de sujecion
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Caseina (De leche bovina. SIGMA C-3400)

Glucosa (grado técnico)

Dextrina (grado técnico)

Sacarosa (grado técnico)

Aceite de maiz (comercial)

Manteca vegetal (comercial)

Mezcla de sales (ICN Pharmaceuticals. No. Cat. 170760)

Mezcla de vitaminas (ICN Pharmaceuticals. No. Cat. 904654)

Celulosa en polvo (grado técnico)

Fuentes de proteina (harina y ensilado de pescado, harina de sorgo
y harina de maiz) '

Ratas macho recién destetadas cepa Wistar (20-23 dias)

Procedimiento
Preparacion de las dietas:
Las dietas de estudio fueron isoproteinicas e isocaldricas, guardando la misma
proporcion de ingredientes respecto a la dieta de referencia.
Para la formulacion de las dietas de estudio fue indispensable contar con el
analisis proximal de nuestras fuentes de proteina, de modo que se pudieran
ajustar a nuestra dieta de referencia.
Las dietas que se utilizaron en el bioensayo fueron las siguientes:
*» Dieta control de caseina (10% proteina).
+» Dieta de harina de ensilado de pescado Sierra (10% proteina).
* Dieta de harina de pescado Sierra (10% proteina).
¢ Dieta de ensilado de pescado Sierra mas harina de sorgo (10% proteina,
50:50).
¢ Dieta de ensilado de pescado Sierra mas harina de maiz (10% proteina,
50:50).

En la tabla A se muestra la formulacion de cada una de las dietas:

@ .




METODOLOGIA

Tabla A. Contenido de ingredientes en cada dieta (% p/p)

‘it

g
i

DIETAS
Control de | Harina de | Harina de Harina de Harina de
INGREDIENTE | Caseina | Pescado | Ensilado |Ensilado:harina | Ensilado:harina
de Maiz de Sorgo
Caseina 11.21 - - - -
(89.19%)
Harina de - 17.14 - - -
Pescado
Harina de - - 16.50 8.25 8.25
Ensilado
Harina de - - - 67.66 -
Maiz
Harina de - - - -- 48.45
Sorgo
Glucosa 20.10 20.02 20.01 3.20 8.66
Sacarosa 19.00 18.92 18.91 2.98 8.19
Dextrina 25.00 24.89 24.88 4.07 10.77
Aceite vegetal 6.00 3.74 4.38 3.94 4.58
Manteca 8.00 498 5.83 525 6.11
vegetal
Mezcla de 4.00 2.73 2.70 2.66 2.67
sales
Mezcla de 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
vitaminas
Celulosa 4.69 5.58 4.79 0.00 0.32

La fuente de proteina se homogeneizd en la mezcladora junto con todos los

ingredientes sélidos excepto las vitaminas, posteriormente se adicioné la mezcla

de lipidos (aceite y manteca fundida) y por Gltimo se adiciond la mezcla de

vitaminas junto con la solucion de colina. Una vez lista la dieta, se pasé por un

tamiz o una coladera, para deshacer los grumos. Las dietas se pasaron a

recipientes de plastico dmbar, se rotularon y se almacenaron en refrigeracion

durante todo el estudio.

Distribucion de animales:

Se utilizaron 35 ratas macho, cepa Wistar, recién destetadas (edad de 20-23 dias),

y con un peso inicial de 40g con un rango de +10g.
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Al inicio del experimento las ratas se pesaron en forma individual, cuyo dato
correspondié ai peso inicial (Pi). Los animales se distribuyeron en cinco lotes de 7
ratas cada uno, mediante el método de “culebra japonesa”, que consiste en que
una vez que se ordenan los pesos de las ratas de menor a mayor, se distribuyen
en zigzag entre los lotes. La diferencia de peso promedio entre los lotes no fue
mayor a 1g.

Desarrollo del bioensayo:
Los animales se mantuvieron en jaulas individuales dentro del bioterio, con ciclos
de luz/obscuridad de 12horas/12 horas, con temperatura controlada de 27+1°C y
se colocd una charola de papel debajo de cada jaula para recuperar el alimento
que desperdiciaban los animales.
Una vez que se organizaron los diferentes lotes, se les coloco a cada animal su
respectiva dieta y agua ad libitum, manteniendo siempre estas condiciones.
El ensayo se mantuvo por espacio de 21 dias y se registré el peso de los animales
y del alimento ingerido tres veces por semana. Las pesadas se realizaron en el
mismo horario, para obtener una menor variacidn en los resuitados.
El peso de los animales registrado en el titimo dia del ensayo correspondio al
peso final (Pf).

Calculos
Se elaboro la curva de crecimiento, la cual se obtuvo al graficar el promedio del
incremento de peso acumulativo (peso del animal en cada dia menos su peso
inicial, en gramos) vs el tiempo de experimentacion (en dias) y se trazd en la
grafica el rango de variacion de la ordenada, calculando el error estandar de la
media (ESM); a continuacion se muestran las férmulas para su calculo:

—

X=1§_Xg_ s?= & (X=X Ny ESM=_ o .
n n-1 Nl

Donde:
X = valor de la variable (variable=incremento de peso)
X = valor promedio de la variable o = desviacidn estandar

s? = varianza n = ndmero de datos de la muestra
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Se realizo el calculo de conversion alimenticia, dividiendo los gramos de
alimento ingerido entre el peso del animal del uitimo dia de ensayo, en gramos.

Para obtener el valor de REP se realiz6 el siguiente célculo:

REP = incremento de peso (en g) = incremento de peso (en q)
Proteina ingerida (en g) (alimento ingerido)(f) (en g)

f = contenido de proteina en la dieta problema (10%), expresado en fraccion

decimal = 0.1

Con cada uno de los valores individuales se calculé el REP promedio de cada lote
en estudio, manejando solamente aquellos que dieran un coeficiente de variacion,
CV < 15%.

CV.=_o x100

REP
o = desviacion estandar

También se calcularon fos valores de] REP ajustado, tomando como referencia

el valor de 2.5 para la dieta de caseina.

REP ajustado = REP (dieta estudio) x REP CASEINA (Refy .
REP CASEINA (Control)

REP CASEINA (Ref) = 2.5
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DIGESTIBILIDAD “IN VIVO”

Fundamento
La digestibilidad de las proteinas se considera como un indicador de la
biodisponibilidad de los aminoacidos, y es definida como la cantidad de los
aminoacidos constituyentes de las proteinas, que son absorbidos por el
organismogs). Se considera que el contenido de nitrégeno absorbido equivale a la
cantidad de aminoacidos absorbidos.

Material y Reactivos
Estufa con corriente forzada LAB-LINE, Mod. IMPERIAL [l
Balanza analitica Sartorius ‘
Mortero con pistilo
Digestor TECATOR, Mod. Ab-20/40
Equipo de microdestilacion Kjeltec Auto Analyzer TECATOR Mod 1030
Tubos de digestion TECATOR de 75mL
Mezcla digestiva (3 g de CuSO4 5H;0, 50 mL de H3PO4 y 430 mL de H,SO, conc)
Peréxido de hidrogeno at 30%
Sulfato de potasio (R.A.)
Solucién de NaOH al 40%
Solucién de acido bdrico con indicadores (acido bérico 1%, rojo de metilo 0.0007%

y 0.001% de verde de bromocresot)

Solucion del HCI 0.01N valorada hasta la 42 cifra decimal

Procedimiento
Se trabajo con las heces de los dias 15 al 18 del ensayo REP y se registré el peso
del alimento ingerido en ese periodo.
Las heces se recuperaron de las charolas de papel colocadas debajo de cada
jaula y se separaron del alimento desperdiciado mediante una coladera.
Una vez colectadas las heces se secaron en una estufa a temperatura de 5015°C.
Posteriormente se pesaron y molieron finamente en un mortero.
Las heces de cada una de las ratas se almacenaron en frascos de plastico por

separado, para determinar la cantidad de nitrégeno en las heces.
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Se determin6 el nitrégeno total en heces mediante el método de Kjeldahl,
anteriormente descrito, para cada una de las ratas de los diferentes lotes. Para el
analisis se pesaron de 70-90mg de heces.
Para poder calcular la digestibilidad también se determinaron el contenido de
nitrégeno total en la dieta, la cantidad de alimento ingerido por cada rata en ese
periodo de recoleccion y el peso de las heces. '

Caélculos

La digestibilidad (D) se expresa porcentualmente:
Digestibilidad = D = (NI-NF) x100
Donde: ™
NI = nitrégeno ingerido
NF = nitrégeno fecal
NI-NF = nitrégeno absorbido

El nitrégeno ingerido se calcula de la siguiente manera:

NI = (g de nitrégeno de Ia dieta)(peso alimento ingerido, en q)-
100g de dieta

Y el calculo para determinar el nitrogeno fecal es el siguiente:

NF = (a de nitrégeno en heces){peso de las heces, en q)
100g de heces

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos se empled la prueba
ANOVA de una via con prueba de rangos madltiples de Turkey, con una
probabilidad p<0.05. El objetivo de utilizar esta prueba fue para determinar si
existian diferencias significativas entre los valores de REP promedio y de
digestibilidad promedio de cada dieta. Esta prueba se realiz6 empleando el
programa estadistico Minitab® Release version 14.12.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis proximal realizado a la harina de pescado sierra y al ensilado de

pescado se muestra en la Tabla |, en esta tabla también se muestra la

composicion proximal tedrica de las harinas de sorgo y maiz.

TABLA |. Composicion proximal de cada una de las fuentes de proteina

(9/100g muestra) en base hiimeda.

Harina de pescado Harina de Harina de maiz Harina de

Sierra® ensitado® de pozolera® sorgo®
COMPONENTE  (Scomberomorus ~ pescado sierra  (Zea mays L) (Sorghum

sierra) vulgare)
Humedad 1.80£0.08 6.72 £0.57 9.75 8.80
Proteina 58.34 £ 1.06 60.59 £ 0.53 7.39 10.32
Grasa 30.83 £ 0.43 23.03+£0.69 4.30 2.90
Hidratos de 1.60 1.77 75.66 74.98
carbono*
Fibra ND ND 1.90 1.60
Cenizas 7.43+0.15 7.89 £ 0.05 1.00 1.40

a. Promedio de friplicado + desviacion estandar; C.V. < 4%.

b. Obtenidos de Tablas de Composicidn de Alimentos (INNSZ, 1996) y expresados en g/100g de

porcién comestibie.

* Determinado por diferencia; este valor puede corresponder también a remanentes de fibra, pues

se utiliz6 el pescado entero.
ND = no detectado.

Para poder comparar el contenido de macronutrimentos entre cada una de

las fuentes proteinicas, resulta necesario obtener estos valores en base seca, los

cuales se muestran en la Tabla Ii.

&
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TABLA |l. Composicion proximal de las fuentes de proteina
(9/100g muestra) en base seca.

Harina de pescado Harina de Harina de maiz Harina de

Sierra® ensilado® de pozolero® sorgo®
COMFONENTE  (Scomberomorus  pescado sierra  (Zea mays L.) (Sorghum

sierra) vulgare)
Proteina 59.41 £1.08 64.95 £ 0.57 8.19 11.32
Grasa 3140 £ 0.44 24691046 4.76 3.18
Hidratos de 1.62 1.90 83.83 82.22
carbono*
Fibra ND ND 2.10 1.75
Cenizas 7.57 £0.15 8.46 £0.05 . 1.1 1.53

a. Promedio de triplicado + desviacién estandar; C.V. < 4%.

b. Obtenidos de Tablas de Composicion de Alimentos (INNSZ, 1996) y expresados en g/100g de
porciéon comestible.

Determinado por diferencia; este valor puede corresponder también a remanentes de fibra, pues
se utiliz6 el pescado entero.

ND = no detectado.

*

Sabemos que la composicion del ensilado debe ser muy similar que la del
pescado del que procede, sin embargo, el pescado empleado en Ia elaboracion
det ensilado no fue del mismo lote que el de la harina, pues el primero se habia
obtenido con anterioridad, de modo que la composicion proximal de ambos
productos no fue la misma.

A pesar de que el pescado utilizado en la harina y el utilizado en el ensilado
eran del mismo género y especie (ambos Scomberomorus sierra), las diferencias
en su composicion pudieron deberse a variaciones estacionales (época def ario,
ubicacion geogréfica, etc.) y a variaciones individuales como edad y tipo de
alimentacion del pez.

Se observd una diferencia en el contenido de humedad del ensilado y la
harina de pescado, que se debi6 principalmente a que el ensilado se secé al sol y
la harina en estufa a 60°C, por lo que la eliminacién de agua fue mayor cuando se
aplicd mas calor. Sin embargo, la humedad en ambos casos es menor a 10%,

como es de esperarse en una harina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido de proteina en base seca de la harina de pescado fue menor
que la del ensilado, esto se asocio al gran contenido de grasa de la misma.

Observamos que el contenido de proteina de los dos cereales fue muy bajo,
por lo que se tuvieron que adicionar grandes cantidades de éstos en las dietas
para proporcionar el 50% de la proteina. En el caso de los hidratos de carbono se
observo lo contrario, es decir, un alto contenido para ambos cereales.

Finalmente, observamos que el contenido de cenizas fue mayor en la harina
de pescado y en el ensilado, en comparacion con los cereales, debido a que son
alimentos de origen marino y a que se utilizaron los huesos para su elaboracion.

En el Grafico 1 podemos observar las diferencias en el crecimiento de los
animales a lo largo del bioensayo. La evolucidn del incremento de peso que
tuvieron los animales en cada dia se observa en la Tabta Jil.

TABLA lil. Incremento de peso en gramos de las ratas alimentadas con cada una
de las dietas.

Promedio de incremento de peso* (g) + E.S.M.

Tiempo
(dias) Control Harina de Ensilado de Ensilado + Ensilado +
Caseina pescado pescado maiz sS0rgo

0 0 0 o] 0 0]
2 3281127 -0.50 £ 0.65 -0.30 £ 0.90 -0.97 £ 0.63 -2.00+0.59
4 12.13+0.80 11.07 £ 0.49 538+ 186 6.02+0.36 6.25+0.39
7 2354138 2504 + 1.42 17.57+1.73 15.55+0.86 17.25+0.69
9 29.44 + 1.61 33.07+1.91 2485+ 1.87 2052 £0.79 23.82+095
11 3426+ 1.78 3974+ 164 31.38+1.76 26.22 +1.37 30.73 £ 1.56

14 39.50+2.63 4827 +£2.14 3998+ 1.75 34.35+2.16 40.38+ 1.97
16 46.57 £ 2.60 56.87 +2.13 46,50+ 1.85 39.80£2.83 47231248
18 52.16 £ 2.86 65.80 + 2.42 52.22 +1.77 45.30 £ 3.02 53.156 £ 2.91
21 6541 +3.13 79.39 £ 3.67 61.68 + 1.82 54.05 + 3.93 65.45+3.49

Numero de animales por dieta, n=7.
C.V. <9, excepto en el dia 2 (>29%), pues algunos animales perdieron peso.
E.S.M. = error estandar de la media.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Gréfico 1. Curva de Crecimiento de las ratas alimentadas con las
cuatro dietas de estudio y la dieta control
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Nota: Se eliminaron los datos de una rata en la dieta de ensilado, en la dieta de ensilado+malz y
en ia dieta de ensilado+sorgo, debido a que perdieron peso aparentemente por estar enfermas.
En los céiculos se considerd el nimero de individuos correspondiente a cada lote (dieta).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los primeros dos dias del experimento se observé que los animales de
las todas las dietas, excepto los de caseina, perdieron peso en lugar de crecer,
esto se atribuyd principalmente a que no aceptaron bien la dieta, ya que eran
animales recién destetados; por lo que este efecto no se debid a la calidad de la
proteina ni tampoco se considerd un problema, pues el experimento se mantuvo
por un pericdo de tiempo lo suficientemente largo para que el peso de los
animales se ajustara en los primeros dias. La dieta que mejor se adaptoé al gusto
de los animales fue la de caseina, con la que mostraron un buen crecimiento
desde el principio.

De modo general, todas las dietas ofrecieron un contenido de proteina
suficiente para el crecimiento y mantenimiento de los animales, pues en todos los
casos se observo un aumento de peso conforme transcurrio el tiempo. En la curva
correspondiente a la dieta de caseina se observé una disminucién en la pendiente
del dia 11 al 14, lo cual se debid a que una rata se quedd sin agua en este periodo
y perdié un poco de peso, que dificiimente pudo recuperar, puesto que el peso
promedio disminuyé a pesar de que la pendiente volvié a aumentar.

El orden de las dietas, segn el crecimiento de ios animales, del mayor al
menor fue el siguiente: dieta de harina de pescado, dieta de caseina, dieta de
ensilado+sorgo (50:50 en proteina), dieta de ensilado de pescado y con ei menor
crecimiento, dieta de ensilado+maiz (50:50 en proteina). Las ratas de la dieta de
ensilado+sorgo mostraron un comportamiento muy similar a las de ensilado.

El coeficiente de variacion entre los valores del incremento de peso no fue
muy grande, en todos los casos representd menos del 9% del vaior promedio,
excepto en los primeros 2 dias, puesto que algunos animales perdieron peso.

Es importante mencionar que el crecimiento observado en esta grafica no
indico la calidad nutrimental de fas dietas, pués para determinaria habria que
saber cuanto alimento y cuanta proteina consumieron los animales. Para ello se

realiz6 el calculo de Conversidn Alimenticia y el calculo de REP.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla IV se muestran los valores de Conversién Alimenticia, los cuales nos
indicaron la cantidad de alimento que las ratas consumieron al final del bioensayo
para incrementar un gramo de su peso, de modo que se pudo saber con cual dieta

se obtuvo un mejor crecimiento.

TABLA IV. Valores de Conversion Alimenticia para cada dieta (dia 21)

(alimento ingerido / incremento de peso, en g)*

Control Harinade Ensiladode Ensilado+  Ensilado +

No. De Rata Caseina pescado pescado maiz sorgo
1 3.21 2.86 3.81 3.68 3.74
2 3.35 3.06 3.81 3.77 363
3 3.43 293 3.98 3.30 3.64
4 3.16 3.08 3.89 3.48 3.64
5 3.01 288 3.73 3.72 3.18
6 3.18 2.81 3.74 4.08 3.45
7 3.21 3.03 3.38 3.41 i

Conver. Alimen
promedio 322:0.14° 29510.11° 376+019° 363+026° 3.55+020°
+ desv. est.
Coeficiente de Variacion, C.V. < 7%.
Nota: diferente letra en las hileras de Conversién Alimenticia promedio indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05).
* Los valores individuales de peso y alimento ingerido se muestran en el Anexo B.
**La rata 7 de la dieta de ensilado + sorgo se perdi6 desde el segundo dia.

La Conversion Alimenticia se calculd al dividir el alimento ingerido, durante
los 21 dias del experimento, entre el peso ganado de los animales. Es decir, nos
indico la cantidad promedio de alimento que el animal debi6é consumir para subir
1gramo de peso.

La dieta de mejor calidad nutrimental fue aquella con el menor valor de
Conversion Alimenticia, pues los animales requerian consumir menos alimento
para poder aumentar 1g de su pesg; de acuerdo a lo anterior, la dieta de harina de
pescado fue significativamente la de mejor calidad (p<0.05) (Ver Anexo A);
seguida de la dieta de caseina, también con una diferencia significativa respecto a
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RESULTADOS Y DISCUSION

La dieta de ensilado+sorgo (50:50 en proteina) fue de mejor calidad que la
de ensilado+maiz (50:50 en proteina) y a su vez esta tltima fue mejor que la de
ensilado, sin embargo no existi¢ diferencia significativa entre ellas.

Como todas las dietas estaban preparadas con el mismo contenido de
proteina (10%), se esperaba el mismo comportamiento entre los valores de

Conversion Alimenticia y los del REP.

Los valores de REP individuales y promedio de cada dieta se muestran en
la Tabla V, éstos nos indicaron cuantos gramos de peso aumentaron las ratas por
cada gramo de proteina ingerida. En Ia misma tabla se muestran los valores del
REP ajustado.

TABLA V. Valores REP promedio™ y REP ajustado de cada dieta (a los 21 dias).

Control Harinade  Ensiladode Ensilado + Ensilado +
No. De Rata Caseina pescado pescado maiz sorgo

1 3.1 3.49 2.62 272 2.68

2 2.98 3.26 263 2.66 2.75

3 291 3.42 2.51 3.03 2.75

4 3.16 3.25 2.57 2.87 275

5 3.33 3.47 2.68 2.69 3.14

6 3.14 3.56 2.68 242 2.89

7 3.12 3.30 295 2.93 i
REP promedio
+ desv. est. 311£013°  339£0.12° 266+0.14° 276+020° 283%0.17°
REP ajustado 2.50 273 214 222 227

Coeficiente de Variacion, C.V. < 7%.
Nota: diferente letra en las hileras del REP promedio indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05}). .
* Los datos individuales de incremento de peso y alimento ingerido al final del bioensayo se
muestran en el Anexo B.
**La rata 7 de |a dieta de ensilado + sorgo se perdi6 desde el segundo dia.

Efectivamente se observo el mismo comportamiento entre los valores de
Conversion Alimenticia y los del REP:
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RESULTADOS Y DISCUSION

La dieta de harina de pescado tuvo significativamente la mejor calidad
proteinica (p<0.05) (Ver Anexo A), es decir, el mayor valor REP. La dieta de
caseina tuvo un REP significativamente menor que ei de la harina de pescado,
pero significativamente mayor que el de las tres dietas de ensilados. Estas ultimas,
al igual que en la Conversién Alimenticia, no tuvieron diferencia significativa entre
si y fueron las de menor calidad proteinica, sin embargo, se observd una
tendencia mayor en la calidad de la dieta de ensilado+sorgo (50:50 en proteina)
sobre la dietas de ensilado+maiz (50:50 en proteina) y a su vez, la calidad de la
dieta de ensilado+maiz tuvo una tendencia mayor sobre la de ensitado; el REP de
ensilado+sorgo fue ligeramente mas alto que el de ensilado+maiz porque el maiz
es deficiente en triptofano y el ensilado pierde parte de este aminoacido durante el
procesouy lograndose una suplementacidn con sorgo, pues este cereal contiene
cantidades importantes det aminoacido; de este modo se confirman los hallazgos
realizados por Vizcarragy y Santanauz), quienes encontraron que la calidad de la
proteina de pescado se afecta en el proceso de ensilaje porque el tratamiento
acido destruye parte def friptofano provocando que este aminoacido sea el
limitante en este tipo de ensilados.

A pesar de que las proteinas de los cereales son deficientes en algunos
aminoacidos esenciales, estas se complementaron con las del ensilado y
viceversa, fue por ello que la calidad proteinica de las dos dietas con cereales fue
mejor que la del ensilado de pescado solo.

El C.V < 7% nos indicé que existio poca variabilidad en los resultados.

El valor de REP ajustado sirvié para expresar los valores de las proteinas
de estudio en proporcion a los obtenidos con la proteina caseina, de este modo

fos valores obtenidos son comparables con los enconirados en ta bibliografia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla V! se muestran los valores de digestibilidad “in vivo™ individuales y
promedio de cada dieta. Este parametro indico qué tanto de la proteina ingerida

fue absorbido por las ratas.

TABLA VI. Valores de porcentaje de Digestibilidad promedio®
de cada dieta (dias 15-18).

Control Harina de Ensilado de Ensilado + Ensilado +

No. Rata Caseina pescado pescado maiz sorgo

1 92.97 91.20 90.51 90.61 84.35

2 92.94 92.49 89.11 92.23 85.36

3 91.22 92.00 90.51 8598 87.02

4 91.84 91.13 91.47 89.04 88.63

5 91.67 91.07 89.97 89.09 85.60

6 92.13 91.14 89.25 91.03 85.82

7 91.18 91.12 90.12 89.08 bl
%Digestibil

promedio  91.99+0.74° 9145:056” 90.13% 0.81° 8958+2.00° 86.13%1.50°
1 desv.est.
Coeficiente de Variacion, C.V.< 2%. .
Nota: diferente letra en las hileras del porcentaje de digestibilidad promedio indican
diferencia estadistica significativa {(p<0.05).
* | os datos utilizados para realizar los célculos de digestibilidad se muestran en el Anexo C.
*La rata 7 de |a dieta de ensilado + sorgo se perdio desde el segundo dia.

La dieta de caseina fue la del porcentaje de digestibilidad mayor, a pesar de
ello, este valor no tuvo diferencia significativa respecto a la dieta de harina de
pescado, pero si con respecto a las dietas restantes (p<0.05, Anexo A); a su vez,
la dieta de harina de pescado tuvo una mayor digestibilidad que la dieta de
ensilado y esta Gltima mayor que la de ensilado+maiz (50:50 en proteina), sin
embargo no existi6 diferencia estadisticamente significativa entre las tres.

La dieta de ensilado+sorgo (50:50 en proteina) fue la que mostro el menor
valor de digestibilidad, siendo también significativamente diferente a todas las
demas dietas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como era de esperarse, las dietas de origen animal (caseina, harina de
pescado y ensilado de pescado) tuvieron mayor digestibilidad que las que tuvieron
fuentes de proteina de origen vegetal, debido al contenido de fibra de los cereales.

La baja disponibilidad de aminoacidos de unas dietas respecto a otras
también pudo deberse a otros factores como conformacion de la proteina, de
modo que una baja digestibilidad no indicaba necesariamente que la proteina
fuera de mala calidad, pues pudo ser que si tuviera aminoacidos esenciales en
cantidad adecuada a pesar de su baja disponibilidad. Por lo tanto, la digestibilidad
no esta en funcion de la calidad proteinica.

El error estandar fue muy pequefio, pues se obtuvo un C.V. < 2%.
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CONCLUSIONES

El ensayo biologico de REP permitié evaluar la calidad proteinica de harina y
ensilado de pescado sierra, asi como de mezclas entre el ensilado con dos

cereales; la cual esta en funcién de su contenido de aminoacidos esenciales.

La dieta de harina de pescado sierra elaborada en el laboratorio tuvo la mejor
digestibilidad y fue la de mejor calidad proteinica, al obtener el mayor valor
REP: aunque en el presente trabajo no se hizo la medicion, en la harina
comercial se espera una menor calidad, pues esta sufre dafios en el secado

por temperaturas elevadas, ya que alcanza los 100°C y sufre dafio microbiano.

La calidad proteinica del ensiltado de pescado fue la mas baja, pues tuvo un
valor de REP menor que el resto de las dietas, sin embargo tuvo una
digestibilidad muy similar a la de la harina de pescado, con lo que se demostro
que la digestibilidad no esta en funcién de la calidad proteinica.

A pesar de que la calidad proteinica del ensilado de pescado sierra se afecté
negativamente debido a las condiciones de procesamiento del mismo, esto se
corrige al realizar mezclas del ensilado con cereales como el sorgo, que
contiene cantidades importantes de triptofano, aminoacido que se pierde
durante el tratamiento acido del ensilaje, obteniendo asi un producto con una

mejor calidad.

Mediante este trabajo se comprobd ademas que la harina de maiz pozolero no
es adecuada para mezclarse con el ensilado, desde el punto de vista

nutrimental, pues dicho cereal también es escaso en triptofano.

Por lo tanto el ensilado de pescado es un producto adecuado e inocuo para
alimentacion animal, econdmico, de buena calidad nutrimental y con una
prolongada vida de anaquel, ya que la naturaleza acida del mismo impide su

contaminacion.
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ANEXO

ANEXO A
Anélisis estadistico del ensayo biologico
con ratas macho recién destetadas,
Conversion Alimenticia (alimento acumulativo/incremento de peso)
Dia 21
Analisis de Varianza .
Fuente DF S8 MS F P
DIETAS 4 3,0629 0,7657 21,93 0,000
Exrror 29 1,0127 0,0349
Total 33 4,0756
Basado en DesvEst = 0,1869
al 95% para medias
Basado en DesvEst
Tratamiento N Medias DesvEst  ----- Fm-mmmmmm - tomm e o B §m---
Caseina 73,2214 0,1357 (~==®----)
Harina pescado 7 12,9500 0,1068 (-=-F*-=-n=)
Ensilado 7 3,7629 0,1897 . [
Ensilado+mafiz 7 3,6343 0,2622 (—mmmkoman)
Ensilado+sorgo 6 3,5467 0,2027 (=-=-*-m-
-———-- Fomm L e i +-=--
3,00 3,30 3,60 3,90
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Valor REP de cada dieta

Dia 21

Analisis de varianza

Fuente DF
DIETAS 4
Error 29
Total 33

SSs MS
2,4856 0,6214
0,7080 0,0244
3,1936

Basado en DesvEst = 0.1562

Tratamiento

Caseina
Harina pescado
Ensilado
Ensilado+maiz
Ensilado+sorgo

2

oA B N

Medias

3,1100
3,3971
2,6643
2,7600
2,8317

DesvEst

0,1306
0,1213
0,1436
0,2025
0,1717

ANEXO

F P
25,45 0,000

al 95 % para medias
Basado en DesvEst

-------- e T e R
(-m-%ommo)
N
O L
(---*----)
(--- e
———————— O e e
2.75 3.00 3.25 3.50




ANEXO

% Digestibilidad de cada dieta
Dias 15-18

Anilisis de Varianza

Fuente DF SS MS F P
DIETAS 4 133,70 33,43 21,94 0,000
BError 29 44,19 1,52

Total 33 177,89

Basado en DesvEst = 1.234

al 95% para medias
Basado en DesvEst

Tratamiento N Medias DesvEst ~---4----=----- fmm—m—— - PR fomme o
Caseina 7 91,993 0,737 (mmmm¥oonn)
Harina pescado 7 91,450 0,562 (~---*---)
Ensilado 7 90,134 0,809 (----*-—-)
Ensilado+maiz 7 89,580 1,997 e |
Ensilado+sorgo 6 86,130 1,495 ({----- LEEEES]

—-——- e il Hmm - 4 -

86.0 88.0 90.0 92.0
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Tabla B. Peso inicial de los animales, Pi (g).

ANEXO

DIETAS
RATA Controi Harina de Ensilado Ensilado + Ensilado +
No. caseina pescado maiz sorgo
1 491 48.6 50.0 49.8 48.7
2 47.6 48.0 47 .4 475 477
3 456 451 46.3 46.2 454
4 44.0 45.0 43.2 43.2 44 5
5 427 425 432 42.9 426
6 41.8 421 416 41.6 42.0
7 39.8 38.8 40.2- 40.1 39.0
Promedio 44 .4 443 446 445 443
Desv. Est 3.3 35 3.5 3.5 3.4
CV.<8%
Tabla C. Peso de los animales en el dia 21, Pf (q).
DIETAS
RATA Control Harina de Ensilado Ensilado + Ensifado +
No. caseina pescado maiz SOrgo
1 123.8 1453 106.5 1104 112.0
2 107.3 116.2 107.3 90.1 114.7
3 110.0 121.3 105.5 109.3 110.2
4 111.8 122.8 94.9 103.7 98.7
5 118.0 125.8 104.7 87.6 121.1
6 103.0 121.8 108.4 81.5 106.9
7 94.6 112.6 106.4 92.9 -
Promedio 109.8 123.7 104.8 86.5 110.6
Desv. Est 9.6 10.5 4.5 11.3 7.5
CV.<11%
Tabla D. Incremento de peso de los animales en el dia 21, P-Pi (g).
DIETAS
RATA Control Harina de Ensilado Ensilado + Ensitado +
No. caseina pescado maiz sorgo
1 747 96.7 56.5 60.6 63.3
2 59.7 68.2 59.9 426 67.0
3 64.4 76.2 59.2 63.1 64.8
4 67.8 77.8 51.7 60.5 54.2
5 75.3 83.3 61.5 44.7 78.5
6 61.2 79.7 66.8 39.9 64.9
7 54.8 73.8 66.2 52.8 --
Promedio 65.4 79.4 60.3 52.0 65.5
Desv. Est 7.7 9.0 53 9.6 7.8
CV.<18%
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ANEXO ?%!f?
ANEXO B
Tabla E. Alimento ingerido en el dia 21(g).
DIETAS
RATA Control Harina de Ensilado Ensilado+ Ensilado+
No. caseina pescado maiz sorgo
1 239.9 276.6 2155 223.0 236.5
2 199.7 208.9 228.0 160.4 243.2
3 220.8 223.0 2355 208.2 235.7
4 2145 239.6 200.9 210.6 197 .1
5 226.3 240.2 229.2 166.1 249.6
6 194.8 223.6 249.5 162.6 224 1
7 175.7 223.3 2240 180.1 -
Promedio 210.2 233.6 226.1 187.3 231.0
Desv. Est 216 21.8 15.3 26.1 18.7
CV.<10%

Nota: Se perdid la rata 7 de la dieta ensilado:sorgo.




ANEXO

Tabla F. Cantidad de alimento consumido por las ratas en los dias 15-18 (g).

DIETAS
RATA Control Harina de Ensilado Ensilado + Ensilado +
No. caseina pescado maiz sorgo
1 54.3 60.1 49.3 49.1 50.4
2 427 46.7 51.8 319 514
3 459 524 52.8 458 50.9
4 443 56.6 454 48.4 404
5 49.3 58.5 472 35.7 56.6
6 39.6 53.2 57.7 33.5 48.5
7 39.8 53.3 472 36.8 -
Tabla G. Peso de las heces de cada rata en los dias 15-18 (g).
DIETAS
RATA Control Harina de Ensilado Ensilado + Ensilado +
No. caseina pescado maiz sorgo
1 4.29 4.99 4.38 2.84 4.01
2 3.34 3.41 4.58 1.55 4.34
3 3.55 4.14 4.61 3.24 3.75
4 3.55 487 3.85 3.51 2.76
5 4.28 502 4.07 2.27 4.48
6 3.06 4.46 4.94 1.92 3.52
7 3.02 4.84 4.28 2.42 -
Tabla H. Valores del porcentaje de nitrogeno en cada dieta.
DIETAS
RATA Control Harina de Ensilado Ensilado + Ensilado +
No. caseina pescado maiz sSOrgo
% Nitrog 1.59 1.60 1.62 1.63 1.63

Tabla 1. Valores del porcentaje de nitrogeno en las heces de las ratas de los dias

15-18 (g)-
DIETAS
RATA Controt Harina de Ensilado Ensilado + Ensilado +
No. caseina pescado maiz sorgo
1 1.42 1.70 1.73 2.66 3.22
2 1.44 1.65 2.00 2.62 2.84
3 1.81 1.62 1.76 3.24 2.88
4 1.63 1.65 1.63 2.47 272
5 1.53 1.67 1.89° 2.81 2.98
6 1.63 1.69 2.04 2.56 3.20
7 1.86 1.57 1.77 272 -
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ANEXO

ANEXO C

Tabla J. Valores de nitrégeno ingerido (NI) por las ratas en los dias 15-18.

DIETAS

RATA Control Harina de Ensilado Ensilado + Ensilado +

No. caseina pescado maiz sorgo
1 0.87 0.96 0.80 0.80 0.82
2 0.68 0.75 0.84 0.52 0.84
3 0.73 0.84 0.85 0.75 0.83
4 0.71 0.91 0.73 0.79 0.66
5 0.79 0.94 0.76 0.58 0.92
6 0.63 0.85 0.93 0.55 0.79
7 0.63 0.85 0.76 0.60 -

Tabla K. Valores de nitrégeno fecal (NF) de las ratas en los dias15-18.

DIETAS

RATA Control Harina de Ensilado Ensilado + Ensilado +

No. caseina pescado maiz sSorgo
1 0.06 0.08 0.08 0.08 0.13
2 0.05 0.06 0.09 0.04 0.12
3 0.06 0.07 0.08 0.10 0.11
4 0.06 0.08 0.06 0.09 0.07
5 0.06 0.08 0.08 0.06 0.13
6 0.05 0.07 0.10 0.05 0.11
7 0.06 0.08 0.07 0.07 -

Nota: Se perdié la rata 7 de la dieta ensilado:sorgo.
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