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Introduccién

1. INTRODUCCION

El consumo de productos avicolas ha aumentado sostenidamente en los
ultimos afos; segun datos de The USA Poultry & Egg Export Council (USAPEC,
2008) reportan que la carne de pollo estadounidense exportada a los tres principales
paises importadores: Rusia, China, y México, en el 2007 sum6 1.3 millones de
toneladas, lo cual representa el 51% del volumen total de las exportaciones,
obteniéndose en ese mismo afo el record de todos los tiempos en el valor de las
exportaciones de carne de ave y huevo. En México, la Secretaria de Agricultura,
ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacion (SAGARPA, 2006), especifica que
el consumo nacional aparente (CNA) de la carne de pollo, crecié al doble del afo
1995 al 2005, siendo este de 1, 396,599.0 toneladas y 2, 797,262.8 toneladas,
respectivamente.

Una de las desventajas del procesado industrial de aves para consumo
humano es que el 18 % de la produccion esta constituido por los despojos
generados después de la faena de la canal (visceras, patas, cabezas, plumas), parte
de estos se destinan para alimentacion animal y otros se tiran contaminando el
ambiente. Sin embargo, pueden ser aprovechados como materia prima en la
produccion de alimentos para animales, después de un proceso econémico como el
ensilado, con esto se evitaria la contaminacion que producen los desperdicios y se
colaboraria en la proteccion del medio ambiente.

La técnica de ensilaje consiste en la licuefaccion de desechos de origen
animal, mediante enzimas enddgenas hidroliticas, aceleradas por acidos organicos
y/o inorganicos o por medio de la fermentacion lactica de un sustrato de hidratos de
carbono que se les anade, por lo cual, el ensilado es una alternativa econdémica para
la suplementacion energética y proteinica en las dietas dirigidas a la alimentacion
animal, ya que diversos estudios en ensilados de subproductos de pescado y pollo,

han comprobado que poseen un alto valor nutrimental.

Durante los procesos quimicos que se llevan a cabo en la produccidon de
ensilado, se disminuye el contenido de algunos aminoacidos, principalmente
triptéfano, estos pueden ser obtenidos de otras fuentes al mezclarse con cereales y/
o leguminosas. Varios estudios avalan que la alfalfa es una excelente especie

forrajera por proporcionar elevados niveles de proteinas, minerales y vitaminas de
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calidad. Ademas, se reconoce a la alfalfa como una leguminosa de alta flexibilidad
en su utilizacién, momento de cosecha y conservacién. Por estas cualidades se han
incrementado los esfuerzos en investigacion, centrandose en los procesos de

transformacion de la alfalfa.

Debido a que en la actualidad existe una gran demanda de alimento para
animales destinados al consumo humano, es preciso encontrar métodos que
optimicen los ya existentes, en este trabajo se elaborara un ensilado a base de

visceras de pollo y alfalfa para su uso en la alimentacion animal.



Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
* Obtener un ensilado de pollo a partir de visceras, cabezas y piel de
pollo con inclusion de alfalfa, que pueda utilizarse para elaborar un

alimento de alto valor nutricional apto para la alimentacion animal.

2.2. Objetivos particulares
* Determinar la composicion quimica proximal de la alfalfa y el
homogeneizado de visceras, cabezas y piel de pollo.
» Cuantificar la actividad proteolitica en el homogeneizado de pollo.
» Establecer las condiciones Optimas para elaborar el ensilado.

» Evaluar en una prueba biolégica la calidad nutrimental del ensilado.
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3. ANTECEDENTES
3.1. Subproductos de la Industria avicola

Los subproductos de la produccion avicola constituyen del 28 al 30 % del
peso total del ave (Jamdar y Harikumar, 2005). Sangre, plumas, visceras, cabezas y
patas se acumulan rapidamente en grandes cantidades y si son manejados como
desperdicios se traduce en pérdidas econdmicas.

Actualmente se ha avanzado en la utilizacién de éstos en la elaboracién de
dietas para peces, aves y ganado, ya que se destacan por ser ricos en proteinas y
altamente palatables (Lallo, et al., 1977, Lappie, et al., 1992, Vizcarra, 1998). La
principal presentacion que se les da a los subproductos es en harinas; por citar
algunos ejemplos: la harina de sangre contiene 80% de proteina cruda y es una
excelente fuente del aminoacido lisina, sin embargo, la proteina que contiene es de
mala calidad, por lo cual debe incluirse en porciones pequenas en la racion; la harina
de pluma hidrolizada contiene 70% o mas de proteina, aunque es alta en cistina y
deficiente en metionina, triptéfano vy lisina, solo sustituye hasta un 10% a la pasta de
soya; por ultimo la harina de subproductos avicolas (cabezas, patas, intestinos), es
una excelente fuente de proteina. Los intestinos que ocupan entre el 20 y 30% de
los desperdicios generados (Jamdar, y Harikumar, 2005), aportan un 30% de
proteina asimilable con adecuados niveles de lisina y minerales como calcio y
fésforo.

Por otra parte, si los subproductos no son canalizados para su uso
inmediatamente después de la matanza, existe el riesgo de contaminacién por
microorganismos patégenos, Salmonella ssp y enterobacterias, que pueden
sobrevivir por largos periodos de almacenamiento y ello no solo repercute a la
produccion de aves, sino también a la salud de los consumidores.

Con el propésito de mantener un control sanitario y conservar la disponibilidad
de los nutrimentos contenidos en estos subproductos; es posible utilizar distintos
métodos como la coccion, deshidratacion, compostaje o el ensilaje dentro de las
granjas avicolas.

La coccion es una practica comun y exitosa en los pequefios productores, sin
embargo, los subproductos deben ser utilizados a corto plazo. Aunque la

deshidratacion y la manufactura de harinas aumentan la vida de anaquel, el costo
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energético es muy alto, que lo hace poco rentable e inclusive inalcanzable para los
productores a baja escala. Tanto a nivel artesanal como industrial, la técnica de
compostaje y ensilaje son viables de implementar, pero en la primera, existe la
desventaja de que bacterias anaerobias tipo Clostridium spp  proliferen en
compostas mal elaboradas (Munoz, 1999); en cambio, los ensilados al poseer un pH
entre 3 y 4 eliminan la posibilidad de crecimiento de microorganismos patégenos y
putrefactivos, con lo cual se permite la conservacion de los subproductos hasta por

varios afnos (Tatterson, 1981).

3.2. Ensilado de subproductos de origen animal

El primer ensilado elaborado a partir de desechos de animales, tuvo su origen
en Suecia, fue de pescado y se utilizé durante la segunda guerra mundial, aunque,
Noruega es actualmente el principal productor con una produccion anual de 200,000
toneladas. De la elaboracion de ensilados existe mayor informacién en los que se
utilizan recortes y/o pesca acompafante, sin embargo, se han buscado nuevas
alternativas de materia prima de los sectores avicola y porcino. México, contribuye a
esta investigacion con el ensayo de ensilados a partir de visceras y subproductos de
pollo y excretas porcinas (Vazquez, 2007, Toledo, 2007).

Especificamente, el ensilado de origen animal se define como un producto
semiliquido o pastoso, que aprovecha los desperdicios de la industria que no son
destinados para el consumo humano, y para su conservacion se emplean tanto
acidos organicos como inorganicos, siendo los primeros ya por adicidon o por sintesis
in situ por bacterias lacticas.

Los ensilados quimicos no presentan variaciones significativas entre los
diferentes ensilados preparados. En contraste, los ensilados de tipo biolégico (con
microorganismos) si las presentan, debido principalmente a la presencia de
microorganismos distintos a los generadores de acido lactico, ya que producen
aminas (amoniaco, histamina, cadaverina, putrescina y tiamina) que son toxicas
para los animales y afectan su crecimiento (Gilberg, et al., 1982).

Para obtener un ensilado de alta calidad, no basta con partir de una materia
prima adecuada, sino que esta debe alcanzar un pH entre 2 y 4, con el fin de activar

las enzimas digestivas pepsinas y catepsinas que se encuentran en las visceras. La
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mezcla de acidos férmico y sulfurico se ha utilizado con éxito, ya que ademas de
acelerar la actividad hidrolitica de las enzimas, inhibe el crecimiento microbiano y
disminuye los costos de produccion. (Raju, et al., 1997, Santana, et al., 2008,
Vizcarra, 1998).

Aunado al pH, la temperatura posee una relacion directa con la velocidad y
niveles de licuefaccion del tejido (Lo, et al., 1992). Diversos estudios, indican que la
temperatura 6ptima de trabajo es de 37 °C y agitacion ocasional, con lo cual se
asegura una proteolisis maxima durante los tres primeros dias de ensilaje. (Gildberg,
et al., 1982; Vizcarra, et al., 1999).

La produccion de ensilado no requiere de equipo costoso; tanto a nivel
artesanal como a escala industrial es factible llevarse a cabo (Vazquez, 2007).
Debido a que consta de cuatro operaciones basicas: molienda, homogeneizacion,
envasado y almacenamiento, es una tecnologia altamente adaptable para conservar
los subproductos que se generan en las industrias del sector ganadero y acuicola,
de manera amigable con el medio ambiente, segura y mas econdmica que la

manufactura de harinas (principal destino).

Principales cambios quimicos durante el ensilaje
* Cambios quimicos en proteinas

El primordial cambio que sucede durante la elaboracion del ensilado es la
hidrolisis proteinica, la cual es llevada a cabo mayoritariamente por enzimas
endogenas de las visceras. Elevados niveles de catepsinas (B, D, H y L) y
aminopeptidasas se encuentran en estos 6rganos, en el caso especifico del pollo, la
actividad proteolitica en los intestinos es 1.5 a 3 veces mas alta que en el musculo
esquelético, higado y bazo. A pH acido, la catepsina D es la principal enzima
responsable de la degradacion de la matriz proteinica (Donta y Van, 1970). En un
estudio realizado por Jamdar y Harikumar (2005) se demuestra que esta proteasa
retiene mas del 50% de la actividad a través de un periodo de seis horas de
autolisis, mientras que en las otras acido-dependientes se perdia en 30 minutos.
Asimismo, al utilizar un inhibidor especifico, “pepstatin” a pH 2.5, la degradacién del

tejido fue inhibido en un 95 %.
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La degradacion enzimatica de las proteinas se caracteriza por una fase inicial
rapida, durante la cual, una gran cantidad de enlaces peptidicos son hidrolizados,
seguida de un decremento en la hidrdlisis que corresponde a una fase estacionaria.
Esta Gltima, puede deberse a factores como la inactivacion enzimatica, inhibicién de
productos y a la autodigestién de las enzimas (Shahidi, et al., 1995).

A fin de conocer el grado de hidrdlisis durante la elaboracién del ensilado, se
determina el nitrégeno no proteinico (NNP) con respecto al nitrégeno total (NT), ya
que conforme la matriz proteinica al licuarse por accién de las enzimas, aumenta la
concentracion de péptidos, aminoacidos y bases vdlatiles totales, como
consecuencia el grado de hidrdlisis aumenta (Dapkevicuis, et al., 1998). Por citar un
ejemplo, Vazquez (2007) al elaborar un ensilado de visceras y despojos de pollo con
una mezcla de acidos propionico y sulfurico, cuantifico el primer dia 50.6 % de

hidrdlisis y en la etapa final a los 43 dias, un 98.3 %.

 Cambios quimicos en lipidos

Durante el proceso de ensilaje, los lipidos se ven afectados a través de dos
principales vias de reaccion: lipolisis y autooxidacion, las cuales deben evitarse con
la adiciéon de antioxidantes, porque ademas de reducir su valor nutritivo, generan
compuestos volatiles que imparten sabores y olores desagradables.

La lipdlisis, es catalizada por lipasas que hidrolizan los triglicéridos y provocan
la liberacion de los acidos grasos. En condiciones de temperatura entre 30 y 40 °C a
un pHde 7 a 9, la actividad de la mayoria de ellas se favorece (Badui, 2006).

Los meétodos de control de la lipdlisis en el ensilado, ademas de la
disminucion de pH, son el precocimiento de los desechos de animales y la remocién
de grasas (Machin, et al., 1989). El primero, aunque inactiva a las lipasas también
ocasiona el deterioro de las enzimas proteoliticas, lo cual, en el caso de los
rumiantes es una ventaja, debido a que en los ensilados se busca un menor dafio en
las proteinas (Guo, 2007). Con la remocién de grasas, no solo se evita la lipdlisis
sino igualmente la autooxidacion, que es la principal via de rancidez de las grasas.

De todos los lipidos, los acidos grasos insaturados son los mas susceptibles a
la rancidez oxidativa por el mecanismo de radicales libres, que consta de tres

etapas: iniciacion, propagacion y terminacion. En el transcurso de la iniciacion,
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catalizada por calentamiento, iones metalicos e irradiacién, se producen radicales de
acidos grasos (R"); los cuales reaccionan con el oxigeno para formar radicales
peréxidos (ROQO"), estos pueden interactuar con otras moléculas de lipidos y crear
hidroperoxidos (ROOH') que a su vez generan nuevos radicales libres (R°),
provocando una reaccién en cadena. Al aumentar los radicales en el sistema, se van
formando no radicales o productos finales (aldehidos, cetonas, alcoholes, pequefios
acidos carboxilicos y alquenos) y se termina con la cadena anterior (Farkas, 1997).

Los efectos de la oxidacién lipidica en los ensilados repercuten en forma
directa sobre la produccion de engorda animal. La disminucion en la palatabilidad y
el dafo a acidos grasos esenciales, linolénico y araquidénico, proteinas y vitaminas,
son los mas adversos (Machin, et al., 1990). A causa de este deterioro, el uso de los
antioxidantes en la elaboracion de los ensilados es trascendental.

Compuestos donadores de protones como: Etoxiquina, Butilhidroxitolueno
(BHT) y Terbutilhidroxiquinona (TBHQ), actuan en la iniciacion y propagacion de la
oxidacion (Gildberg, et al., 1982, Santana, et al., 2008). Los antioxidantes se usan en
concentraciones de hasta 200 ppm (0.02%) del contenido de aceite en el ensilado,
cantidad suficiente para su proteccion.

Vazquez (2007) a través de un ensilado elaborado a partir de piel, cabezas,
patas y visceras de pollo corroboré el éxito de la mezcla 1:1:1 BHT, TBHQ y acido
citrico, al encontrar una menor produccion de malonaldehido (producto de la
oxidacién lipidica) en el ensilado con estos antioxidantes, en comparacion al
ensilado sin éstos. En el caso del acido citrico, aunque su mecanismo de accién no
disminuye el numero de radicales, protege a los lipidos a través de la formacion de
complejos con metales.

Santana y colaboradores (2008) en un estudio realizado en ensilado de
pescado, el TBHQ (2 ppm) protegi6 a los acidos grasos poliinsaturados,
determinandolos en igual cantidad, tanto en la harina como en el ensilado de

pescado.
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3.3. Descripcion de la alfalfa

La alfalfa es una planta originaria de Asia occidental, fue introducida en
Europa desde la antigua Persia, llegando a Espafia con las invasiones arabes, de
alli se trajo a México en 1519, desde entonces, ha sido un cultivo sumamente
explotado para sistemas de produccién intensiva de rumiantes, vacuno de leche y
ovino-caprino (LLorca y cols., 1999).

En el centro y norte de México la alfalfa, Medicago sativa, es un cultivo
popular entre los agricultores, teniendo un papel muy importante en la produccion de
leche en estabulacidén y en la elaboracion de concentrados alimenticios para aves y
ganado de engorda. Se estima que se cultivan alrededor de 300,000 hectareas de
alfalfa bajo condiciones de riego en todo el pais, sobresalen los estados de
Guanajuato y Chihuahua como los lideres en superficie sembrada. Otros estados
productores de forraje de alfalfa son Hidalgo, Puebla, Querétaro, Michoacan, Jalisco
y Baja California (Salinas, 2008).

Debido al crecimiento de la ganaderia lechera en estabulacion y al uso
relativamente reciente del agua de bombeo del subsuelo y/o de presas para regar,
en México, la alfalfa es ahora cultivada todo el afio en una gran diversidad de
regiones. La explotacion se hace en forma intensiva, teniéndose desde 8 hasta 12
cortes de forraje por ano. Se considera que el promedio nacional de persistencia
economica de la alfalfa es de casi tres afios. Entre las variedades mexicanas mas
comunes se encuentran Jupiter, San Miguelito, Milenio y Atlixquefa; sin embargo, al
no ser autosuficientes en la produccion de alfalfa se tiene que importar todos los
anos de Estados Unidos, cuyas variedades mas conocidas son Cuf-101, SW.14,
Pioneer 5929, Alta Verde y Excelente. Se estima que México importa entre el 85% vy
el 90% de sus necesidades anuales de semilla de alfalfa. Los principales paises
proveedores, aparte de Estados Unidos, son Espafa y Australia. (Salinas, 2008).

Como forraje, la alfalfa posee dos caracteristicas fundamentales: 1) Calidad
alimenticia excepcional en términos proteinicos, vitaminicos y minerales. Presenta
altos niveles de B-carotenos y xantofilas, respecto a los primeros son precursores de
la vitamina A y tienen una clara influencia en la produccion de los bovinos, mientras
que las xantofilas se han utilizado ampliamente en nutricién aviar. Debido a que

proporciona calcio, fosforo, potasio, magnesio, azufre, etc., permite emplearla para
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complementar eficazmente las raciones; 2) Capacidad de sintetizar nitrégeno junto
con microorganismos fijadores del nitrégeno en el suelo, lo cual permite aprovechar
diferentes tipos de suelos e incluso suelos no favorables para otros cultivos, como es
el caso del maiz, que es una especie muy exigente (Journet, 1993; Undersander, et
al., 1993).

» Conservacion de forraje

Entre las grandes dificultades nacionales, se distinguen bajos niveles de
produccion agricola y pecuaria, como resultado de un gran numero de factores
técnicos y socioecondémicos que inciden sobre la produccién. Uno de los factores
mas notables dentro de la problematica pecuaria, es el relacionado con la
alimentacion de los animales, el cual tiene estrecha relacion con la disponibilidad de
forraje. En Meéxico, se puede encontrar una variedad amplia de condiciones
ambientales, y casi todas formas climaticas tipificadas en el mundo; sin embargo, la
produccion de forraje esta limitada por el comportamiento estacional. De acuerdo
con la informacion disponible, en la época de lluvias se produce de 60 a 90% del
volumen anual, correspondiente al resto de la época (Jiménez, 2001).

Al considerar la importancia del manejo de la produccién como alternativa
para regular las variaciones en el abastecimiento del forraje, es vital optimizar los
métodos de su conservacion. Las formas comerciales de forrajes conservados mas
comunes en México son: henificacion y ensilado; de éstas los forrajes
representativos son la alfalfa (Medicago sativa), avena (Avena sativa) y el maiz (Zea
mays).

Tanto la henificacion (reduccion de la humedad a menos de 20%) como el ensilaje,
son meétodos de conservacién que estan al alcance de cualquier explotacién; la
decision de utilizar uno u otro esta en funcién del clima, tradiciones culturales,
cultivos forrajeros en explotacién, conocimiento técnico-practico, infraestructura
disponible, maquinaria y tipo de animal. En grandes areas de Europa, el heno y los
cultivos verdes han sido el alimento principal de las vacas lecheras. Sin embargo, en
las ultimas décadas, bajo condiciones mas intensivas de produccion, la tendencia ha

sido sustituir la elaboracién tradicional de heno por ensilado (Ekern y Vik-Mo, 1983).
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A nivel mundial, se observa un aumento de la conservacién de forrajes
mediante el ensilaje, especialmente en los paises de clima templado humedo. La
principal razon de esto, es el riesgo y mayor trabajo que requiere la henificacion a
causa del clima, ya que las lluvias deterioran la calidad del forraje y las mayores
pérdidas que se producen en la henificacidn en comparacion al ensilaje (Musiera y
Ratera, 1984).

3.4. Ensilado de especies forrajeras
Regularmente, el ensilaje forrajero se lleva a cabo a través de la fermentacién
lactica, lo cual se consigue a través de dos condiciones fundamentales:
a) Alto grado de anaerobiosis para limitar las pérdidas por respiracién celular,
comprimiendo bien el forraje y expulsando el aire.
b) Favorecer las fermentaciones lacticas, impidiendo el desarrollo de fermentos

contraproducentes (butiricos y putrefactivos).

* Proceso de ensilaje forrajero

El forraje, ya segado y colocado en el silo, continla su proceso de respiracion,
puesto que las células estan aun vivas, se producen reacciones que desprenden
CO, y calor. En esta fase de respiracidon, hay degradacion de parte de los azucares
solubles e incluso de las proteinas, que no se detiene cuando el pH es inferior a 4.

La fase de fermentacién comienza al finalizar la respiracion, acidificandose el
medio ambiente mediante la produccién de acido acético por bacterias coliformes,
que tienen una temperatura éptima de 18 a 25 °C, pero que no resisten la acidez ni
las altas temperaturas, desapareciendo al llegar el forraje a pH 4.2. Su accion es de
escasa duracion y sin gran importancia en el proceso.

Al seguir disminuyendo el pH, comienzan a proliferar bacterias lacticas, cuyo
optimo desarrollo se produce a 35 °C pero pueden vivir entre 5 y 60 °C, necesitando
de un ambiente rico en azucares solubles, exento de oxigeno y pH entre 3 y 4.
Alcanzado este nivel de acidez, se interrumpe vy estabiliza el proceso,
completandose asi la fase de fermentaciéon. El proceso dura aproximadamente 21

dias.
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Cuando no se alcanza rapidamente un pH menor a 4, se desarrollan los
microorganismos putrefactivos, destacando los de género Clostruidium. Estos
atacan a proteinas, aminoacidos y otros compuestos celulares, produciendo acido
butirico, amoniaco, asi como sustancias que pueden ser toxicas para el ganado
(Hardy, et al., 1986).

Con el propdsito de garantizar la calidad del ensilado pueden utilizarse
diferentes aditivos, segun su modo de accidon son agrupados en 4 categorias:
acidificantes, bacteriostaticos, estimulantes de la fermentacion lactica vy
conservadores biolégicos (Gomez, 2005).

La adicion de acidos inorganicos u organicos, inhabilita el desarrollo de
Costridium, y a concentraciones mas elevadas también inhibe parcialmente la
fermentacion lactica. Gracias a este efecto microbioléogico se consigue una
disminucién en las pérdidas de materia seca y una mayor durabilidad del ensilado.
Hardly y colaboradores (1986) senalan que la combinacién de acido férmico y el
presecado del forraje han producido una alta recuperacion de azucares y proteina
bruta, asi como bajos niveles de nitrogeno amoniacal. También Guo y colaboradores
(2007), reportan la eficacia en ensilados de alfalfa tratados con acido férmico al
impedir la degradacion de los aminoacidos durante el ensilaje de alfalfa, y al reducir
el nivel de bases volatiles (NHs;-N). De hecho, corroboraron que el acido glutamico,
acido aspartico, arginina, tirosina, leucina, glicina, lisina e histidina, aumentaron
sustancialmente en comparacion a los ensilados sin adicion del acido.

Los aditivos bacteriostaticos tienen como fin inhibir la fermentacién butirica y
otras no deseables. El formol o formaldehido es un producto esterilizante y
bacteriostatico.

Sustratos, enzimas y cultivos microbianos, son estimulantes que aceleran la
fermentacién, aumentan la reserva de material fermentable y establecen dominancia
de bacterias productoras de acido lactico, respectivamente. Los materiales usados,
en el mismo orden descrito, son melaza; amilasas y celulasas; cultivos de
Lactobacillus. En forrajes pobres en hidratos de carbono, como la alfalfa, son
eficaces los estimuladores a base de azucares, ya que ademas de reducir la

humedad, aumentan el contenido energético del ensilado.
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Conservadores o aditivos de tipo bioldgico, se elaboran a base de bacterias
lacticas y ocasionalmente enzimas, sobre un sustrato inerte o azucarado. Estas
bacterias, aparte de inducir la fermentacion lactica, provocan una mayor ingestion

por el animal y mejoran la utilizacién del nitrégeno.

3.5. Uso del ensilado en la alimentacion animal

Aunque el uso del ensilado de especies forrajeras se remonta a un tiempo
mas atras, en comparacion al ensilado de origen animal, numerosos estudios avalan
indistintamente su éxito al incorporarse a la dieta de animales. Por tal motivo, cada
vez mas se deben buscar estrategias para su complemento; como es el caso de un
ensilado a partir de excretas porcinas 82%, grano de sorgo molido 20%, y melaza
8%, donde Meza (2000) concluyd que puede incluirse hasta un 40% en dietas para
corderas en crecimiento, con parametros productivos de ganancia de peso, consumo
de materia seca y conversion alimenticia similares a los de una dieta tradicional.

En relacién a los ensilados unicamente de fuente animal, destacan los de
pescado con una mayor explotacion e informacion; hoy en dia constituyen un
alimento apropiado para cerdos, pollos, patos, rumiantes y hasta los peces (Pérez,
1995).

Aludiendo a experiencias con ensilados de visceras de pescado en pollos,
Vizcarra (1999) encontré que una mezcla ensilado-sorgo 70:30, puede ser incluida
hasta en un 15 % en dietas dirigidas a aves en etapas iniciales de su vida, sin
efectos adversos en el grado de conversion alimenticia. En cerdos, de igual forma,
con el ensilado de visceras de pescado adicionado con aceite crudo de palma, es
posible sustituir la proteina de la torta de soya en un 75%, tanto en la etapa de
levante como en la de ceba (periodo de desarrollo y engorde de los cerdos que
ocurre cerca de los 20 kg de peso y termina cuando es enviado al mercado), con los
mismos rendimientos de ganancia en peso. (Bermudez, et al., 1999).

A pesar de la escasez de ensayos y aplicacidon industrial, los ensilados de
subproductos de pollo, se han abierto alternativas de utilidad en el sector porcino y
acuicola. Ejemplos evidentes son los estudios realizados por Lallo y colaboradores
(1997), en los cuales informan que el ensilado de residuos de pollo, sin patas,

plumas y cabezas, con incorporacion de melaza de cafa y Lactobacillus, puede
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remplazar en un 30 %, a una dieta comercial para cerdos, sin afectar su desarrollo
de crecimiento o su salud; asimismo, Toledo (2007) verificé que la inclusién del 15%
de ensilado de residuos de polleria 75.5%, tortilla molida 20%, melaza 4% y acidos
organicos (férmico, valérico y succinico) en la alimentacién de cerdos durante la
etapa de engorda (finalizacién), resulta 26.72 % mas redituable para el productor,
que alimentar a los cerdos con el alimento comercial; Middleton y colaboradores
(2000), en el campo de la acuacultura, concluye que al alimentar a tilapias con
ensilado de pollo co-extruido y camote 60:40, estas no presentan consecuencias
significativas en su desarrollo de crecimiento, mientras se incorpore a la dieta en un
33%.

El principal destino que se le da al ensilado de alfalfa es el sector ganadero.
En un estudio realizado por Hoffman y colaboradores (1998), en vacas en etapa de
lactancia, se observé que al ser alimentadas con ensilado de alfalfa, produjeron mas
leche que las alimentadas con pasto, como consecuencia del alto contenido de
proteina en la alfalfa. Igualmente, el ensilado de alfalfa mostré6 en vacas
periparturientas una retencion positiva de N, Ca, P, Mg y K, minerales esenciales en

la produccién de leche (Kume, et al., 2001).

14



Metodologia

4. METODOLOGIA

4.1. A continuacion se presenta un diagrama de bloques para visualizar de manera

gréfica las actividades desarrolladas en esta etapa de trabajo.

Figura 1. Caracterizacion de la materia prima y ensayo piloto de elaboracion de

ensilados.
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4.2. Materiales y método para la caracterizacion de las materias primas.
4.2.1. Acondicionamiento de las materias primas

Se utilizaron visceras (tripas, mollejas, higados), cabezas, piel de pollo y
alfalfa fresca, los cuales fueron adquiridos en el Mercado de “La Bola”’en Santo
domingo, Ciudad de México.

Para facilitar el proceso, la alfalfa previamente se secé al sol. Posteriormente
en un molino marca Whiley utilizando una malla de 2 mm fue molida, para luego ser
almacenada a temperatura ambiente en un recipiente de plastico.

Porcentualmente se licué 45.3% de tripas, 16.7% de mollejas, higados,
cabezas y 4.7% de piel de pollo todo esto en una licuadora semi-industrial marca
MOMAT L-10, por un tiempo de 15 min para facilitar la molienda de dicha mezcla se
adicion6 agua (21.7 % v/p). Por ultimo, la pasta obtenida se separé en recipientes de
plastico y se congelé a -45 °C para su andlisis quimico y obtencion del extracto

enzimaético.

4.2.2. Analisis proximal de la alfalfay el homogeneizado de pollo
Siguiendo las técnicas de la AOAC (1990), se realiz6 el analisis proximal de la

alfalfa y del homogeneizado de pollo.

e Determinacion de humedad
Fundamento
La cuantificacion de humedad se basa en la perdida de peso de la materia en

cuestidon por la evaporacion de agua al aplicar calor.

Materiales

-Balanza analitica Sartorius Modelo 022605.

-Desecador de vidrio.

-Espatula.

-Charolas de aluminio.

-Estufa con corriente forzada LAB-LINE Modelo IMPERIAL III.
-Estufa de vacio LAB-LINE Duo Vac Oven Modelo 3620.
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Procedimiento

Se colocan a peso constante las charolas en la estufa de vacio y se registra su
peso. De la alfalfa fresca se pesan 30 gramos y del homogeneizado de pollo 7
gramos, cada muestra en su charola, y se introducen en la estufa de corriente
forzada a 65 °C por 24 horas. Posteriormente se secan en la estufa de vacio a una
temperatura de 60-65 °C con una presion minima de 25 mm Hg, hasta peso
constante, es decir, cuando no hubo variacion en el peso hasta la tercera cifra
decimal. La determinacion se realiza por triplicado.

El mismo procedimiento se lleva a cabo en la cuantificacion de la humedad

residual en la alfalfa secada al sol.

Célculos

Pi — Pf

% Humedad = ( )xlOO

Donde:
Pi = peso de la charola con la muestra hUumeda en gramos;
Pf = peso de la charola con la muestra seca en gramos;

m = peso de la muestra himeda en gramos.

e Determinacién de cenizas totales
Fundamento
Las cenizas de los productos alimentarios estdn constituidas por el residuo

inorganico que queda después de incinerar la matera organica a 500 °C.

Materiales

-Mufla THERMOLYNE Modelo 1500.
-Balanza analitica Sartorius Modelo 022605.
-Crisoles de porcelana.

-Desecador de vidrio.

-Espatula.

-Mechero Bunsen.

-Pinzas.
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-Tridangulo de porcelana.
-Tripie.

-Campana de extraccion.

Procedimiento

Los crisoles se ponen a peso constante en la mufla, a una temperatura entre
500-550 °C. Se colocan 5 gramos de alfalfa y 3 gramos del homogeneizado de pollo,
previamente secados en cada crisol. Bajo la campana de extraccion se carboniza la
materia a la flama del mechero Bunsen hasta el cese de humo. Los crisoles se
introducen a la mufla (500-550 °C) con el fin de obtener las cenizas, posteriormente
se pesan y cuando estén a peso constante se registra el valor para calcular el

porcentaje de cenizas. La determinacién es por triplicado.

Célculos:

Pf —Po

% Cenizas totales = (
m

) x100

Donde:
Pf =peso del crisol con la muestra después de incineracién en gramos;
Po = peso del crisol a peso constante en gramos;

m = peso de la muestra en gramos.

e Determinacion de proteina cruda
Fundamento

El Método de Kjeldahl es el mas utilizado para la determinacion de nitrogeno
organico en alimentos. Consta de tres etapas: a) digestion de la materia organica por
calentamiento con acido sulfarico concentrado en presencia de catalizadores, donde
el nitrégeno organico se reduce hasta nitrégeno inorganico en forma de amoniaco;
b) liberacion del amoniaco obtenido de la digestién por destilacion en presencia de

un alcali y c) valoracion del amoniaco con una solucion de acido valorado.
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Reactivos

Glucosa R.A.

Sulfato de potasio R.A.

Mezcla digestiva.

Disolver 3 g de sulfato de cobre (CuSO4,5H,0) en 20 mL de agua destilada y
adicionar 50 mL de acido ortofosforico (H3PO,), cuando se haya disuelto
completamente la sal, agregar lentamente por la pared del recipiente 430 mL de
acido sulfarico (H,SO4) concentrado. Agitar por 30 min para homogeneizar
perfectamente.

Solucién de NaOH al 40%

Pesar 400 g de NaOH y disolver con 800 mL de agua destilada. Trasladar a un
matraz aforado de 1000 mL, adicionar agua hasta el aforo.

Perdxido de hidrogeno al 30%

Solucién indicadora A: Rojo de metilo 10%

Disolver 100 mg de rojo de metilo con alcohol metilico en un matraz aforado de 100
mL. Agregar el disolvente hasta el aforo.

Solucién indicadora B: Verde de bromocresol al 10%

Disolver 100 mg de verde bromocresol con alcohol metilico en un matraz aforado de
100 mL. Agregar el disolvente hasta el aforo.

Solucion de &cido bdérico 1% con indicadores

Colocar 20 g de &cido bérico en un vaso de precipitados de 1000 mL. Adicionar 400
mL de agua para disolver el acido y transferir a un matraz volumétrico de 2000 mL,
agregar 20 mL de la solucién indicadora A y 14 mL de la solucion indicadora B.
Mezclar vigorosamente y agregar el volumen de agua necesario para alcanzar el
aforo.

Solucion de HCI 0.01 N

Valorado con carbonato de sodio hasta la cuarta cifra decimal.

Materiales

-Espatula.

-Pizeta.

-Vasos de precipitados de 50, 500 y 1000 mL.
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-Matraces aforados de 100 y 1000 mL.

-Papel cebolla.

-Balanza analitica Sartorius.

-Tubos de digestién de 75 mL.
-Digestor Ab-20/40. TECATOR.
-Equipo de microdestilacion Kjeltec 1030. TECATOR.

Procedimiento

1.

Aproximadamente se pesan 0.1 g de muestra sobre papel cebolla, el cual se
coloca doblado en el tubo digestor.

Se agrega 0.5 g de sulfato de potasio y 3 mL de mezcla digestiva.

Los tubos se colocan en el digestor a una temperatura de 340°C por un
tiempo de 15 min.

Se retiran los tubos del digestor y cuando estén a temperatura ambiente se
les adiciona 1.5 mL de H,0O, al 30%.

Nuevamente se colocan los tubos dentro del digestor a 370° C,
manteniéndose en digestion hasta observar el liquido incoloro o ligeramente
verde transparente. El tiempo aproximado es de 1.5 horas.

Concluida la digestién, los tubos se retiran del digestor y se enfrian a
temperatura ambiente.

Para el proceso de destilacion, a estos tubos con la muestra digerida se les
adiciona 25 mL de agua desionizada, y se colocan individualmente en el
microdestilador automatico.

Los mililitros de HCI que se gastan en la titulacion del amonio atrapado en la
solucion de &cido borico con indicadores, se registran para conocer la
cantidad de Nitrogeno.

Al mismo tiempo en que se lleva a cabo la digestion en las muestras, se
realiza el estdndar de caseina con 0.02 g (como referencia) y el blanco de
reactivos, utilizando 0.1 g de sacarosa, asimismo, se destilan como lo

expuesto en las muestras. La determinacion se realiza por duplicado.
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Célculos

(P —B)xNxmeq 100
m

% NT =

% Proteina = % Nitrégeno x F

Donde:

% NT = % de nitrdgeno total,

P = mL de HCI 0.01N gastados en la titulacion de la muestra;
B = mL de HCI 0.01N gastados en la titulacion del blanco;

N = normalidad de la solucion de HCI;

meq = miliequivalentes de nitrégeno (0.014);

m = peso de la muestra en gramos;

F = Factor de conversion 6.25 (cuando no se conoce el de la muestra).

Determinacion de grasa cruda
Fundamento

La grasa total es la suma de los componentes con caracteristicas de lipidos
(tri, di y monogliceridos, acidos grasos libres, esteroides, vitaminas liposolubles,
pigmentos, etc.) que son extraidos con disolventes organicos y expresados como
triglicéridos.

El método que se utilizé para la determinacion fue el de Goldfish, en el cual, el
material seco y molido se coloca en un aparato de extraccion continua donde las
gotas condensadas del disolvente caen sobre la muestra contenida en un dedal,
alrededor del cual pasan los vapores calientes del disolvente. Asi, el disolvente esta
en contacto continuo con la muestra, lograndose la extraccion total de la grasa. Al

eliminar el disolvente, el extracto etéreo se cuantifica gravimétricamente.

Reactivos
Eter de petroleo, punto de ebullicion 35-60 °C
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Materiales

-Vasos de Extraccion Goldfish de borde esmerilado.

-Balanza analitica Sartorius Modelo 022605.
-Estufa de vacio LAB-LINE Duo Vac Oven Modelo 3620.

-Pinzas.

-Cartuchos de celulosa.

-Portadedales de vidrio.

-Anillos metalicos con rosca.
-Aparato de extraccion Goldfish Labconco Modelo 350001-00 CV.

Procedimiento

1.
2.

Se pesan 5 g de harina de alfalfa y 2 g de homogeneizado de pollo en polvo.
La materia se coloca dentro de un cartucho de celulosa tapado con algodon.
Cada cartucho se introduce en un portadedal para poder sostenerlo en el
seguro metalico del aparato de extraccion.

En los vasos esmerilados a peso constante se adiciona 50 mL de éter, con la
ayuda de anillos metalicos con rosca, se aseguran los vasos al aparato de
extraccion.

Se activa la recirculacion de agua helada en el aparato y se suben las
parrillas de calentamiento hasta el contacto con los vasos. Por un periodo de
4 horas en posicion LOW, se controla el calentamiento.

Una vez extraida toda la grasa se cambian los portadedales por tubos
colectores y nuevamente se calientan los vasos a fin de recuperar el éter.
Cuando los vasos estén casi libres de disolvente se retiran del aparato y se
colocan en la campana de extraccion por unos minutos para eliminar el resto
del disolvente.

Finalmente se colocan los vasos en la estufa de vacio hasta alcanzar el peso

constante. La cuantificacion es por triplicado.
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Célculos

Pf — Po
m

%Grasa total = ( JxlOO

Donde:

Pf = peso del vaso después de la extraccion sin disolvente y con la grasa extraida,

Po = peso del vaso vacio antes de la extraccion en gramos;

m = peso de la muestra en gramos.

Determinacién de fibra cruda

Fundamento

La porcién de los alimentos que corresponde a la fibra es aquella que no

puede ser digerida por las enzimas del intestino; es decir, son los hidratos de

carbono estructurales tales como la celulosa y hemicelulosa de los tejidos vegetales.

Para la determinacién de la fibra, la muestra desengrasada se somete a una

hidrolisis acida seguida de una hidrdlisis alcalina con una posterior incineracion del

material insoluble y por diferencia se obtiene el contenido de hidratos de carbono no

degradables.

Reactivos

Solucion de H,SO4 al 1.25 % m/v
Solucién de NaOH al 1.25 % m/v
Silicato de aluminio
Antiespumante, emulsién SIGMA-B

Alcohol etilico. Grado reactivo

Materiales

-Vasos de Berzelius de 600 mL KIMAX.
-Espatula.

-Perlas de vidrio.

-Aparato de digestion LABCONCO.

-Estufa de vacio LAB-LINE Duo Vac Oven Modelo 3620.

-Mufla THERMOYNE Modelo 1500.
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-Crisoles de porcelana.

-Embudos Buchner con filtro.

Procedimiento

1.

La muestra seca y desengrasada se coloca en un vaso de Berzelius con 0.5
de silicato de aluminio y perlas de vidrio.

Se adicionan 200 mL de H,SO, al 1.25 % hirviendo y unas gotas de
antiespumante e inmediatamente se instala en el aparato de digestién. Por
espacio de 30 minutos exactos se digiere la muestra.

Después de ese periodo, se recupera el residuo mediante la filtracion a vacio
y se lava con 500 mL de agua destilada caliente hasta eliminar el 4cido.
Nuevamente el residuo se transfiere al vaso Berzeluis, se le agrega 200 mL
de NaOH 1.25 % hirviendo y unas gotas de antiespumante para colocarlo a
digestion por 30 minutos.

El contenido del vaso se deposita en el embudo Bucher y se realiza la
filtracion al vacio. Con 500 mL de agua destilada caliente se lava el residuo a
razén de quitar el alcali y rescatar el material adherido en las perlas de vidrio.
Por dltimo, se le adiciona al residuo 25 mL de alcohol etilico.

En forma cuantitativa se pasa el residuo a un crisol de porcelana con peso
constante y se coloca en la estufa de vacio por un tiempo de 8 horas, se deja
enfriar para registrar su peso.

A continuacién se incineran en la mufla (550 °C); se enfria y nuevamente se

pesa el crisol. Las determinaciones son por triplicado.

Célculos

% Fibra = (

Ps - Pc
m

jxlOO

Donde:

Ps = peso del crisol con la muestra después de la digestion en gramos

Pc = peso del crisol con la muestra posterior a la incineracion en gramos

m = peso de la muestra en gramos.
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Determinacion de carbohidratos totales (por diferencia)
Se calculan por diferencia restando a 100 la suma de los porcentajes de

humedad, cenizas, proteina, grasa y fibra cruda.

Célculo

% Carbohidratos = 100 - (%vhumedad + %proteina + %grasa + % cenizas + %fibra).

4.3. Medicion de la actividad enziméatica de las visceras de pollo

4.3.1. Obtencién del extracto enzimético

Reactivos

HCI 0.1 N.

Se mide un volumen de 19.7 mL de HCI concentrado (37%) y se lleva a un aforo con
agua destilada en un matraz volumétrico de 2000 mL. La titulaciéon se realiza con
Na,CO3; anhidro, utilizandose como indicador el verde de bromocresol.

Agua acidulada a pH= 3.0

A un vaso de precipitados de 1 L se le agregan 900 mL de agua destilada y se
introduce el electrodo de un potencibmetro para ajustar el pH a 3 con HCI

concentrado.

Materiales

-Vasos de precipitados de 50 mL y 1000 mL.
-Probeta de 25 mL.

-Pipeta Pasteur.

-Potenciometro Corning 1432.

-Espatula.

-Balanza analitica Sartorius Modelo 022605.
-Homogeneizador Potter.

-Matraz volumétrico de 250 mL y 2000 mL.
-Tubos para centrifuga de 50 mL.
-Ultracentrifuga Sorvall RC 50 Plus.
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Procedimiento para la obtencion del extracto enzimatico

1. A partir de una fraccibn del homogeneizado de pollo, se realiza la
fragmentacion del tejido con un homogeneizador Potter constituido por un
émbolo y un tubo de vidrio, el cual se coloca dentro de un bafio de hielo.

2. De este homogeneizado se toman 25.0 g y se lleva a pH= 3 con HCI 0.1 N
para activar el pepsindgeno.

3. La mezcla se vierte en un matraz aforado de 250 mL y se afora con agua
acidulada a pH 3.

4. De la mezcla se toman 50 mL y se colocan en tubos para centrifugar a 16000
r.p.m. por 45 min a 4 °C.

5. Se separa el sobrenadante y se desecha el sedimento.

6. A partir de este extracto enzimatico, se realiza la medicién de la actividad

proteolitica y contenido de proteina (conservado en congelacion).

4.3.2. Medicién de actividad proteolitica siguiendo el método de Anson
(1938)
Fundamento
La determinaciéon de actividad proteolitica se basa en la digestion de
hemoglobina por las enzimas presentes en la muestra, bajo condiciones estandar:
pH, 37 °C por 10 minutos. El sustrato no digerido se precipita con acido
tricloroacético, la tirosina y el triptofano del sobrenadante se hacen reaccionar con el
reactivo de Folin-Ciocalteu que da una coloracion azul, que sera proporcional a la

actividad hidrolitica de la muestra sobre el sustrato.

Una unidad de actividad proteolitica expresa la cantidad de enzima necesaria
para catalizar la liberacién de 1 pumol de tirosina a 37 °C al pH 6ptimo de la enzima
en 1 minuto. Para el calculo de la actividad especifica (unidad de actividad / mg de
proteina) se determina la concentracion de proteina con los preparados enzimaticos,

segun el método de Lowry.
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Reactivos

HCI 0.06 N

Se mide un volumen de 127.8 mL de HCI 0.12 N y se afora con agua destilada en un
matraz volumeétrico de 200 mL.

Solucién estandar de tirosina 2umol/mL

Colocar 18.1 mg de tirosina (Sigma) en un matraz aforado de 50 mL y aforar con HCI
0.06 N.

Hemoglobina al 2% en HCI| 0.06 N

Pesar 0.5 g de hemoglobina bovina (Sigma) y llevar a un volumen de 25 mL en un
matraz aforado con HCI 0.06 N.

Acido tricloroacético 5%

Se pesan 5 g de acido tricloroacético al 19 % y se colocan en un matraz aforado de
100 mL, a éste se adiciona el volumen de agua necesario para alcanzar el aforo.
NaOH 0.5 N

Pesar 5.0 g de NaOH en perlas y disolver en agua destilada; aforar a 250 mL.
Reactivo de Folin-Ciocalteu

Diluir 1 volumen del reactivo de Fenol- Folin Ciocateu (Hycel de México), con 2

volimenes de agua destilada, este se prepara al momento para ser utilizado.

Materiales

-Matraces volumétricos de 250 mL, 100 mL, 25 mL y 10 mL.
-Probeta de 250 mL y 50 mL.

-Vasos de precipitados de 50 mL.

-Espatulas.

-Pipetas graduadas de 10 mL, 5 mL y 1 mL.

-Tubos de ensayo de 16 X 150 mm.

-Vortex Super mixer N° 1290.

-Bafio de agua con regulacion de la temperatura a 37 °C.
-Tubos centrifuga de 25 mL.

-Centrifuga Eppendorf 5702.

-Espectrofotometro Sequoia Turner, Modelo 340.
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Preparacién de la curva estandar de tirosina

1.

A partir de la solucion patron de tirosina (2umol/mL) se miden 0.0, 0.2, 0.4,
0.6, 0.8 y 1 mL en matraces aforados de 10 mL, y se llevan al aforo con agua
destilada correspondiendo a 0.00, 0.02, 0.04, 0.06, 0.1, 0.16 y 0.2 umol/mL
respectivamente.

De cada una de las soluciones patron se colocan 2.5 mL en tubos de ensaye.
Se agrega a cada tubo 5mL de NaOH 0.5N y 1.5 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu diluido, posteriormente se agita.

Después de 10 minutos, se lee a una longitud de onda de 750 nm en el
espectrofotometro, ajustado contra el blanco de reactivos.

Por ultimo, se grafica la absorbancia contra la concentracion de tirosina
expresado en umol/mL.

La determinacién de cada concentracion de la curva patrén se realiza por

triplicado.

Procedimiento para medir la actividad proteolitica en el extracto enzimatico.

1.

Del extracto enzimatico se toma 1 mL, colocandose en un tubo de ensayo se
adicionan 5 mL de Hemoglobina al 2% (por triplicado).
Se incuban a 37°C por 10 minutos.

3. Lareaccion se detiene con 10 mL de acido tricloracético al 5%.

4. Esta mezcla se coloca en tubos para centrifugar y se centrifuga a 4000 r.p.m.

por 20 min a temperatura ambiente.

Se toma una alicuota de 2.5 mL del sobrenadante y se coloca en el tubo de
ensayo.

A cada tubo se agregan 5mL de NaOH 0.5 N y 1.5 mL de reactivo de Folin-

Ciocalteu y se agita.

. Después de 10 minutos se lee a una longitud de onda de 750 nm en el

espectrofotometro, ajustado contra el blanco de reactivos.
Se obtiene el contenido de tirosina en pumol/mL por interpolaciéon en la curva

patrén de tirosina.
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4.3.3. Determinacion de proteina en el extracto enzimético por el Método de

Lowry
Fundamento

Para cuantificar la cantidad de proteina presente en la materia prima se utilizd
la técnica de Lowry, esta se fundamenta en el uso de la reaccion de Biuret, donde
las proteinas reaccionan con los iones cobre en medio alcalino. El reactivo de Folin-
Ciocalteu (4cido fosfomolibdico-fosfotingstico), se reduce por los residuos de
tirosina y de triptofano presentes en la proteina, y se forma un complejo cobre-
proteina que es detectado espectrofotométricamente a una longitud de onda de 750
nm.

A partir de una curva patron de albumina sérica bovina se cuantifica en el

extracto la proteina presente.

Reactivos

Buffer de citrato-fosfato, pH 3

Para su elaboracién se prepararon dos soluciones:

a) Solucion de acido citrico 0.1 M. Pesar 9.61 g de acido citrico y disolverlo en 250
mL de agua destilada y llevar a un aforo de 500 mL con la misma.

b) Disolucion de fosfato de sodio heptahidratado 0.2 M. Disolver 13.44 ¢
Na;HPO, 7H,O en 100 mL de agua destilada, verterlo en un matraz volumétrico de
250 mL para llegar al volumen de aforo con agua destilada.

Verter en un matraz de 1000 mL, 398 mL de la disolucién de &cido citrico 0.1 M y
102 mL de la solucion de Na,HPO, 7H,0, adicionar agua destilada hasta el aforo. A
esta nueva solucion se le ajusta el pH a 3 con HCL y NaOH concentrados.

Solucion estandar de albamina sérica bovina 500ug/mL

Pesar 0.026 g de albumina (Sigma) en un matraz aforado de 50 mL y adicionar poco
a poco agua destilada hasta el aforo para evitar la formacion de burbujas. Almacenar
en alicuotas de 10 mL a —4 °C.

Reactivo A

En un matraz aforado de 100 mL colocar 0.23 g de tartrato de sodio y potasio
tetrahidratado y 10.0 g de carbonado de sodio, adicionar un volumen de 69 mL de

NaOH 0.8 N, con agua destilada llevar al aforo.
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Reactivo B

Disolver 2.3 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado y 1g de sulfato de cobre
pentahidratado en 12.5 mL de NaOH 0.8 N y aforar a 100 mL con agua destilada.
Almacenar este reactivo en un envase ambar.

Reactivo mezcla

Se incorporan 25 volimenes de la disolucion de NaOH 0.8 N, con 18 volumenes del
reactivo A y 2 volimenes del reactivo B. La preparacion se realiza al momento.
Reactivo C

Un volumen del reactivo de Folin-Ciocalteu se diluye con dos volimenes de agua

destilada, también esta solucidon se elabora al momento.

Materiales

-Balanza Analitica Sartorius Modelo 022605.
-Pipetas graduadas de 5 mL.

-Matraces volumétricos de 50 mL y 10 mL.
-Probeta graduada de 50 mL.

-Vortex Super mixer N° 1290.

-Tubos de ensaye de 16 X 150 mm.
-Espectrofotbmetro Sequoia Turner. Modelo 340.

Preparacion de la Curva Patréon de albumina sérica bovina

1. Se preparan disoluciones con concentraciones de 0.5, 20, 40, 60, 80 ug/mL a
partir de la disolucion estandar de albamina (500 pg/mL).

2. De cada disolucién se toma 1 mL y se coloca en tubos de ensaye; a cada uno
se le agrega 0.9 mL del reactivo mezcla y se agita en un vortex, después se
adiciona 0.6 mL de reactivo C, nuevamente se agita para afiadir 0.6 mL de
reactivo C y mezclar vigorosamente. Los tubos se incuban a temperatura
ambiente por 45 minutos, protegidos de la luz. La determinacién de cada
concentracion se realiza por triplicado.

3. Se leen las absorbancias en un espectrofotometro a 750 nm, el cual se ajusta

contra el blanco de reactivos.
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4. Se traza la curva de absorbancia contra concentracién de albumina sérica
bovina (ug de proteina/mL).

La concentracion de proteina de la muestra se calcula a partir de la curva

patron y el resultado se obtiene en pg de proteina/mL, el cual se multiplica por el

factor de dilucion de la alicuota del extracto, expresado en mg de proteina/mL.

Procedimiento: Determinacion del contenido de proteina en el extracto
enzimético
1. A partir del extracto enzimético se toma una alicuota de 1 mL, se deposita en
un matraz aforado de 50 mL y se lleva al volumen con el buffer citrato-fosfato
pH 3.
2. Enun tubo de ensayo se coloca 1 mL de la anterior solucién 1:50.
3. Se afiade 0.9 mL del reactivo mezcla e inmediatamente se agita en un vortex.
4. Del reactivo C se agrega 0.6 mL y se agita para volver a agregar el mismo
volumen de este reactivo.
5. Se incuban a temperatura ambiente por 45 min, protegiendo el tubo de la luz.
6. En un espectrofotometro a 750 nm se leen las absorbancias, éste se ajusta
contra el blanco de reactivos. La determinacién se realiza por triplicado.
7. El contenido de proteina se determina al interpolar el valor de la absorbancia

de la mezcla en una curva patrén de albumina sérica bovina.
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Célculos para determinar la actividad enzimatica especifica

Ejemplo de calculo:
Tyr umol/min/g nomogeneizado = [(TYr umol/mL de extractoX250mL)/10min]/25 g;
Tyr umol/min/g nomogeneizado = [(TYr 0.154 pmol/mL X 250mL)/10min}/25g= 0.154.

Tyr 0.154 pumol/mL = Valor de tirosina interpolado en la curva patrén de tirosina.

Donde:

250 mL= Aforo;

10 min = tiempo de reaccion;

25 g = gramos de homogeneizado.

Proteina mg/g homogeneizado= [(Proteina pmol /mL de extracto X 50 mLX250mL)/1000]/25 g;
Proteina mg/g homogeneizado = [(Proteina 63.953 pmol/mL X 50 mL X 250mL)/1000]/259=31.98.

Proteina 63.953 pmol/mL = Valor interpolado en la curva patrén de albumina.

Donde:
250 mL= aforo;
50 mL = dilucién;

25 g = gramos de homogeneizado.

Tyl’ HmOVm'n/mg protel'na = (Tyl’ umOI/mln/g homogeneizado)/ (prOteina mg/g homogeneizado);
Tyr umol/min/ mg proteina = (Tyr 0.154umol /min/g )/ (proteina 32 mg/g) = 0.0047.
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4.4. ENSAYO PILOTO DE ELABORACION DE ENSILADOS
La intencion de realizar este ensayo fue conocer las condiciones Optimas
(temperatura, pH, almacenamiento, agitacion y homogeneizacion) para elaborar el

ensilado en estudio.

4.4.1 Elaboracion de ensilados

Se obtuvieron dos ensilados con un similar porcentaje de proteina.

1. Ensilado de homogeneizado de pollo al 10% de proteina

En la elaboracién del ensilado se utilizaron 300 g de homogeneizado de pollo
como fuente de proteina y 91.6 g de agua, mezclandose hasta obtener
homogeneidad, luego se midi6 el pH inicial. Se ajusto el pH a 3 con acido féormico y
sulfdrico concentrados, en una relacion de 5.6:4.4 respectivamente (Ruiz, 2007). Por
altimo, en funcion del contenido lipidico del ensilado, se le adicion6 como
antioxidante BHT al 0.02%.

La proporcion de ensilado a 400 g, se establecié con base en la minima
cantidad de muestra necesaria para realizar las determinaciones de pH, NNP, NT y
SRATB durante el tiempo de ensilaje.

En un recipiente de plastico de 2 L se prepard el ensilado y se incubd a

37 £ 1°C por 14 dias, con agitacion esporadica.

2. Ensilado de homogeneizado de pollo y alfalfa 50:50 de 10% de proteina

El ensilado se elaboré con 208.5 g de homogeneizado de pollo, 91.5 g de
alfalfa y 700 g de agua, se utilizaron las mismas condiciones que en el ensilado de
pollo, s6lo se modifico la proporcion de acidos formico- sulfurico, 5.4:4.6.

Puesto que en este ensilado se tratd de mantener el mismo contenido de
proteina (10%) que el del ensilado de pollo, se utilizo la proporcion de ensilado de
pollo-alfalfa 50:50 de 10%, y se mezclaron los ingredientes del homogeneizado y
alfalfa en las cantidades indicadas; ademas, debido a que la alfalfa absorbe una
suma importante de agua, fue Inevitable agregarla hasta obtener una
homogeneizacion completa y poder realizar las mediciones de los parametros

mencionados.
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4.4.2. Monitoreo durante el proceso de ensilaje
pH

La determinacion se realiz6 con un potenciometro marca Corning 1432, los
dias 1, 2, 3, 6, 8, 9, 10 y 14 de estudio.

Evolucién de hidrdlisis del contenido proteinico

El grado de hidrdlisis proteinica se expresa como el porcentaje de nitrégeno
no proteinico (NNP) con respecto al contenido del nitrogeno total (NT). Dicha
medicion se realizé a la materia prima y posteriormente al ensilado durante el

transcurso del ensilaje en los dias 1, 3, 6, 8 y 14 de estudio.

Determinacion de nitrégeno no proteinico
Fundamento

La cuantificacion del nitrdgeno no proteinico se basa en la precipitacion de las
proteinas con &cido tricloroacético al 20% seguido de una digestion, destilacion y

titulacion (método de micro-Kjeldahl).

Reactivos

Acido tricloroacético al 20%

Pesar 404 g de &cido tricloroacético (pureza 99%) y disolverlos en 1000 mL de agua
destilada para llevarlos a un volumen de aforo de 2000 mL.

Sulfato de potasio R.A.

Glucosa R.A.

Peréxido de hidrogeno al 30%.

Solucién indicadora A: Rojo de metilo 10%

Se disuelven 100 mg de rojo de metilo con alcohol etilico en un matraz aforado de
100 mL, se agrega el disolvente hasta alcanzar el aforo.

Solucion indicadora B: Verde de bromocresol al 10%

Se disuelven 100 mg de verde bromocresol con alcohol etilico en un matraz aforado

de 100 mL, se agrega el disolvente hasta alcanzar el aforo.
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Solucién de acido bdérico 1% con indicadores

Colocar 20 g de acido borico en un vaso de precipitados de 500 mL. Un volumen de
400 mL de agua se adiciona para disolver el acido y transferir a un matraz
volumétrico de 2000 mL, se agregan 20 mL de la solucion indicadora A y 14 mL de
la solucion indicadora B. Esta mezcla se agita vigorosamente y se agrega el
volumen de agua necesaria para alcanzar el aforo.

Solucion de HCI 0.01 N

Valorado con carbonato de sodio hasta la cuarta cifra decimal.

Materiales

-Balanza analitica Sartorius.
-Vasos de precipitados de 50 mL.
-Matraces aforados de 25 mL.
-Espéatulas.

-Tubos para centrifuga de 50 mL.
-Centrifuga.

-Embudos.

-Fibra de vidrio.

-Pipeta graduada de 5 mL.
-Tubos de digestion TECATOR.
-Digestor Ab-20/40. TECATOR.
-Equipo de mocrodestilacion Kjeltec 1030. TECACOR.

Procedimiento

1. Se pesa 1 g del ensilado y se disuelve con una solucion de acido
tricoloacético al 20%, llevandose a un volumen de aforo de 25 mL.

2. Por dos horas se deja reposar con el fin de precipitar toda la proteina del
ensilado.

3. Después de ese periodo de tiempo, todo el volumen del matraz se transvasa
en un tubo y se centrifuga a 4400 r.p.m. por 30 min.

4. Con el proposito de separar algunos residuos de proteina suspendidos en la

superficie, se filtra a través de un embudo con fibra de vidrio.
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5. Del sobrenadante se toman 3 mL y se colocan en un tubo de digestién. La
medicion se realiza por triplicado.

6. A cada tubo de digestion se le agregan 0.5 g de sulfato de potasio y 3 mL de
mezcla digestiva.

7. Los tubos se colocan en el digestor a una temperatura de 340°C por un
tiempo de 15 min.

8. Se retiran los tubos del digestor y cuando estén a temperatura ambiente se
les adiciona 1.5 mL de H,0; al 30%.

9. Nuevamente se sitdan los tubos dentro del digestor a 370° C, manteniéndose
en digestion hasta observar el liquido incoloro o ligeramente verde y
transparente. El tiempo aproximado es de 1.5 horas.

10.Concluida la digestion, los tubos se retiraran del digestor y asi disminuye su
temperatura hasta ser igual a la del ambiente.

11.Para el proceso de destilacion, a los tubos con la muestra digerida se les
adiciona 25 mL de agua desionizada y se colocan individualmente en el
microdestilador automatico.

12.Para conocer la cantidad de NNP se registran los mililitros de HCI gastados
en la titulacion del amonio atrapado en la soluciébn de acido boérico con
indicadores.

13.Al mismo tiempo en que se lleva a cabo la digestion en las muestras, se
realiza el estdndar de caseina con 0.02 g (como control) y el blanco de
reactivos, utilizandose 0.1 g de sacarosa, por duplicado cada uno. Asimismo,

se destilan y titulan como lo expuesto en las muestras.

Célculos
% NNP = [(P-B) x N x meq x 100]/m;
Donde:
% NNP = % de nitrégeno no proteinico;
P = mL de HCI 0.01N gastados en la titulacion de la muestra;
B = mL de HCI 0.01N gastados en la titulacién del blanco;
N = normalidad de la solucion de HCI;
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meq = miliequivalentes de nitrégeno (0.014);

m = peso de la muestra en gramos.

Determinacion de nitrégeno total (NT)
A través del método de micro-Kjeldahl se cuantificé el nitrogeno total; como ya

se indico, éste consiste en el método de cuantificacion de proteina cruda.

Célculos
% NT = [(P-B) x N x meq x 100]/m
Donde:
% NT = % de nitrogeno total,
P = mL de HCI 0.01N gastados en la titulacion de la muestra;
B = mL de HCI 0.01N gastados en la titulacién del blanco;
N = normalidad de la solucion de HCI;
meq = miliequivalentes de nitrégeno (0.014);

m = peso de la muestra en gramos.

Determinacion del grado de oxidacién de la grasa

La cuantificacion se realizdé por el método propuesto por Vycke (1970), el cual
se basa en la medicibn de sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico, que se
expresan como malonaldehido. Para precipitar la fraccién proteinica que se
encuentra en la materia prima y en las muestras obtenidas durante el ensilaje, los
dias 0,1,3, 6, 8 y 14, se emple6é una soluciéon de acido tricloroacético al 7.5% en
agua. Uno de los principales aldehidos que resultan de la oxidacion lipidica es el
malonaldehido, y cuando reacciona junto con los demas aldehidos con el &cido
tiobarbitlrico se producen compuestos coloreados, que van desde el color rosa
palido hasta el rojo, se detectan a 538 nm en un espectrofotometro que es

proporcional a la cantidad de malonaldehido presente.
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Reactivos

Acido tricloroacético

Se pesan 75 g de acido tricloroacético y se disuelven en agua destilada para
verterlos en un matraz aforado de 1000 mL, agregando agua hasta el aforo.
Solucién de acido tiobarbiturico 0.02 M

Sobre una nave de vidrio, se pesan 0.59 g de acido tiobarbiturico, cuidadosamente
se colocan dentro de un matraz volumétrico de 200 mL. Se adiciona 100 mL de agua
destilada tibia para facilitar la disolucion, una vez disueltos los granulos y a
temperatura ambiente, se agrega el volumen de agua destilada hasta el aforo.
Solucién estandar de tetraetoxipropano 0.01M

Pesar 0.06 g de tetraetoxipropano y disolver con 10 mL de agua destilada. Dentro
de un matraz aforado de 25 mL verter y agregar agua hasta completar el volumen y
por ultimo agitar.

Solucién de trabajo de tetraetoxipropano 1 x 10° M

Con una micropipeta se toman 200 pL de la solucion de tetraetoxipropano 0.01 My
se colocan en un matraz volumétrico de 200 mL, se adiciona agua destilada hasta el

aforo.

Materiales

-Balanza analitica Sartorius.

-Espatulas.

-Pizeta.

-Matraces aforados de 25, 200, 1000 mL.
-Vasos de precipitados de 50 mL y 250 mL.
-Pipeta automatica finnpipette (de 200 L - 1000 pL).
-Tubos para centrifuga de 50 mL.
-Centrifuga.

-Embudos.

-Fibra de vidrio.

-Pipeta graduada de 5 mL.

-Gradilla.

-Tubos.

38



Metodologia

-Canicas.
-Bafio de agua a temperatura de ebullicién.
-Celdas de vidrio.

-Espectrofotometro Sequdia-Turner Modelo 340.

Procedimiento
1. Se pesan aproximadamente 0.5 g de muestra y se homogeneiza con 15 mL de
solucion de acido tricloroacético al 7.5%, éste volumen se transfiere
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 mL y se agrega el acido hasta el
aforo.
2. Para separar la proteina precipitada se centrifuga a 4400 r.p.m. por 30 min., el
contenido de los tubos se filtra a través de un embudo con fibra de vidrio, a fin de
eliminar las particulas visibles en suspension.
3. Del filtrado se toma una alicuota de 5 mL y se coloca dentro de un tubo,
agregandose 5 mL de acido tiobarbittrico 0.02 M. La determinacion se realiza por
triplicado.
4. Los tubos se tapan con canicas para colocarse en un bafio de agua hirviendo
por un periodo de 45 min.
5. Una vez transcurrido el tiempo, los tubos se enfrian hasta que alcanzaron la
temperatura ambiente.
6. Durante los primeros 30 min, se determina la absorbancia en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 538 nm contra un blanco preparado
con 5mL de agua en vez de los 5 mL del filtrado.
7. El contenido de malonaldehido en la muestra, se cuantifica por interpolacion
de la curva patron de tetraetoxipropano (1 mol de tetraetoxipropano hidrolizado

libera 1 mol de malonaldehido).
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Preparacion de la curva de tetraetoxipropano

1.

De la solucién de trabajo de tetraetoxipropano 1 x 10™ M, se toman alicuotas
de 0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5y 3,0 mL y se depositan en un tubo de vidrio.
Cada tubo se lleva a un volumen final de 5 mL al agregar 5, 4.5, 4.0, 3.5, 3.0,

2.5y 2.0 mL de agua destilada, correspondientemente.

3. Se adiciona 5 mL de acido tiobarbiturico 0.02 M.

4. Los tubos se tapan con canicas y son colocados dentro de un bafio de agua

hirviendo por 45 min, transcurrido ese tiempo se disminuye su temperatura
con un bafio de agua fria.

Cuando la temperatura del contenido de los tubos desciende, se determina la
absorbancia a una longitud de onda de 538 nm en el espectrofotometro

durante los primeros 30 minutos.

Célculos

El resultado de absorbancia obtenido en la muestra, se interpola en la

ecuacion de la curva de tetraetoxipropano (TEP), a fin de conocer la concentracion

de malonaldehido, él cual se produce por hidrélisis acida de TEP.

ADbSs33:m = M[TEP] + b;

[TEP] = (AbSszgnm — b)/m;

[TEP] = Concentracién molar de tetraetoxipropano;

AbSs3snm = Absorbancia en la alicuota de la muestra a una longitud de onda de 538 nm;
b = ordenada al origen;

m = pendiente.

Para expresar los mg de malonaldehido por kg de ensilado, se aplica la siguiente

formula;

malonaldehido mg/kg =[ (MDA mmol)(PM)(Aforo/alicuota)]/ (kg muestra);
Donde:
MDA = malonaldehido;

PM = peso molecular del malonaldehido.
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4.5. Elaboracion de un ensilado para su evaluacién nutrimental

4.5.1. A continuacidon se presenta un esquema con las actividades desarrolladas
para la elaboracion del ensilado a base del homogeneizado de visceras de pollo,
alfalfa y sorgo. Posteriormente, se realizara la evaluacion nutrimental de este

ensilado.

Figura 2. Evaluacién nutrimental del ensilado de visceras, cabezas, piel de

pollo y alfalfa

Homogeneizado
de pollo y alfalfa

A 4

Monitoreo de Ensilado de pollo

pH, NNP?, NT? y alfalfa 50:50 [ Sorgo J
v SRATB proteina

A 4 A 4

Secado en [ Limpieza ]
estufa 60-70 °C

A 4 A 4

[Molienda ] Molienda ]

Determinacion de
proteina y humedad

v A A h 4

Harina de ensilado Harina de
de pollo + alfalfa sorgo

Mezcla
R E:S' J
| 50:50 de 10% |
proteina
*Mezcla de ensilado de pollo-alfalfa
y sorgo.
NNP Determinacion de nitrégeno h 4
no proteinico. AN
®NT. Cuantificacién de nitrégeno Prueba_,blolo_glca de
total. conversion alimenticia

“SRATB. Sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico.
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4.5.2. Elaboracién del ensilado de homogeneizado de visceras de pollo y
alfalfa.

De acuerdo al estudio piloto, las condiciones Optimas para elaborar el
ensilado a base de homogeneizado de visceras de pollo y alfalfa (50:50 de 10% de
proteina) fueron pH 3, mezcla de acidos formico-sulfdrico 5.4:4.6, temperatura 37 °C
durante 14 dias. Los dias 0,1,5,7,12 y 14 se realiz6 el monitoreo de pH, porcentaje
de hidrdlisis y grado de oxidacion.

Con el propoésito de aumentar el valor nutritivo del ensilado, se adicion6 0.11g
de triptofano, siendo el aminoacido que mas se ve afectado por la acidez del medio.
Previo a su incorporacion, fue necesario disminuir el pH a 5 del ensilado a con una
solucion de NaOH 40 % p/v para evitar su deterioro y un posible decremento en el
consumo de las dietas por parte de las ratas, debido a un ligero gusto acido del
ensilado.

El ensilado fue secado en una estufa con corriente de aire LAB-Line Modelo
Imperial 1ll, a una temperatura de entre 65 y 70 °C por un tiempo aproximado de 12
horas. Una vez seco, se disminuyé el tamafio de particula con un mortero, hasta la
obtencién de una harina homogénea. Posteriormente, se determiné el porcentaje de
proteina cruda por el método de micro-Kjeldahl y la humedad.

4.5.3. Preparaciéon de las dietas para la prueba biolégica de Conversion
alimenticia

Para la preparacion de la dieta experimental utilizada en la prueba biol6gica
de Conversion alimenticia, el ensilado se mezclé con un cereal cuya proteina no
fuera deficiente en triptéfano, como el sorgo, que ademas en México es
comunmente utilizado en la alimentacion animal por su bajo costo.

La harina se prepar6 moliendo el sorgo entero (Sorghum vulgare) en un
molino Thomas-Wiley Modelo No. 4. con una malla de 2 mm, y a esta se le
determind el contenido de humedad y proteina por el método de micro-Kjeldahl, para
obtener mayor exactitud en el calculo de la preparacién de la dieta experimental,
siendo esta isoproteinica e isocalorica a una dieta control de caseina de 10% de
proteina y con un aporte energético de 1800 kJ por cada 100 g de dieta.
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En la tabla 1 se muestra la composicion de las dietas empleadas para la

prueba de Conversion alimenticia.

Tabla 1. Composicion de las dietas empleadas en la prueba bioldgica (g/100 g de
dieta).

_ Dieta control Harina de ensilado
Ingrediente Caseina 10% de pollo-alfalfa: harina de sorgo
proteina 50:50 de 10% proteina
Caseina 11.6 -
Harina de ensilado pollo-alfalfa . 18.6
(50:50 de 10 % de proteina)
Harina de sorgo - 55.4
Sacarosa 22.0 6.6
Dextrosa 19.0 5.7
Dextrina 25.0 7.5
Manteca vegetal 8.0 5.5
Aceite vegetal 6.0 4.1
Mezcla de minerales 2.0 -
Mezcla de vitaminas 1.0 1.0
Celulosa comercial 5.4 2.6

Caseina (de leche bovina SIGMA C-3400).

Glucosa (grado técnico).

Dextrina (grado técnico).

Sacarosa (grado técnico).

Aceite de maiz (grado comercial).

Manteca de maiz (grado comercial).

Mezcla de sales (ICN Pharmaceuticals No. Cat. 170760).
Mezcla de vitaminas (ICN Pharmaceuticals No. Cat. 904654).

Celulosa en polvo (grado técnico).
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Materiales

-Espéatulas.

-Cucharas.

-Vasos de precipitados de 250 y 500 mL.
-Recipientes de plastico de bocaancha2y 4 L.
-Balanza.

-Mezcladora mecanica HOBART Modelo N-50.

Procedimiento

Las harinas fueron homogeneizadas en la mezcladora junto con los demas
ingredientes sdlidos, excluyendo las vitaminas, una vez incorporada completamente
la mezcla, se le adicioné el aceite y la manteca fundidos en el horno de microondas
para finalizar con la mezcla de vitaminas.
Las dietas se almacenaron en recipientes de plastico y permanecieron en

refrigeracion durante todo el estudio.

4.5.4. Evaluacién biolégica del ensilado
e Método de Conversién alimenticia
Fundamento
Esta prueba bioldgica evalla la calidad nutrimental de un alimento e indica la
cantidad de alimento ingerido por los animales para subir 1 g de peso durante el

ensayo.

Materiales

-Espatulas.

-Balanza granataria de un platillo.

-Balanza para pesar animales de laboratorio.
-Comederos para ratas.

-Bebedores con sujetador.

-Jaulas individuales para ratas.

-Ratas hembra, cepa Wistar.
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Procedimiento

Se utilizan 12 ratas hembra de la cepa Wistar con un peso inicial (Pi) de 118 g
+ 10 g. De acuerdo a su peso, son distribuidas por el método de “culebra japonesa”,
en el cual se ordena de forma ascendente o descendente los pesos de las ratas y
se agrupan en los lotes experimentales. En este caso se manejan dos lotes de 6
ratas cada uno. Las ratas se ubican en forma individual en jaulas con piso de rejilla,
debajo de éstas, se coloca una charola de papel para recuperar el alimento
desperdiciado por las ratas y obtener el alimento ingerido por animal (Al).

Las condiciones de luz y temperatura se mantienen en ciclos de luz-oscuridad
de 12 horas a temperatura aproximada de 22 °C respectivamente. Con respecto a la
alimentacion, las dietas y el agua se suministran sin restriccion. El peso de las ratas
y el alimento ingerido se registra tres veces a la semana por un periodo de 21 dias,

donde la ultima pesada corresponde al peso final (Pf).

Célculos

Para conocer la conversion alimenticia, se divide, los gramos de alimento
ingerido durante el periodo de estudio, entre el incremento de peso del animal en los
21 dias de ensayo. Ademas de estos célculos, se construye una curva de
crecimiento con los valores promedio £ ESM del incremento de peso acumulado Vs

el tiempo de experimentacion.

Conversidn alimenticia = Alimento ingerido / incremento en peso en gramos.

(o2
n-1

ESM =

Donde:
o = desviacion estandar;

n = nimero de datos de la muestra.
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A continuacion en la tabla 1se presentan los ingredientes utilizados para la

elaboracion de las dietas de caseina y ensilado de pollo-alfalfa:sorgo, evaluadas en

la prueba de conversion alimenticia.

Tabla 1. Composicion de las dietas empleadas en la prueba biolégica (g/100 g de

dieta).

Dieta control

Harina de ensilado

Ingrediente Caseina 10% de pollo-alfalfa: harina de sorgo
proteina 50:50 de 10% proteina
Caseina 11.6 -
Harina de ensilado pollo-alfalfa - 18.6
(50:50 de 10 % de proteina)
Harina de sorgo - 55.4
Sacarosa 22.0 6.6
Dextrosa 19.0 5.7
Dextrina 25.0 7.5
Manteca vegetal 8.0 5.5
Aceite vegetal 6.0 4.1
Mezcla de minerales 2.0 -
Mezcla de vitaminas 1.0 1.0
Celulosa comercial 5.4 2.6
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Materias primas
5.1.1. Andlisis proximal de la alfalfa

Se le determind el porcentaje de humedad a la alfalfa fresca, y el resto del
andlisis proximal se realizé en la alfalfa secada al sol por dos dias, molida en un
molino Whiley, utilizando una malla de 2 mm, obteniéndose los siguientes

resultados:

Tabla 2. Andlisis proximal de la alfalfa expresado en base humeda y base

seca.
Determinacion (67100 Grmuest)
Base Himeda.| Base Seca.
Humedad 83.84+0.19 -
Proteina 4.01+0.014 24.83+0.09
Grasa 0.21+0.04 1.31+0.06
Cenizas 2.02+0.03 12.52+0.15
Fibra cruda 3.78+0.14 23.37+0.87
Carbohidratos® 6.14 37.97

Los valores son el promedio + D.S. de un triplicado, CV < 5%
'Obtenidos por diferencia.

La composicion proximal cuantificada, se asemeja a lo reportado en la
literatura en base humeda (INNSZ, 1996). Con respecto a la humedad, la alfalfa
aproximadamente tiene un 86.5 % y se obtuvo un porcentaje menor de 83.84%, lo
cual es muy semejante. En cambio, el contenido proteinico fue ligeramente mayor,
4.01% con respecto a la referencia, que es de 3.66%, este resultado es légico, ya
que al perder humedad se concentra la proteina, y en consecuencia aumenta su
valor. El porcentaje de solidos oscila en 13.5% y se obtuvo 12.15%; uno de los
componentes que afecta este contenido, son las cenizas, las cuales varian en
funcién del tipo del suelo o region donde sea cultivada la alfalfa, esto explica la

variacion entre el dato teorico y el experimental.
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Es importante subrayar, que el contenido de proteina determinado en la alfalfa
en base seca (24.83%), a mas de ser una fuente aceptable de proteina para la
elaboracion del ensilado, su proporcion de hidratos de carbono (37.97%) contribuye

a suplir la carencia de éstos por parte del homogeneizado de pollo.

5.1.2. Andlisis proximal del homogeneizado de pollo

Ademas del alto contenido de humedad (76.6%), el homogeneizado de pollo
presentd como componentes mayoritarios: proteinas y grasas en un porcentaje de
10.17% y 10.62% en base humeda, respectivamente. Trabajos anteriores en
ensilados de visceras de pollo se aproximan a estos resultados; sefialando un rango
de proteina del 11 al 12% y en grasa del 8 a 13% (Shaw, et al., 1997, Vazquez,
2007).

El porcentaje de cenizas cuantificado (tabla 3), es afin a lo que se ha
reportado en las tablas de andlisis proximal (INNSZ, 1996) y en ensayos de
ensilados de pollo, donde los valores oscilan en 1% (B.H.). En relacién a la fibra
cruda, la literatura no contempla su aporte especifico, probablemente se deba a que

su cantidad fluctiia en base a el tipo de alimentacion del ave antes de la matanza.

Tabla 3. Analisis proximal del homogeneizado de pollo expresado en base

hameda y en base seca.

Determinacion (9100 Grmuest)
Base himeda | Base seca
Humedad 76.6 £ 0.39 -
Proteina 10.17 £ 0.37 | 43.65+0.37
Grasa 10.62+£0.15 | 45.58 +0.15
Cenizas 1.02 + 0.05 4.38 £ 0.05
Fibra cruda 1.17£0.001 | 5.04 +£0.47
Carbohidratos® 0.36* 1.35*

Los valores son el promedio + D.S. de un triplicado, CV < 5%
'Obtenidos por diferencia
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5.2. Medicion de la actividad enziméatica en las visceras de pollo
5.2.1. Determinacion de la actividad proteolitica

El analisis de este parametro nos da indicio del estado de las proteinasas en
las visceras de pollo. Factor determinante para llevar a cabo el ensilado. A través del
método de Anson (1938) es posible conocer la unidad de actividad enzimatica, que
expresa la cantidad de enzima necesaria para catalizar la liberaciéon de 1 umol de
tirosina en 1 minuto. Los resultados se condensan en las siguientes tablas y

gréficas.

e Determinacion de umol de tirosina liberados por el extracto enziméatico
Por interpolaciéon de la curva patron de tirosina, se obtuvo la cantidad de umol

liberados por mL de extracto enzimético.

Fgura 3. Curva patron de tirosina
E 1.00 -
g 0807 y = 4.3294x +0.01
's 0.60 R =0.9992
G
S 0.40
o]
5 0.20 -
[%2]
Ko} faWaYa¥
< o U0 T T T T 1
-0.03 0.02 0.07 0.12 0.17 0.22
micromol tirosina/mL

En la tabla 4 se observan la cantidad de pumol de tirosina liberados por mL del

extracto enzimatico y por gramo de homogeneizado de pollo por minuto.

Tabla 4. Actividad proteolitica enzimatica por g de homogeneizado de
visceras, cabezas y piel de pollo.

Alicuota del extracto Abs a750 nm | Tyr umol /mL Unidad de actividad
enzimatico (mL) de extracto (Tyr umol /min/g
homogeneizado)
1 0.196 0.043 43.302
2 0.192 0.042 42.291
3 0.194 0.042 42.796
Promedio + D.S. 0.194 £ 0.002 | 0.042 +0.005 42.796 + 0.510

Los valores presentaron un C.V. < 5%.
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5.2.2. Cuantificacion de proteina en el extracto enzimatico
Paralelo a la determinacion de actividad enzimética, se cuantific6 por medio de la

técnica de Lowry (1951) la cantidad de proteina presente en el extracto enzimatico del
homogeneizado de pollo y asi obtener la unidad de actividad especifica de las
enzimas proteoliticas.

A partir de la curva patron de albumina sérica bovina se interpold la
absorbancia de la muestra, en la cual se observa linealidad en concentracion de
20 a 100 pg proteina/mL.

Curva patréon de albumina sérica bovina

€ 1.00

o y=0.0087x + 0.0258

2 0.80 ;

N~ =

S 0.60 R%*=0.9936

Ef 0.40

S 0.20

§ 0.00 . . . . . .
0 20 40 60 80 100 120

micromol proteina/mL

Los resultados de la determinacién de proteina en el extracto enzimatico y por
gramo de homogeneizado se concentran en la en la tabla 5.

Tabla 5. Contenido de proteina en el extracto enzimatico y por gramo de

homogeneizado de pollo.

Alicuota (mL) Abs a 750 nm proteina ug /mL de proteina mg /g
Dilucién 1:50 del extracto homogeneizado
extracto original

1 0.753 86.912 54.959

2 0.727 83.804 52.994

3 0.708 81.533 51.558
Promedio £ D.S. 0.729 + 0.02 80.083 + 2.70 53.170+1.71

Los valores presentaron un C.V. < 5%.
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5.2.3. Actividad enzimatica especifica

En la tabla 6 se registran los resultados de la determinacién de la actividad

enzimatica especifica.

Tabla 6. Actividad enzimética especifica en el homogenizado de visceras de

pollo.
Actividad enzimatica especifica
Muestra _ .
(Tyr umol / min /mg proteina
1 0.0788
2 0.0798
3 0.0830
Promedio £ D.S. 0.0805 + 0.002

Los valores presentaron un C.V. < 5%

En el estudio realizado por Ruiz (2007), la actividad enzimatica proteolitica

cuantificada en el pez diablo (Hypostomus plecostomus) fue de 0.0185 UA/mg

proteina, la cual fue suficiente para la elaboracion del ensilado con una hidrélisis del

96.51% al dia séptimo. En funcién de esto, se infiere que al determinar una actividad

protedlitica mas alta en las visceras de pollo (0.0805 UA/mg proteina), es posible la

obtencion del ensilado, aun partiendo de materia prima distinta.
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5.3. ENSAYO PILOTO DE LOS ENSILADOS
A fin de establecer las condiciones Optimas del proceso de ensilaje, fue
necesario realizar una prueba piloto. Por tanto, se siguié el desarrollo de pH,

% hidrolisis y grado de oxidacion en los ensilados.

5.3.1. Monitoreo durante el proceso de ensilaje
Desarrollo de pH

Uno de los principales indices en que se debe tener control es el pH, ya que
de este depende el desarrollo y la calidad del ensilado. Antes de comenzar, la
materia prima presentaba un pH de 6 y 5.4 en el homogeneizado de pollo y en la
mezcla de homogeneizado de pollo-alfalfa (50:50 de 10 % de proteina)
respectivamente. Por lo cual, es posible asegurar que el grado de frescura en las
visceras de pollo era el adecuado, porque una vez que llega el pH a 7 0 mas,
significa que estdn descompuestas. La suma del homogeneizado y alfalfa abate el
pH, y con ello se esperaria la disminucién de pH a partir de una menor cantidad de
acidos afiadida, pero experimentalmente aumenté al doble esta cantidad. Es viable
que se haya formado un buffer en el ensilado a partir de la relaciéon entre las
proteinas del pollo y los carbohidratos de la alfalfa e impide la reduccion del pH,
como se ha informado por algunos autores (Jimenez, A., 2001).

En ambos casos, desde que se adicioné la mezcla de acidos formico-sulfurico
concentrados, el pH oscil6 alrededor de 3. Solo se observo un ligero cambio en el
dia sexto, elevandose su pH de 3 a 3.3 en el ensilado del homogeneizado de pollo y
a 3.15 en homogeneizado-alfalfa. Al mantener un rango de pH entre 3y 4 a
temperatura 37 °C = 1 °C se dan las condiciones indispensables para la protedlisis
enzimatica en el ensilado; ademas, el bajo pH ayuda al control microbiolégico por
impedir el crecimiento de bacterias patdgenas como Clostridium, Salmonella, y
Staphylococcus (Mufioz, et al,. 1999, Lallo, et al., 1996).

Las ventajas principales que ofrece la eleccion de la mezcla de &cidos
férmico-sulfarico, son la disminucién de costos (ya que los &cidos organicos se
caracterizan por tener precios mas elevados), y la aceleracion de la actividad
proteolitica favorecida por la adicibn de acido sulfdrico (Santana, et al., 2007,
Tatterson, I.N., 1981).

52



Resultados y discusién

Los datos de pH durante el transcurso de preparacion del ensilado se
muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Monitoreo de pH en los ensilados piloto.

Dia Ensilado de pollo Ensilado de pollo-alfalfa
pH

0 3.00° 3.00°

1 3.05 3.00

2 3.05 3.00

3 3.05 3.00

6 3.30 3.15

8 3.30 3.15

14 3.30 3.15

"Adicién de 2.37 mL de &cido férmico + 1.89 mL de &cido sulfdrico.
%Incorporacion de 5.4 mL de &cido férmico + 4.6 mL de &cido sulfurico.

e Proceso hidrolitico del contenido proteinico
En el transcurso de elaboracién de los ensilados, las enzimas enddgenas de
las visceras de pollo degradan gradualmente la matriz proteinica hasta péptidos y
aminoécidos solubles. Mediante la determinacion del Nitrdgeno no proteolitico (NNP)
en relacion del Nitrogeno total (NT) es viable conocer este indice de hidrolisis.

La tabla 8 muestra los valores determinados en el periodo de ensilaje.

Tabla 8. Desarrollo del NT y NNP en los ensilados del estudio piloto (9/100 g muestra)-

Ensilado de pollo Ensilado de pollo y alfalfa
Dia NNP NT Hidrdlisis NNP NT Hidrdlisis
0O [039+£0.01 |1.21+£0.06 | 31.99+£0.73 | 0.16+0.01 | 0.62+0.01 | 25.48+0.96
1 | 052+0.00 | 1.21+0.00 | 43.11+0.00 | 0.35+0.01 | 0.63+0.01 | 55.56+1.38
3 | 1.04+0.02 |1.21+0.01 | 86.50+1.91 | 0.49+0.02 | 0.64+0.01 | 74.62+0.54
6 | 1.31+£0.03 | 1.43+0.14 | 90.74+1.85 0.56+0.1 | 0.64+0.03 | 84.97+3.59
8 |156+ 0.04 | 1.55+0.01 | 100.00+1.82 | 0.62+0.02 | 0.76+0.01 | 80.66+3.16
14 | 270+ 0.02 | 3.18+0.08 | 84.91+0.83 | 0.74+0.01 | 0.99+0.01 | 75.43+0.96

Los valores son el promedio + D.S. de un triplicado, CV < 5%.
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Se registré la evolucion hidrolitica de los ensilados en un periodo de 14 dias.
Ambos presentan una velocidad mas alta de protedlisis durante los primeros tres
dias, lo cual no se opone con los estudios previos en ensilados de pollo y pescado,
donde se indica que la mayor actividad enzimatica se exhibe en ese tiempo
(Vazquez, 2007 y Ruiz, 2007), sin embargo, dichos estudios también exponen que a
partir del séptimo u octavo dia, el porcentaje de hidrélisis permanece casi constante,
lo cual contradice los resultados obtenidos, puesto que el indice disminuye (marcado
en el ensilado de pollo) al final del monitoreo. Una excesiva evaporacion en el
transcurso de ensilaje, especialmente del dia 8 al dia 14, pudo haber perjudicado
esta cuantificacion. A fin de evitar este tipo de error, se determina el NT y se ve
claramente que aumenta su valor hasta llegar al doble, pero el NNP no incrementa
en la misma proporcion, ademas de que ningun articulo consultado sefala un
fenomeno similar. Por lo anterior, en el segundo ensayo se decidio utilizar un
recipiente de boca estrecha para saber si en verdad la pérdida de agua era la causa
de un falso resultado.

Al comparar los ensilados se percibe una evidente diferencia en la velocidad
de hidrdlisis (figura 5); el ensilado de pollo alcanza una hidrdlisis del 100 + 1.82% en
el octavo dia y, en cambio, en el ensilado de pollo-alfalfa sélo fue de 80.66 + 3.16 %,
es posible atribuir esto a las distintas fuentes de proteina No obstante, Vazquez
(2007) en su ensilado de visceras de pollo, aunque obtuvo una hidrdlisis de 86.4%,
similar al ensilado pollo-alfalfa en el octavo dia, aumenté a 97.7% al final del ensayo
(dia 61). Esto indica que probablemente en ambos, la evaporacion al final altero los
resultados.

En conclusion, las condiciones experimentales de incubacion a 37 °C,
reduccion del pH alrededor de 3 y agitacion esporadica utilizadas en esta prueba
piloto, fueron las apropiadas para la elaboracion del ensilado de pollo con alfalfa y

asi seguir con la segunda etapa de evaluacion biologica.
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Figura 5. Prueba piloto.
Evolucién del proceso de hidrdlisis en los ensilados
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e Desarrollo Oxidativo en el proceso de ensilaje

En estudios con ensilados distintos autores aseveran, que el uso de
antioxidante es vital para proteger los lipidos, mas aun, la materia prima que tenga
un alto nivel de lipidos insaturados. Un control inadecuado en la oxidacion de éstos,
afecta directamente al consumo del ensilado y a su valor nutrimental, motivo por el
cual, se adicioné el antioxidante BHT y se evalué la oxidacion de los acidos grasos a
travées del método de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico, donde los
resultados se expresan como mg de malonaldehido por kg de muestra.

A pesar del elevado contenido graso en el homogeneizado de pollo, se
observa en la tabla 9 que al inicio no presenté un grado de rancidez significativo,
8.81 malonaldehido mg/kg. También Vazquez (2007), en un estudio con visceras de
pollo, obtuvo un valor semejante de 10.05 mg/kg, lo cual indica que la materia prima,
gracias a su perfil de acidos grasos saturados y monoinsaturados, no es tan
susceptible de oxidarse. Esto implica una ventaja sobre los ensilados de pescado, ya
gue en ellos se llega a reportar hasta 42 mg/kg, aun partiendo de un porcentaje

menor de grasa (Santana, 2008).
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En la tabla 9 se muestran los resultados del proceso oxidativo durante la

elaboracion de ensilados.

Tabla 9. Estudio piloto. Desarrollo del proceso oxidativo de los ensilados.

Ensilado de pollo y alfalfa Ensilado de Pollo
Dias malonaldehido mg/kg
datos corregidos datos corregidos
0 8.81.+ 0.03 8.81+0.03 3.73+£0.07 3.73+0,07
1 7.57+0.14 7.57+0.14 17.3+0.27 17.,3+0.27
3 11.60 + 0.04 11.6 £ 0.04 20.95+ 0.52 20.95+ 0.52
8 20.91 + 0.37 7.56 + 0.37 18.29+0.73 12.05+0.73
14 20.98 + 000 7.58 £ 0.00 19.2 £ 0.00 12.83+ 0.00

Los valores son el promedio + D.S. de un triplicado, CV < 5%.

Tomando en cuenta que el exceso de agua evaporada durante el proceso de
ensilaje, principalmente después del dia octavo contribuye a sobreestimar los
resultados determinados de malonaldehido, fue preciso hacer una correcciéon en
funcién de la pérdida de agua. Los datos corregidos que se observan en la figura 6,
ofrecen una mayor similitud al comportamiento registrado por Ruiz (2008) en
ensilado de pescado diablo con el mismo antioxidante BHT, se aclara que al llegar a
un valor maximo de contenido malénico, éste empieza a decrecer; hecho asociado a
la reaccion paulatina entre el malonaldehido (producto de la oxidacion lipidica) y las
proteinas solubles en agua, péptidos y aminoéacidos libres, descrito por Battkus y
Bose (1972).
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Figura 6. Prueba piloto.
Evolucion de las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico en los ensilados.
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Debido a que el ensilado de pollo y alfalfa presenta un menor aporte de
lipidos en comparacion al de pollo, se cuantificé un valor de malonaldehido de tan
solo 3,73 mg/kg. Sin embargo, al tercer dia increment6 a 20.95 mg/kg; tal resultado
podria inducirnos a la especulacion de gue la accion del antioxidante es deficiente.
Con la finalidad de hacer una conclusion méas convincente, se monitoreo la evolucion
del proceso oxidativo en el ensilado para la prueba bioldgica, y se verifico que el
antioxidante si es el apropiado, puesto que expuso un contenido malénico que no es
superior a 5 mg/kg (Tabla 12).

57



Resultados y discusién

5.4. Evaluacion biolégica del ensilado
5.4.1. Obtencién y monitoreo del ensilado de pollo-alfalfa

A partir de las condiciones establecidas en la prueba piloto, se elaboré el
ensilado de pollo-alfalfa, la principal modificacion fue en las dimensiones del
recipiente, donde se utilizd6 uno de boca estrecha para disminuir la evaporacion de
agua. En el transcurso del ensilaje, se llevo a cabo el monitoreo de pH, porcentaje

de hidrdlisis y sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (SRATB).

e Desarrollo de pH
Como en el primer ensayo piloto, la relacion de acidos formico-sulfdrico
5.5:4:5 y el pH de 3.2 se conservd. Durante el proceso del ensilaje, sélo se registrd
un ligero incremento de pH comparandolo con el dia sexto registrado en el anterior
experimento, se presentd a la mitad del ensayo, lo que significa que probablemente
se formo un buffer y no fue necesario agregar mas acidos. La tabla 10 concentra los

valores de pH monitoreados.

Tabla 10. Monitoreo de pH en el ensilado pollo-alfalfa.

Ensilado de pollo-alfalfa
Dia 50:50 de 9.6% de proteina
pH
3.20"
3.20
3.20
3.20
3.40
12 3.40
14 3.40

*Adicion de 9.40 mL de acido férmico + 7.60 mL de acido sulfrico.

~N| O N | O
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e Proceso hidrolitico

El seguimiento de protedlisis en el proceso del ensilaje se muestra en la
tabla 11, es notable que la maxima velocidad de hidrdlisis se obtuvo en los primeros
5 dias, mismo comportamiento que en el ensilado previo, a partir del dia séptimo
logré mantenerse casi constante el indice de hidrdlisis, alrededor del 90%, lo que
corrobora la hipotesis de que la excesiva evaporacion de agua contribuyo a arrojar
resultados equivocos de NNP en el primer intento. De igual forma, se distingue que
la hidrélisis no llegéb al 100%, lo que quizas se atribuya a la explicacién
proporcionada en el andlisis de la prueba piloto; sin embargo, se alcanzdé una
degradacion proteinica ligeramente mayor en este ensilado que la del ensayo
anterior que fue de 84.97 %. Al considerar que se partio de una materia prima con
un porcentaje mas alto de hidrolisis (38.92 %), en comparacién al del primer ensilado
(25.48%), puede aclararse el porque de este resultado.

Tabla 11. NT y NNP en el ensilado de homogeneizado de pollo y alfalfa
(9/100 g muestra)-

Dias NNP NT indice de hidrolisis
0 0.24 +£0.01 0.61 +0.02 38.92+1.22
1 0.37+0.01 0.61+0.01 61.42 +0.23
5 0.53+0.01 0.62+0.01 85.36 £ 0.17
7 0.56 + 0.01 0.63 +0.02 90.37 + 0.09
12 0.56 + 0.00 0.63 + 0.05 91.06 + 1.04
14 0.58 £ 0.03 0.64 + 0.02 90.01 +£0.87

Los valores expresan el promedio + D.S. de un triplicado, CV < 5%.

El comportamiento del proceso hidrolitico representado en la figura 7, se
asemeja a lo que reporta Vazquez (2007) en un ensilado de pollo (86.36%), lo cual
deduce que es aceptable la realizacion del ensilado pollo y alfalfa con un alto indice
de hidrolisis en un periodo de 7 dias. Asimismo, se confirma que en los ensilados de
tipo acido llega a solubilizarce mas del 90% del nitrbgeno organico, como lo
especifica Ruiz (2007), en su estudio de ensilado de pescado que presentd un

96.51 % de protedlisis en un tiempo igual de 7 dias.
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Figura 7. Evolucion de la hidrdlisis proteinica enel
ensilado de pollo y alfalfa
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e Rancidez oxidativa durante el proceso de ensilaje

El nivel de oxidacion de los lipidos, expresado como malonaldehido en el

ensilado, no constituye un dafio estimable en éstos (Tabla 12). Se verifica el efecto

protector del BHT y la posible contribucién de los B-carotenos de la alfalfa como

antioxidantes, al reaccionar con los radicales libres que causan la rancidez oxidativa.

Tabla 12. Desarrollo del proceso oxidativo en el ensilado de pollo y alfalfa.

malonaldehido
Dias mg/kg

0 2.46 +0.12°

2.79 +0.00
5 3.58+ 0.12
7 5.01+0.24
12 2.96 £ 0.13
14 3.08 £0.26

!Los valores son el promedio + D.E. de un triplicado, CV <5%.
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La evolucion de las sustancias reactivas al 4cido tiobarbiturico plasmado en la

figura 8, es analogo al de los ensilados de la prueba piloto.

Figura 8. Evolucién de las sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico en el ensilado de pollo y alfalfa

malonaldehido mg/kg
densilado
w

5.4.2. Andlisis proximal de las materias primas para la elaboracion de las

dietas para el ensayo biolégico de Conversidn alimenticia

El alto contenido de agua en el ensilado, impedia su manejo para la
elaboracion de la dieta a evaluar, por lo que fue necesario secarlo a una temperatura
de 65-70 °C en estufa de corriente de aire. Durante este proceso, se elimina parte
del acido férmico presente y con ello la percepcion de un gusto acido por las ratas,
gue podria provocar la disminucion del consumo de las dietas en la prueba biologica.
Otra ventaja que ofrece el secado del ensilado, es que el mercado se inclina mas por
esta presentacion, debido a que facilita su transporte y almacenamiento, ello
repercute directamente en una baja de costos.

Los resultados de composicién proximal de las harinas de ensilado de pollo-
alfalfa y sorgo, se presentan en la tabla 13. Al considerar los datos reportados en
articulos de ensilado en los que no existe diferencia relevante entre el contenido de
macronutrientes de la materia prima en fresco y el de las harinas (Fagbenro, 1996 y
Ruiz, 2007), se decidio solo determinar experimentalmente el contenido de humedad

y de proteina, confirmandose lo expuesto.
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La investigacion realizada por Lallo y colaboradores (1997), en una harina de

ensilado de desperdicios de pollo, encontré6 un porcentaje de proteina de 28.1%,

semejante al obtenido en este ensayo, 26.93%. Sin embargo, como era de

esperarse, el contenido de grasa Yy fibra diverge por la presencia de la alfalfa.

La harina de sorgo, es una excelente fuente de carbohidratos (78.27%) y en

dietas con ensilados de pescado se ha adicionado, no solo por aportar hidratos de

carbono, sino también para suplementar la deficiencia de triptéfano (Vizcarra, et al.,

1999, Santana, et al., 2008). No obstante, su escaso contenido proteinico (9.03%)

afecto el ajuste de la dieta al 10% de proteina, con respecto a la dieta control de

caseina, reduciéndose a 9.6% (ver tabla 13).

Tabla 13. Analisis proximal de las harinas de ensilado y sorgo expresado en

base humeda (g/100 g de muestra).

Determinacién

Harina de ensilado de pollo-alfalfa
50:50 de 9.6% de proteina

Harina de sorgo

Humedad* 1.81 4.90
Proteina cruda* 26.93 9.03
Grasa cruda 17.36 2.90
Cenizas totales 9.55 1.40
Fibra cruda 16.71 1.60
Hidratos de carbono 27.64 76.27

Los valores son el promedio £+ D.S. de un triplicado, CV < 5%.

*Solo los porcentajes de humedad y proteina se determinaron experimentalmente. Los datos de la

harina de ensilado se obtuvieron por célculo a partir del andlisis proximal del homogeneizado de pollo

y alfalfa. En relacion a los valores de la harina de sorgo, se consulté las tablas de composiciéon de

alimentos (INNSZ, 1996).
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5.4.3. Crecimiento de las ratas durante la prueba de Conservacién alimenticia

Para llevar a cabo la evaluacion de la calidad nutrimental del ensilado de pollo
(visceras, cabeza y piel) y alfalfa, se prepar6 una dieta a base de ensilado de pollo-
alfalfa y sorgo 50:50 de 9.6% de proteina y 1791 kJ/100g. Con ésta se realizo la
prueba bioldgica de conversion alimenticia, utilizando como control una dieta a base
de caseina 10% de proteina y 1800 kJ/100g.

Al inicio del periodo experimental, las ratas mostraron una ingesta muy
variable que conforme avanzo el tiempo se fue normalizando, tanto el grupo control
como el experimental no manifestaron ningun efecto perjudicial en su desarrollo. La
dieta satisfizo las necesidades nutrimentales y energéticas de los animales, lo que
verifica que es un alimento seguro libre de toxicidad y agentes patdgenos. Anteriores
trabajos avalan estos resultados, como es el ensayo realizado por Jalil y
colaboradores (2001) con gallinas ponedoras, en el cual se implemento a la dieta en
un 40% el ensilado de desperdicios de pollo, obteniéndose en las gallinas y en la
produccion de huevo un desarrollo similar al de la dieta comercial. De igual forma, en
cerdos alimentados con una dieta al 30 % de ensilado de subproductos de pollo (sin
patas, plumas y cabezas), Lallo y colaboradores (1997), encontraron que en ese
porcentaje puede sustituirse la dieta tradicional, sin afectar el crecimiento o la salud
de los animales.

Aungque, las ratas aceptaron el ensilado, su ingesta fue menor en
comparacién a la dieta de caseina, probablemente debido a la palatabilidad
percibida por animales de ensayo. No obstante, otros autores como Fagbero y
Fasakin (1996) llegaron a la conclusién de que es posible utilizar la proteina
proveniente de un ensilado de visceras de pollo para la elaboracion de dietas
dirigidas a peces gato, hasta implementarse en un 30% como harina, sin presentar

ningun cambio significativo en el consumo y el crecimiento de los peces.
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Tabla 14. Alimento ingerido acumulado de las ratas alimentadas con las
dietas de caseina 10% de proteina y ensilado de pollo-alfalfa y sorgo 50:50 de 9.6%

de proteina.
Dieta de caseina Dieta de ensilado:sorgo
Dias 10% proteina® 50:50 de 9.6% proteina®
gramos
1 10.98 + 13.99 1.20+2.78
3 30.37 £ 20.67 34.08 £ 7.80
6 76.58 +22.77 76.58 + 8.88
8 105.47 +21.61 106.38 + 9.39
10 137.88 +22.84 134.65 + 8.94
13 193.20 = 25.06 177.90 + 12.95
15 220.38 £31.15 206.08 + 15.47
17 256.78 £ 35.05 234.95 + 19.92
20 311.52 £42.03 280.05 + 27.60
21 332.92 £41.04 293.40 + 30.55

Los valores son el promedio + D.E. de 6 ratas.
11800 kJ/100g.
21791 kJ/100g.

Los datos de incremento en peso corporal promedio de las ratas que se
registraron durante el ensayo bioldgico se reportan en la tabla 15. Es notorio que
existen diferencias significativas entre los animales alimentados con la dieta de
caseina, y los alimentados con la dieta ensilado pollo-alfalfa:sorgo al final del
ensayo. Esto es consecuencia de la variabilidad de la ingesta de alimento por el
grupo, misma que se va corrigiendo conforme pasa el tiempo. Con la dieta
control, las ratas presentaron un mayor incremento en peso; aunque se podria
inferir este resultado a partir de que la dieta de ensilado pollo-alfalfa:sorgo posee
un porcentaje ligeramente menor de proteina, ésta diferencia no es marcada, lo

cual es mas razonable atribuir a que la calidad nutrimental de la dieta de caseina
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es mas alta que la dieta del ensilado, mismo que se corrobora en la conversion

alimenticia.

Tabla 15. Incremento del peso corporal de las ratas alimentadas con las

dietas de caseina 10% y ensilado de pollo-alfalfa y sorgo 50:50 de 9.6% de

proteina durante la prueba biolégica de conversion alimenticia.

Dieta de caseina

Dieta de ensilado:sorgo

Dias 10% proteina® 50:50 de 9.6% proteina®
gramos
1 -4.38 £ 9.62 1.20+2.78
3 -5.62 £ 15.92 0.90 £ 4.35
6 8.00x11.64 7.63 £ 3.36
8 13.75 £ 9.52 13.20 £ 2.90
10 2043+ 7.41 17.13 £ 1.67
13 32.65 £ 8.62 21.30 £ 3.20
15 44,33+ 7.37 28.98 £ 4.97
17 51.57 £9.73 32.68+7.21
20 60.58 +10.64 35.88+8.51
21 65.20 £10.44 39.08 + 10.77

Promedio + DE de un sextuplicado.
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En la figura 9 se interpreta que la tasa de crecimiento para todas las ratas del
ensayo, es baja, ya que la pendiente de la curva es ligeramente pronunciada; sin
embargo, es posible apreciar cierta tendencia a mejorar su ganancia de peso. Al
principio del ensayo, en ambas dietas los animales mostraron dificultad para
habituarse al alimento (m&s marcado en las ratas con la dieta control); lograndose
adaptar hasta el dia sexto. A partir de ese dia se observa un crecimiento equiparable
en los dos lotes de ratas, pero conforme transcurre el tiempo (dia 13), las ratas
alimentadas con la dieta de caseina presentaron un mayor incremento en peso que

las que consumieron la dieta de ensilado con sorgo.

Figura 9. Curva de crecimiento de las ratas alimentadas con
las dietas de caseina 10% proteinay de ensilado de
pollo-alfalfa:sorgo 9.6% proteina
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5.4.4. Conversion alimenticia de las ratas

Son varios los agentes que influyen en el crecimiento de las ratas, entre los
cuales se encuentra la cantidad de alimento consumida, el nivel de proteina de la
dieta, la edad, el sexo, el estrés de la rata y la duracion del estudio (Gomez, 1998).
La conversion alimenticia relaciona la ganancia de peso con la cantidad de alimento
consumida, y es un indicador de la calidad de la dieta que el animal recibe asi como

de la eficiencia metabdlica del mismo.
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En la tabla 16, se muestra que los animales alimentados con la dieta de
caseina, presentaron una conversion alimenticia méas eficiente que los alimentados
con la dieta de ensilado-sorgo. Lo que significa que probablemente la dieta
experimental tiene una mezcla de proteinas de menor calidad que la de caseina.
Con relacién al aporte de aminoacidos, existen investigaciones que sustentan que la
combinacion del ensilado con sorgo, mejora la calidad proteinica de la dieta, ya que
este cereal es rico en triptofano y suple su carencia en el ensilado. Por su parte se
reconoce a la alfalfa, por su elevado contenido proteinico, especialmente en lisina,
gue aunque no sufre dafio en el proceso de ensilaje, se complementa en un buen
balance con el sorgo, escaso en éste. En funcion a lo anterior, es razonable pensar
gue la presencia de celulosa en la alfalfa, puede haber influido negativamente en la
digestién y la utilizacion del alimento, y por tanto, en la conversion alimenticia de las

ratas.

Tabla 16. Conversién alimenticia *

Rata Dieta de caseina Dieta de ensilado:sorgo
1 4.56 8.73
2 5.45 6.33
3 5.07 6.82
4 4.95 9.20
5 5.38 6.03
6 5.43 9.52
Promedio +DE 5.14+£0.35 7.77 +£1.55

* Se calcula como el alimento ingerido acumulado/incremento de peso acumulado de los animales al

dia 21 en gramos.
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6. CONCLUSIONES

El contenido de proteina determinado en la alfalfa y en el
homogeneizado de las visceras, cabezas y piel de pollo, indica que son
fuentes aceptables de proteina para la realizacion del ensilado.

Se determino wuna actividad proteolitica de 0.0805 UA/mg
proteina/minuto en el homogeneizado de pollo, la cual es adecuada
para la elaboracion de un ensilado de pollo.

Bajo las condiciones de pH, temperatura y tiempo establecidas en este
ensayo fue posible obtener un ensilado de visceras, cabezas y piel de
pollo y alfalfa, con un alto porcentaje de hidrdlisis.

Es factible el uso del ensilado de pollo con inclusién de alfalfa y
combinacion con sorgo para elaborar dietas que se destinen a la

alimentacion animal.
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