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RESUMEN

El propésito de este trabajo fue evaluar la calidad nutricional de un ensilado
de pez diablo, con el fin de aprovechar una fuente de proteina animal que no es
explotada en la region que comprende la presa del Infiernillo del bajo Balsas en el
estado de Michoacan. Mediante las metodologias oficiales descritas en el AOAC
(1990), se elaboro la caracterizacion bromatoldgica al pez diablo completo. Dicho
pez contiene: 65.10% de humedad, 16.1% de proteina cruda, 4.71% de grasa
cruda, 8.68% de cenizas. Se cuantificd la actividad proteolitica especifica de las
enzimas enddgenas del pez obteniendo un resultado de 0.013 U/mg de proteina, a
través del método de Anson (1938). En la elaboracion del ensilado quimico, se
utilizé una mezcla de &acido sulfarico y acido férmico, para proporcionar las
condiciones acidas necesarias, para que las enzimas proteoliticas propias del
pescado se activen y produzcan la hidrolisis. Como antioxidante se utilizé
butilhidroxitolueno (BHT) para evitar la oxidacién de las grasas. El ensilado se
incubd por 19 dias a 37+1°C, con agitacién ocasional y manteniendo el pH en un
rango de 3.1-4. Durante el proceso de ensilaje, se monitorearon el Nitrégeno No
Proteinico (NNP), el Nitrogeno Total (NT) y pH como parametros que indican el
avance de la hidrolisis y la calidad del ensilado. Esto es porque durante la
hidrolisis se producen compuestos nitrogenados que aumentan el pH,
convirtiéndose en un medio de desarrollo de microorganismos indeseables. Por el
contenido de grasa en el ensilado, se monitored su oxidacion por el método de
sustancias reactivas al &cido tiobarbitirico (TBARS), obteniendo al final del
ensilado 7.9 mg malonaldehido/kg. Alcanzada la protedlisis de 90.18%, se

concluyd el ensilado y se efectud el analisis proximal obteniendo: 65.8% de
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humedad, 15.69% de proteina, 4.42% de grasa cruda y 8.15% de cenizas. El
ensilado se secé y se hizo pasar por una malla de 1 mm para obtener una harina
con la cual se realizé la prueba bioldgica en pollos de engorda en el Centro de
Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Avicola (CEIEPAv), de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. El estudio se realizd por 3 semanas
con dietas al 22% de proteina. En la dieta testigo las fuentes de proteina fueron
sorgo y soya, mientras que en la dieta experimental se utilizé la harina de ensilado
en 1.15% de inclusion, sorgo y soya. Se midié el crecimiento y la conversion
alimenticia, donde se encontrd diferencia significativa (p<0.05) entre las dietas. El
crecimiento de los pollos alimentados con la dieta testigo fue superior a la dieta de
ensilado. Sin embargo, la conversién alimenticia de la dieta de ensilado fue
menor. Esto se atribuye a que en el proceso de ensilaje las proteinas fueron
hidrolizadas, haciendo que el alimento sea mas digerible por los animales. Con
estos resultados se observa que el ensilado de pez diablo es una fuente

alternativa de proteinas para alimentacion aviar.



INTRODUCCION

En el estado de Michoacén, principalmente en la presa del “Infiernillo” y en
toda la regién del bajo Balsas, se producen especies como el pez blanco, trucha y
tilapia. Sin embargo, su produccion se ha visto afectada por la introduccién de
especies exoticas como el pez diablo o cascudo (nombre alterno para aumentar
su aceptabilidad). Especie que ha logrado reproducirse con facilidad y
actualmente, el 80% de la extraccion de la presa del Infiernillo corresponde al pez
diablo. Para los pescadores, el pez diablo se ha considerado una plaga, porque
las espinas que tiene en su espalda y alrededor de todo su cuerpo se envuelven
entre las redes de los pescadores haciendo muy dificil retirarlos y generalmente
son destruidas.

A pesar de que en otros paises como Brasil, en donde el pez diablo es la
segunda especie de rio que mas se consume; en México no ha sido adoptado
para alimentacibon humana debido a su aspecto. Una opcion para su
aprovechamiento es la elaboracion de ensilado, el cual es un producto de
manufactura sencilla y con un costo de produccion bajo en comparacion a la
harina de pescado, sin dejar de mencionar su prolongada vida de anaquel y
estabilidad microbiolégica. Los ensilados de pescado contienen un alto valor
nutricional y se han realizado estudios para usarlo en alimentacion de pollos de
engorda, cerdos y en granjas de acuacultura donde los resultados han sido
exitosos. En este trabajo se realiz6 un ensilado quimico de pez diablo entero y se
evaluo su calidad nutricional como ingrediente en dietas para pollos de engorda
para conocer su valor nutricional y con ello implementar una nueva alternativa de

uso, haciendo que el pez diablo sea un recurso benéfico para la comunidad.
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1. Caracteristicas del pez diablo

El pez diablo es un pez tropical, nativo de la cuenca del Amazonas en
Sudameérica conocido como plecos 6 limpia-peceras. Su identificacion taxonomica
presenta algunos problemas ya que es muy confusa. Actualmente se conoce
como Pterygoplichthys multiradiatus.

Pertenece a la familia Loricariidae, de la cual se conocen aproximadamente
680 especies en el mundo, al menos una docena de éstas, se encuentran
establecidas en el medio silvestre y se han convertido en especies invasoras en
México, Estados Unidos, Taiwan, Filipinas, Jap6n y Singapur.

Este pez se ha adaptado a vivir como especie de ornato, ya que se utiliza
como limpiador de algas de las paredes de los acuarios. En México ha sido
importado con este fin a los acuarios sin restriccion alguna. En 1995, se
detectaron por primera vez en Meéxico, en el rio Mezcala, perteneciente a la
cuenca del rio Balsas. Durante los ultimos 4 afios, los plecos se han expandido
rapidamente y actualmente es comuin encontrarlos en varias de las cuencas
hidrolégicas mas grandes del pais. (Mendoza et al., 2007)

El pez diablo presenta diversas particularidades con respecto a su morfologia,
su fisiologia y su comportamiento que acentian su potencial invasivo. Por
ejemplo: tienen una reproduccion precoz con una alta tasa reproductiva, un
comportamiento de anidacion que junto con sus habitos nocturnos los hacen
imperceptibles, y el cuidado parental que resulta en una alta supervivencia larval.

Son altamente territoriales y pueden ser muy agresivos. Su boca con forma de

2
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chupén puede fijarse fuertemente en los sustratos naturales y resistir corrientes
rapidas. Al desplazarse en grandes cardumenes, dafian o arrancan la vegetacion
nativa, la cual es sitio de anidacion o refugio de otras especies. Los plecos al
anidar cavan galerias de hasta metro y medio de profundidad desplazando
grandes cantidades de sedimentos que perturban la estabilidad de las riveras
afectando la calidad del agua. Por otro lado, el desarrollo de escamas con fuertes
espinas y placas 6seas, en gran medida, explica la carencia de depredadores.
Normalmente su crecimiento es rapido y la mayor parte de las especies son de
tamano pequefio o mediano, aunque pueden alcanzar tallas de 50-70 centimetros
y pesos hasta de 3 kg. Su gran estomago vascularizado funciona como pulmon,
permitiéndoles respirar aire atmosférico en condiciones de hipoxia hasta por 8
horas. Su estébmago también funciona como vejiga natatoria, con lo que pueden
aumentar su flotabilidad para desplazarse en una columna de agua. Ademas sus
niveles de glucosa y lactato, los mas altos entre peces, les provee la energia
necesaria para sostener el ritmo cardiaco en los periodos de hipoxia.

Ecolégicamente son extremadamente adaptables, algunos son tolerantes a la
salinidad, en aguas con una temperatura de 23-27°C y pH de 6.5-7.8.

La presa Infiernillo, alguna vez fue reportada como la mas importante de
Latinoamérica por la produccion de tilapias y carpas. En 1970 la pesqueria
comercial se considero la principal actividad de 119 comunidades alrededor de la
presa. En la actualidad entre 70 y 80% de la captura de tilapia se ha sustituido por
el pez diablo, lo que significa pérdidas por un monto de 36 millones de pesos al

afio y un costo social importante al dejar desempleados a 3 600 pescadores, que
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con los procesadores y sus familias suman 46 mil personas afectadas. (Mendoza
et al., 2007)

En las redes de pesca, dicho pez causan severos dafios, al grado que los
pescadores tienen que desecharlas; ademas presenta un problema de salud, ya
que los que se pescan son abandonados en las orillas, descomponiéndose al aire
libre.

Probablemente el pez diablo o plecos se encuentra ampliamente distribuido,
porque los aficionados a las peceras los envian al medio ambiente, cuando éstos
ya no caben en las peceras y aunque es bien intencionado, esto también ha

ayudado a la gran problemética que se ha comentado.

2. Composicién quimica del pescado

2.1. Proteinas

Al igual que las de la carne, las proteinas del musculo del pescado se
dividen en: sarcoplasmaticas que constituyen entre el 16 y el 20% de la proteina
total; proteinas miofibrilares alrededor del 75% del total; y proteinas del tejido
conjuntivo.

Las proteinas del pescado tienen un elevado valor bioldgico, incluso mayor
que el de la carne. El musculo de pescado es rico en lisina y metionina. Pero
también son buena fuente fenilalanina, treonina, valina, leucina, isoleucina y

triptéfano.
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Tabla 1. Aminoéacidos esenciales en el

pescado
Aminoacido g/100 g de proteina
Lisina 8.5-10.5
Metionina + Cisteina 4-5
Fenilalanina + Tirosina 6-7.5
Treonina 3.5-4.5
Valina 4-6
Leucina 6.5-8
Isoleucina 4
Triptofano 1-1.1

Astiasaran, 2000

2.2. Lipidos

Generalmente son compuestos que son solubles en disolventes organicos y
escasamente solubles en agua. Los ésteres de glicerol de los acidos grasos, que
representan hasta el 99% de los lipidos de origen animal y vegetal, se han llamado
grasas o aceites, dependiendo de su estado fisico a temperatura ambiente.

Los lipidos en la dieta juegan un papel importante en la nutricion, ya que
aportan energia y acidos grasos esenciales, actian como transportadores de
vitaminas y aumentan la palatabilidad de los alimentos. Los pescados son buena
fuente de w-3 como, &cidos eicosapentaenoico (C20:5) y docosahexaenoico

(C22:6). (Astiasaran, 2000)
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2.3. Hidratos de carbono

Son compuestos formados por carbono, hidrégeno y oxigeno. Los hidratos

de carbono estan presentes en muy poca cantidad en el musculo de pescado, con

valores inferiores a 0.3g/100g. (Astiasaran, 2000)

2.4. Minerales

El pescado contiene principalmente 20-140 mg/100g de sodio y de 200-400

mg/100g de potasio. (Astiasaran, 2000)

2.5. Vitaminas

Los pescados grasos tienen vitaminas liposolubles, especialmente la Ay la
D. Respecto a las vitaminas hidrosolubles, el pescado contiene concentraciones
variables de vitaminas del grupo B, en general, la tiamina, la riboflavina y la

niacina estan en mayor cantidad. (Pearson, 1997)

Tabla 2. Contenido medio en vitaminas del pescado
(valores por 100g de fraccion comestible)

Peces magros Peces grasos
Vitamina A 50-100 Ul 4000-6000 UI*
Vitamina D 10-20 Ul 8000-12000 UI?
Vitamina B; 0.1-0.4 mg 0.3-0.4 mg
Vitamina B, 0.2-0.4 mg 0.3-0.6 mg
Nicotinamida 6-12 mg 4-8 mg

TUI=0.3mg ; *1UI=0.025 mg
Astiasaran, 2000
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3. Ensilado de pescado

Ensilar es el proceso de guardar alimento en un silo tratando de conservar sus
caracteristicas nutrimentales aunque no sus propiedades sensoriales. (Ruiz, 2007)
El ensilado de pescado se empezo a fabricar en los afios 30 en Suecia (Neave,
1986). Esta modalidad se ha desarrollado en muchos paises europeos e incluso
en América Latina (Bertullo, 1989; Mattos et al. 2003). El ensilado de pescado es
un producto semi-liquido que puede ser elaborado a partir de residuos o totalidad
del pescado y es una alternativa para disminuir la gran cantidad de desechos de
las industrias pesqueras o para utilizar la flora de acompafiamiento presente en la
captura. Una de las principales razones para considerar el ensilado de pescado
es la necesidad de utilizar al maximo el desecho de pescado y el pescado entero
gue por diversas razones no se puede usar; cuando la cantidad disponible, los
costos de transporte y otros impedimentos hicieran incosteable la produccién de
harina de pescado. (Neave, 1986)

El fendmeno de ensilaje, se alcanza por efecto de las enzimas proteoliticas
contenidas en el pescado. Estas enzimas presentan su mayor actividad cuando el
pH se reduce a un rango de 3.1-4 por efecto de la produccion o la adicién de
acidos (Vizcarra, 1999). A su vez, el pH acido impide la descomposicion del
producto, otorgandole una estabilidad a temperatura ambiente por mucho tiempo.
Se utiliza principalmente en alimentacion de aves y cerdos, aunque también se ha

sugerido en alimentacion de ranas y peces. (Copes, 2006)
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3.1. Tipos de ensilado

Existen tres formas béasicas para conseguir la licuefaccion del material a

ensilar:

A través de la adicion de acidos minerales u organicos o mezcla de ambos
(ensilado quimico), tales como el formico, sulfurico, clorhidrico, propionico,
etc.;

Con el uso de microorganismos productores de acido lactico (ensilado
biolégico), tales como Lactobacillusplantarum, Streptococcus, Candida
lipolitica utilizando una fuente de hidratos de carbono. (Agudelo et al.,
2004);

O con ayuda de enzimas como bromelina, papaina. (Neave, 1986)

3.2. Ventajas

Dentro de las ventajas que ofrece el ensilado:

Es un alimento que posee gran digestibilidad, cualidad que proporciona un
gran beneficio en alimentacion animal, sin dejar de mencionar que las
proteinas que lo constituyen son de un elevado valor biologico. (Balsinde,
2004)

Segun Lupin (1983), el ensilado de pescado puede ser eventualmente
utilizado en la piscicultura de agua dulce como alimento de peces,
disminuyendo los costos de produccion.

El ensilado es un producto acidificado, estable, con buenas cualidades

nutritivas y antimicrobianas contra bacterias patdégenas y putrefactivas. Los
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estudios de estabilidad del ensilado muestran que es factible almacenar
este producto por periodos mayores a 6 meses sin requerir de refrigeracion
(Bello, 1995).

e La elaboracion de ensilados biologicos utilizando residuos de pescado,
exige una inversion baja y puede ser obtenida de manera artesanal por

pescadores (Agudelo et al., 2004).

3.3. Desventajas

Dentro de las desventajas que se le atribuyen a los ensilados se encuentran:

e Los costos de los acidos que en ocasiones son importados, el manejo
cuidadoso de estos acidos por parte de los pescadores, lo cual constituye
un peligro y riesgo para ellos en caso de ensilados quimicos. (Bello, 1995)

e En el ensilado bioldgico, para obtener buenos resultados se necesitan
cepas especificas para acidificar el producto.

e En el caso de realizar ensilados con papaina y bromelina el costo del

ensilado es mayor.

3.4. Algunos aspectos a considerar en el proceso de ensilaje para
obtener buenos resultados son:
e La materia prima debe de tener un diametro de 3 a 4 mm.
e El 4&cido se debe incorporar perfectamente con el pescado, a fin de evitar

zonas sin tratamiento que pueden descomponerse.
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e Es preciso agitar la mezcla en forma periodica para acelerar la licuefaccion.

(Neave, 1986)

4. Cambios quimicos que ocurren en el desarrollo del ensilado

4.1. Protedlisis

La protedlisis no esta considerada como una desnaturalizacion, ya que se
fragmenta con ella el soporte polipeptidico y por lo tanto no se trata de un cambio
de conformacién sino de un rompimiento irreversible de enlaces covalentes de las
proteinas por accion de las enzimas proteasas o proteinasas que hidrolizan el
enlace peptidico. Existen proteasas de origen vegetal (papaina, ficina y
bromelina), animal (pepsina, tripsina y quimiotripsina, renina) y microbianas (de

hongos y bacterias).
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Figura 1. Actividad de las proteasas
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Pueden tener accibn endo o exo; en este Ultimo caso pueden ser
carboxipeptidasa si remueven el ultimo aminoacido del extremo carboxilo, o
aminopeptidasas si lo hacen por el extremo amino. Se pueden clasificar de
acuerdo a la quimica de su mecanismo catalitico en: serino-, tiol-, metalo-
proteasas y proteasas acidas. En la Figura 1 se muestran los rangos de pH en

gue estas enzimas son activas. (Badui, 2006)

4.2. Nitrogeno No Proteinico (NNP)

A consecuencia de la licuefaccion producida por las enzimas proteoliticas la
masa que se esta ensilando libera el agua de los tejidos y con ello pierde
consistencia. Esta hidrélisis ocasiona la formacién de nitrégeno no proteinico, que
esta compuesto de aminoacidos libres, péptidos y bases volatiles; encontrdndose
en mayor cantidad el amoniaco y trimetilamina (Backhoff, 1976). La temperatura
tiene un efecto importante sobre la produccion del NNP en el proceso de ensilaje,
a una temperatura alta se obtiene un mayor porcentaje de NNP. (Lo et al., 1993;
Fagbenro et al., 1993)

Por lo tanto, la medicion de NNP y pH en el desarrollo del ensilado, son

parametros que indican la calidad de éste. (Fagbenro et al., 1993)

4.3. ElpH

El pH es un pardmetro de gran importancia para saber la calidad del
ensilado ya que durante los primeros dias del ensilado a causa de la hidrolisis, se
desprenden compuestos nitrogenados que elevan el valor de pH hasta un valor de

6. Gracias a la acidez del ensilado se evita la proliferacién microbioldgica y con
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ello la descomposicion del producto. Se han hecho estudios durante 6 meses

donde el ensilado sigue conservando sus caracteristicas. (Bello, 1995)

4.4. Autooxidacion de las grasas

La oxidacion de los lipidos es una de las principales causas de deterioro de
los alimentos. Es un fenbmeno de gran importancia ya que da lugar a sabores y
olores desagradables. Las reacciones de oxidacion también pueden disminuir la
calidad nutritiva de los alimentos y algunos de los productos de la oxidacion son
potencialmente toxicos. La reaccion espontanea del oxigeno atmosférico con los
lipidos provoca el deterioro oxidativo. Los &cidos grasos poliinsaturados pueden
descomponerse a través de este proceso, ya sea que estén en forma de acidos
grasos libres o de triglicéridos o fosfolipidos. La luz y un agente sensibilizante
como la clorofila y la mioglobina pueden desencadenar la formacién del oxigeno
singulete a partir de oxigeno en su estado fundamental e iniciar el deterioro
oxidativo. Los metales como el oro, el cobre o la enzima lipooxigenasa pueden
catalizar el proceso de iniciacion del deterioro oxidativo. (Pokorny et al., 2005). La
velocidad de autooxidacion depende de la composicién en acidos grasos, de la
concentracion y actividad de los antioxidantes, de la presion parcial de oxigeno, de
la superficie que entra en contacto con el oxigeno y de las condiciones en que se

almacena el alimento (temperatura, luz, contenido acuoso).

4.4.1. Mecanismo de autooxidacion
Al ser una reaccion en la que intervienen radicales libres, la autooxidacion

se desarrolla en tres pasos distintos. El primer paso es la iniciacion en la cual se
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forman radicales libres a partir de moléculas lipidicas. La sustraccion de un a&tomo
de hidrégeno por una especie reactiva, tal como el radical hidroxilo, provoca la
iniciacion de la oxidacion lipidica. La iniciacion secundaria por ruptura homolitica
de hidroxiperoxidos, es una reaccion relativamente baja de energia y representa
normalmente la principal reaccion de iniciacion de la oxidacion en aceites
comestibles. La reaccién esta catalizada frecuentemente por iones metalicos.
Tras la iniciacion, se encuentran las reacciones de propagacién, que consisten en
la transformacion de un radical lipidico en otro diferente. Estas reacciones
normalmente suponen la sustraccion de un &tomo de hidrégeno de una molécula
lipidica o la adicion oxigeno a un radical alquilo. La entalpia de las reacciones es
relativamente baja en comparacion a las reacciones de iniciacion. A la presion
atmosférica normal, la reaccion de los radicales alquilo con el oxigeno es muy
rapida y los radicales peroxido se encuentran por ello a concentraciones mucho
mas alta que los radicales alquilo. Ya que la energia de disociacién del enlace C-
H se reduce en la vecindad de grupos funcionales alqueno, la sustraccion de los
atomos de hidrégeno tiene lugar mas rapidamente en los grupos metileno situados
entre dos grupos alqueno de un acido graso poliinsaturado. Las reacciones de
terminacién en la cuales los radicales libres se combinan para formar moléculas
con electrones apareados son reacciones de baja energia, pero estan limitadas
por la baja concentracién de radicales y por la necesidad de que los radicales
posean la orientacion adecuada para que se produzca la reaccion. (Pokorny et al.,

2005)
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4.4.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que pueden retrasar el comienzo o reducir
la velocidad de oxidacion de las sustancias autooxidables. Existen cientos de
compuestos, naturales y sintéticos, con propiedades antioxidantes, aunque para
ser utilizados deben de cumplir las pruebas de inocuidad. Los principales
antioxidantes liposolubles ordinariamente utilizados en los alimentos son fenoles.
Para que su eficacia sea maxima, los antioxidantes primarios se suelen utilizar en
combinaciébn con otros antioxidantes fendlicos, o con diversos agentes
secuestradores de metales. Una determinada sustancia retrasa la reaccion de
autooxidacion si inhibe la formacion de radicales libres en la fase de iniciacion o si
se interrumpe la cadena de propagacion de radicales libres.

Los antioxidantes sintéticos mas usados son los compuestos fendlicos
como el hidroxianisol butilado (BHA), el hidroxibutiltolueno (BHT), la ter-
butilhidroquinona (TBHQ) y los ésteres de &acido galico, como el galato de propilo
(PG). Los antioxidantes fendlicos sintéticos contienen sustituciones alquilicas para
mejora su solubilidad en grasas y aceites. De acuerdo a las normas de buenas
practicas de produccion el uso de estos cuatro antioxidantes sintéticos esta
limitado al 0.02 % del contenido de grasa o aceite del alimento. Algunos
antioxidantes como el BHA y el BHT se usan en combinacién por su efecto

sinérgico. (Pokorny et al., 2005)

5. Funcion de los nutrimentos en la dieta de las aves
Las necesidades de las aves son muy complejas, y para que puedan vivir,

crecer y reproducirse necesitan recibir en su dieta mas de 40 compuestos
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especificos o elementos quimicos. Los nutrimentos requeridos se dividen en seis
grupos de acuerdo a su funcién y naturaleza quimica: 1. Hidratos de carbono; 2.
Grasas; 3. Proteinas; 4. Vitaminas; 5. Minerales; y 6. Agua.

Una racion debe proporcionar todos los nutrimentos conocidos en cantidades
adecuadas; si falta alguno de éstos o la proporcidon no es la adecuada, el
crecimiento se reducira 0 no sera posible la reproduccion en el animal adulto,

inclusive podria ser causa de muerte.

5.1. Hidratos de Carbono

La principal funcién de los hidratos de carbono en las dietas de las aves es
proporcionar energia, la cual se requiere para mantener la temperatura corporal y
para funciones esenciales del cuerpo, como el movimiento y las reacciones
quimicas involucrados en la sintesis de los tejidos y la eliminacién de los
desechos.

Los hidratos de carbono mas utiles en la alimentacion de las aves son
azucares simples, sacarosa, maltosa y almidon. Los alimentos que constituyen
mejores fuentes de hidratos de carbono para las aves son los granos, los
subproductos de los granos y algunos tubérculos. Los granos de cereales
contienen un alto contenido de hidratos de carbono, cuyo principal componente es
el almidon; baja cantidad de fibra; poca cantidad de proteina y particularmente es
deficiente en lisina y metionina. Las aves dependen de los granos como su
principal fuente de energia y en términos generales, del 60 al 70% de la dieta

consiste en granos.
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5.2. Grasa

Las grasas son la forma de cdmo se almacena la energia en el cuerpo y en
el huevo. Las grasas y los aceites son la fuente mas concentrada de energia en la
avicultura. En la formulacion de dietas para aves se debe poner atencién en el
acido linoleico ya que no es sintetizado por el ave y a partir de éste 4cido graso no
saturado, se sintetiza el acido araquidonico que es esencial para crecimiento,
tamafio del huevo e incubabilidad. El maiz y los aceites de soya, ajonjoli, cartamo
y girasol son fuentes excelentes de estos acidos grasos. En comparacion al maiz,

el sorgo y el trigo son deficientes en acido linoleico.

5.3. Proteinay aminoacidos

Las proteinas para la alimentacion de las aves son de dos clases: de origen
animal y de origen vegetal. La proteina animal es superior a la de origen vegetal,
debido principalmente a su alto contenido de aminoacidos esenciales, minerales y
al aporte de varias vitaminas del complejo B; pero si las proteinas de vegetales se
procesan adecuadamente y se complementan con aminoacidos, minerales y
vitaminas su valor nutritivo sera similar al de las proteinas animales. Por lo
general, las fuentes de proteina de origen animal se utlizan en limitadas
cantidades en las dietas, y si el precio y la disponibilidad lo permiten se

complementan con porcentajes pequefios de proteinas animales. (Avila, 1992)

5.3.1. Fuentes de proteina animal
Harinas de pescado. El empleo de harinas de pescado en dietas para aves,

debido a su costo y disponibilidad, por lo general se limita a niveles que varian del

16



ANTECEDENTES

1 al 7%; a un valor mayor al 10% existe la posibilidad de transmitir olor y sabor a
pescado a los productos avicolas. (Avila, 1992). North (1993) maneja que un
porcentaje mayor de 6 a 10% 0 el 1% de aceite de pescado se transmite el olor a
pescado en carne y huevo. Otros ejemplos de fuentes de proteina animal son:

harinas de carne, hueso y sangre, entre otras.

5.3.2. Fuentes de proteina vegetal

Dentro de este grupo se encuentran principalmente las pastas de
oleaginosas, subproductos que se obtienen después de que se extrae el aceite de
las semillas de las oleaginosas. Estas pastas son ricas en proteinas y su
contenido suele variar del 20 al 50%. Algunos ejemplos de fuentes de proteina
vegetal son: pastas de soya, algodon, ajonjoli, girasol, cartamo, nabo, alfalfa,

gluten de maiz y gallinaza (excremento de gallina).

5.3.2.1. Soya

Estados Unidos y Brasil conjuntamente cosechan mas del 80% de la
producciéon mundial. La soya es una leguminosa, aunque por su alto contenido en
lipidos es considerada una oleaginosa. A diferencia de los cereales que son
abundantes en gluteinas y prolaminas, las proteinas de soya y de otras
oleaginosas son una mezcla de globulinas y de albuminas. En general, las
proteinas de la leguminosas son ricas en los aminoacidos indispensables, tales
como lisina, treonina, isoleucina, leucina, fenilalanina y valina; sin embargo, son

deficientes en metionina y cisteina. (Badui, 2006)
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5.3.2.2. Sorgo

En México, el maiz es el ingrediente basico en la alimentacion humana motivo
por el cual, fue necesario contar con un grano que se utilizara en la industria
animal. Por este motivo y por el auge que ha tenido la industria avicola, se
desarrollo en México el cultivo de sorgo. Su valor energético es ligeramente
menor que el del maiz, pero puede sustituir parcial o totalmente al maiz si se toma
como base el contenido de nutrimentos. Generalmente, su contenido de proteina
es mas alto que el del maiz y la proteina posee un mayor contenido de lisina,
triptéfano pero menor cantidad de aminoacidos azufrados (metionina+cistina y
treonina). Su valor alimenticio es comparable al del maiz y, para el caso
especifico de las dietas de aves, puede remplazar todo el maiz amarillo de la
dieta, proporcionando fuentes adicionales de xantofilas para la pigmentacion de la
piel o de la yema de huevo (Avila, 1992). EI sorgo es el unico cereal que, en

algunas variedades, contiene polifenoles, tanto en sus hojas como granos.

5.4. Vitaminas (Avila, 1992)

Las vitaminas son sustancias organicas requeridas en cantidades muy
pequefias en la dieta, para el mantenimiento de la salud y para un funcionamiento
normal del ave. Las vitaminas se dividen en dos grupos: las liposolubles (solubles
en grasa) y las hidrosolubles (solubles en agua).

Entre las funciones de las vitaminas se encuentran: el mantenimiento del
cuerpo, crecimiento, engorda, reproduccion, produccion del huevo, actividad y
procesos metabdlicos tales como digestion, absorcion y excrecion. La carencia de

una vitamina produce sintomas de deficiencias caracteristicas. La mayoria de las
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vitaminas sirven como parte de sistemas enzimaticos que catalizan reacciones

bioquimicas especificas que ocurren en diferentes células del cuerpo.

5.4.1. Vitaminas liposolubles

Vitamina E o alfa tocoferol. Es un antioxidante biologico. En pollos su
deficiencia produce encefalomalacia y diatesis exudativa. En dietas el uso de
grasas o aceites ricos en acidos grasos no saturados aumenta el requerimiento de
esta vitamina. Los antioxidantes sintéticos pueden disminuir la necesidad de esta

vitamina.

5.4.2. Vitaminas hidrosolubles
Tiamina (vitamina B;). Tiene como funciones principal estimular el apetito,
promover la digestion y proteger al cuerpo de enfermedades de los nervios. Los
sintomas caracteristicos de su deficiencia son: polineuritis, trastornos del apetito y
la digestion, constipacion, edema e inanicion. Las principales fuentes de vitamina
son las levaduras, puliduras y salvado de arroz, granos de cereales y melazas.
Riboflavina (vitamina B;). Es necesaria para el crecimiento, asi como para el
mantenimiento del cuerpo y la salud, previene la pardlisis de los dedos torcidos
(enlargamiento del nervio ciético) y se requiere para la incubabilidad. Las fuentes
naturales de esta vitamina son las levaduras de cerveza, los subproductos de
destileria, la leche y la harina de alfalfa.
Acido pantoténico. Es esencial para el crecimiento, la salud de los nervios, la
prevencion de dermatitis y el crecimiento de las plumas. La deficiencia de esta

vitamina se caracteriza por retraso del crecimiento, retraso en el desarrollo de las
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plumas y dermatitis en la boca, parpados y cojinetes de las patas. Esta vitamina
es abundante en subproductos de la leche y la harina de alfalfa.

Biotina. Previene la dermatitis y el crecimiento pobre. Los sintomas de
deficiencia de esta vitamina son similares a los de una carencia de acido
pantoténico, excepto que en este caso la dermatitis aparece primero en las patas.
Las fuentes de esta vitamina son el extracto de higado, la levadura y yema de
huevo.

Acido félico. Conocido también como folacina su funcion implica la sintesis de
purinas y pirimidinas para la formacién de proteinas del musculo, crecimiento
normal, formacion de la sangre, desarrollo de las plumas y produccion de huevo.
Su deficiencia ocasiona anemia caracterizada por disminucion de eritrocitos y
hemoglobina, asi como paralisis. Las fuentes de esta vitamina son las hojas de
las plantas, el higado y la levadura.

Colina. Es parte estructural de los fosfolipidos y la acetilcolina que auxilia la
transmision de impulsos nerviosos; ademas, es esencial en el metabolismo de las
grasas. Su deficiencia se caracteriza por una enfermedad tipica de las aves, la
perosis o0 tenddn zafado; otros sintomas caracteristicos son: higado graso y
disminucion de la produccion de huevo. El higado, el germen de trigo y la pasta

de soya son fuentes de estas vitaminas.

5.5. Minerales (Avila, 1992)
Son elementos quimicos que se encuentran en las plantas y en los animales.
En las aves los minerales son indispensables para diversas funciones,

principalmente para el crecimiento. Algunos minerales son requeridos en grandes
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cantidades y por esto se denominan minerales mayores: Ca, P, Mg, Na, Ky Cl.
Otros minerales son requeridos en muy pequefias cantidades, estos son los
minerales traza o menores: Cu, Co, Fe, I, Mn, Zn, Mo y Se.

Calcio. Es importante para la coagulacion de la sangre y para la contraccion
muscular. Para poder obtener una optima produccion de huevo y buena calidad,
se debe de proporcionar calcio en una cantidad de 3.25 a 3.5% para climas
templados, ya que la temperatura y la edad del ave afecta el metabolismo de este
mineral.

Fosforo. Es esencial en el metabolismo energético, constituyente de los acidos
nucleicos y necesario para la actividad de varios sistemas enzimaticos.

El Calcio y el fosforo se encuentran relacionados, un exceso o deficiencia
puede interferir en su actividad. El calcio se encuentra disponible en los
ingredientes de la dieta de aves en forma disponible. EIl fésforo se presenta en
alimentos de origen vegetal en forma de fitatos, y el 30% del contenido de fosforo
se considera como fosforo disponible.

Magnesio. Generalmente se encuentra relacionado con el metabolismo del
calcio, ya que participa en el desarrollo normal del hueso, musculo y nervio. Este
elemento generalmente se encuentra en buena proporcion en los ingredientes de
las dietas de aves.

Sodio, potasio y cloro. Se encuentran presentes en fluidos corporales o en
tejidos blandos. Su principal funcion es ayudar a mantener el equilibrio acido-base
en los fluidos del organismo. El sodio se encuentra en el liquido extracelular y el
potasio en el intracelular. El cloro es parte del acido clorhidrico secretado por el

proventriculo. Una deficiencia de estos elementos provoca reduccion del
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crecimiento, deshidratacion del cuerpo, y si es muy severa la deficiencia puede
provocar la muerte. La racién de sodio y cloro son de 0.25 a 0.50%, un exceso es
téxico para el ave.

Hierro. Forma parte de la hemoglobina en los glébulos rojos, que actia como
portadora de oxigeno. Su carencia provoca anemia nutricional y despigmentacion
de las plumas de las aves.

Cobre. Se requiere para la utilizacion del hierro en la formacién de
hemoglobina. Su carencia produce anemia, alin en presencia de hierro.

Manganeso. Ayuda en la prevencion de perosis que se caracteriza por un
alargamiento de la articulacion tibiometatarsal y, consecuentemente, un
deslizamiento del tendén de Aquiles de los condilos (tendén zafado). Esta
enfermedad en pollos produce retraso del crecimiento, disminucion en la
produccién de huevo y la incubabilidad asi como en la calidad del cascaron. Este
mineral se debe de proporcionar en la dieta, ya que los ingredientes no satisfacen
la necesidad del ave.

Cobalto. En aves esta asociado con la vitamina Bi,, necesaria para un
crecimiento y reproduccion normal.

Zinc. Es esencial para el crecimiento, su deficiencia reduce el crecimiento de
plumas y los huesos largos de las alas y las patas se ensanchan y acortan. El zinc
forma parte de la enzima anhidrasa carbonica, que facilita la conversién de CO,
derivado de los tejidos en H,CO3; en la sangre y la degradacion de H,CO3; para
liberar CO, en los pulmones. Esta enzima ayuda a la calcificacion de huevo en el

Utero. El zinc se debe de proporcionar en la mezcla de minerales en la dieta.
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Molibdeno. Es un nutriente esencial involucrado en una reaccién enzimatica
gue convierte a la purina en 4cido Urico para su excrecion. Los ingredientes de la
dieta satisfacen las necesidades del ave y no es necesario agregarlo en la mezcla
de minerales.

Selenio. Algunas de sus funciones metabdlicas son la prevencion de
anormalidades del musculo (miopatias) y diatesis exudativa. El selenio es téxico

cuando se adiciona en cantidades elevadas.

5.6. Agua

El agua permite que el ave desarrolle sus funciones normales. Ablanda el
alimento para la digestion, es importante para la absorcion de los nutrientes,
ayuda a la eliminacion de productos de desecho, sirve para el control de la
temperatura corporal, es el medio para que las reacciones metabdlicas se lleven a
cabo, actia como lubricante en las articulaciones, musculos y tejidos del
organismo. Constituye aproximadamente el 50% del peso de un ave adulta y el
78% del peso de un pollo recién nacido. Los huevos estan compuestos por 60%
agua. El agua se puede obtener al beberla, a través de los alimentos y la que esta

disponible por medio de procesos metabdlicos.

5.7. Antibioticos (North, 1993)

La mayoria de los antibioticos se suministran en la racion o bien se agregan al
agua para facilitar su adicién en el aparato digestivo y en el torrente sanguineo
con mayor rapidez, ya que algunas veces no comen pero si beben durante el

curso del brote de una enfermedad grave. Otros antibiéticos pueden inyectarse.
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La bacitracina, es usada principalmente para enteritis necrética y se puede
suministrar en alimento o en el agua.

El coccidiostato, es un farmaco muy utilizado ya que es muy comun que las
aves se enfermen de coccidiosis, enfermedad producida por un grupo de
protozoarios Coccidia. A largo plazo el parasito genera resistencia.

Otros antibidticos usados en la avitecnia son: Clorotetraciclina, eritromicina,

gentamicina, penicilina, entre otros.

6. Absorcidén y metabolismo en las aves

Los productos de la digestion pasan a través de la pared del intestino
delgado hacia el torrente circulatorio. La absorcién de los nutrimentos se realiza
mediante sistemas de transporte especializados y se ve favorecida por la
presencia de las vellosidades, que aseguran una rapida y completa absorciéon de
los nutrimentos digeridos. La sangre transporta los nutrimentos absorbidos del
alimento al higado; de esta forma, son utilizados en el metabolismo (que es el
conjunto de cambios quimicos que sufren los nutrimentos desde el momento de
ser absorbidos por el organismo hasta que aparecen como productos de
excrecion).

La glucosa puede almacenarse como glucégeno en musculos o higado, pero
s6lo en cantidades limitadas. Cuando la energia ingerida en forma de hidratos de
carbono excede las necesidades del animal para energia inmediata o para
almacenamiento en forma de glucégeno, se convierte en grasa y se almacena en
el tejido adiposo. En las aves, los acidos grasos (excepto el acido linoleico)

pueden ser sintetizados a partir de hidratos de carbono en el higado, de donde
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son transportados al tejido adiposo o al ovario. Los productos finales del
metabolismo de los hidratos de carbono son agua y CO..

Las grasas pueden ser oxidadas rapidamente a agua, CO; y energia, con la
caracteristica de que puede liberarse 2.25 veces mas de energia potencial durante
su metabolismo que los hidratos de carbono. Las grasas absorbidas también
pueden almacenarse directamente en el tejido adiposo o transferirse a la grasa del
huevo. Ademas, las grasas también son importantes constituyentes de la
estructura del cuerpo. Los &cidos grasos son componentes importantes de las
membranas celulares.

Los aminoacidos se utilizan primordialmente para sintesis de proteinas, ya
sea para la construccion de nuevos tejidos del cuerpo o para reparacion de los
mismos. Cuando se dan en exceso son desaminados en el higado y el nitrégeno
puede emplearse para sintetizar aminoacidos no esenciales o simplemente se
elimina en forma de acido Urico en la orina. El carbono de los amino&cidos se
oxida a agua, CO; y energia, o0 se convierte a glucosa o grasa.

Los minerales absorbidos se transforman a hueso y cascarén de huevo o se
emplean en tejidos blandos. Parte de los excedentes de minerales pueden
almacenarse pero la mayoria se excretan. Las vitaminas se almacenan en el
higado y en otros tejidos. Las vitaminas liposolubles se almacenan en mayor
grado que las vitaminas hidrosolubles.

Los productos finales del metabolismo como el &cido drico, agua y minerales,
se desechan a traves de la orina. El CO,y agua en forma de vapor se excretan

por los pulmones. Las aves no tienen glandulas sudoriparas; por lo tanto se
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pierde muy poca agua por la piel. El resto de desperdicios del cuerpo se excretan

via heces.

7. Formulacion de dietas (Avila, 1992)

La formulacién de una dieta de pollos debe de suministrar alimentos que al
oxidarse, proporcione cantidades suficientes de energia, asi como sustancias
requeridas para el crecimiento y produccion: aminoacidos, lipidos, vitaminas,
minerales traza. Se debe de controlar la cantidad de estos nutrimentos, ya que
una deficiencia puede causar alguna anomalia en el crecimiento del ave, y un
exceso puede ser toxico provocando la muerte del ave.

Por otra parte, ya que no todas las fuentes de proteina son ricas en
aminoacidos esenciales, se debe corregir el error por falta de aminoacidos en la
elaboracion de dietas. Una manera de realizar la complementacion de
aminoacidos es realizando una combinacion de fuentes naturales de proteina y
aminocidos sintéticos. De esta manera la deficiencia de ciertos aminoacidos en
una fuente de proteina se compensa con el alto contenido de ese aminoacido en
otra fuente de proteina o con aminoacido sintéticos. La lisina y la metionina son
aminoacidos que se obtienen en forma pura a bajo costo.

El balance de los nutrimentos en la dieta debe tratarse con cuidado, las aves
se alimentan en primer lugar para satisfacer sus necesidades de energia, de modo
que si la dieta tiene un bajo valor energético (con mucha fibra) las aves consumen
mas alimento para satisfacer esta necesidad. También puede suceder que la
proteina se utilice para formacion de energia en vez de emplearse en la sintesis

de tejidos causando que el crecimiento se reduzca.
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Dado que el alimento representa del 70 al 80% de los costos de produccion
de carne y huevo, las dietas no sélo deberan ser adecuadas nutricionalmente, sino
también producir el menor costo posible. Al realizar el balaceo de dietas se
requiere tener en cuenta una serie de factores para que sean adecuadas:
necesidad de nutrimentos, linea o raza del ave, etapa fisiolégica, ambiente, uso de

las mejores materias primas disponibles.
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OBJETIVOS

Objetivo general
e Elaborar y caracterizar un ensilado de pez diablo (Pterygoplichthys
multiradiatus) y aplicarlo como ingrediente en dietas destinado a

alimentacion de aves.

Objetivos particulares
e Determinar la composicion proximal del pez diablo asi como su actividad
proteolitica.
e Elaborar un ensilado de pez diablo y monitorear los cambios fisicoquimicos
que se presentan.
e Evaluar la calidad nutricia del ensilado de pez diablo como ingrediente en

dietas para alimentacion de pollos de engorda.
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Diagrama general de la investigacion.
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1. Recepciony acondicionamiento de la muestra.

El Instituto Nacional sobre la Investigacion de Recursos Naturales
(INIRENA), proporcioné 15 kg de pez diablo congelado procedente de la Presa
Adolfo Lépez Mateos en Morelia, Michoacan. Una vez recibida la muestra se
almacend inmediatamente en un ultracongelador (REVCO) a -50+1°C mientras se
realizaba el acondicionamiento. La materia prima se traslad6é a un refrigerador
para un descongelamiento gradual. Posteriormente, se retiré todo tipo de material
gue se encontraba enredado en el caparazon del pescado como trozos de hilo de
red, madera y algas. El pescado se cortd en trozos que se colocaron en una
picadora semi industrial cuidando que la temperatura no aumentara a mas de 10
°C. Una vez homogeneizado se separd en porciones de 5 kg, las cuales se

almacenaron en un ultracongelador REVCO a -50 + 1°C.

2. Caracterizacion del pez diablo

A partir del homogeneizado de pez diablo se realizé el analisis proximal:
determinacion de humedad, grasa cruda y proteina cruda. La determinacion de
cenizas totales se realiz6 por separado. Las técnicas se realizaron de acuerdo a

los procedimientos de la AOAC (1990), las cuales se detallan en el Anexo 1.

2.1. Determinacién de humedad

Fundamento:

El agua en los alimentos se encuentra en dos formas como agua enlazada
o libre, el agua libre es la que no esta fisicamente unida a la matriz del alimento y

se puede perder con facilidad por secado (Kirk et al., 2006). Dado el contenido de
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humedad de la muestra la determinacion se realiz6 en dos pasos: secado en
estufa a 100-110°C, seguido de un secado en estufa al vacio a 60-65°C con una

presion minima de 25 mmHg.

2.2. Determinacion de cenizas totales

Fundamento:

Las cenizas de un producto alimentario es el residuo inorganico que queda
después de quemar la materia organica. Las cenizas obtenidas no tiene
necesariamente la misma composicién que la materia inorganica del alimento
original, ya que puede haber pérdidas por volatilizacion o algunas interacciones
entre los componentes. (Kirk et al. 2006). La determinacion se realizé haciendo
una calcinacion de la materia organica, seguido de una incineracion a 500-550°C

para obtener las cenizas totales.

2.3. Determinacién de proteina cruda

Fundamento:

El método de Kjeldahl se basa en la combustion en himedo de la muestra
por calentamiento con &cido sulfdrico concentrado en presencia de catalizadores
metalicos, para reducir el nitrégeno organico de la muestra hasta nitrdgeno en
forma de amoniaco, el cual queda en solucion en forma de sulfato acido de
amonio. El resultado de la digestion, una vez alcalinizado, se destila directamente
0 por arrastre de vapor para desprender el amoniaco, el cual es atrapado en una

solucién de acido bérico formando borato de amonio, el cual se titula con HCI.
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A
Materia orgénica + H,SO, — CO5 + H,O + NH4HSO,4 + SO,
NH4HSO,+2 NaOH _— , Na,SO4 + NHz4 +2 H,0
3NH34+ H3BO3 —  (NH4)3BOs3

(NH4)3BO9,+ 3HCI ——» 3NH.Cl + H3;BO;

El contenido de nitrégeno no proteinico es alto en algunos alimentos como
el pescado, pero los factores comiunmente usados para convertir nitrdgeno en
proteina cruda se basa en el contenido promedio de nitrégeno de las proteinas
encontradas en alimentos particulares. En este caso el factor utilizado fue de 6.25.

(Kirk et al., 2006)

2.4. Determinacién de grasa cruda

Fundamento:

El contenido de lipidos libres, que basicamente son grasas neutras
(triglicéridos) y acidos grasos libres, se determina por extraccion del material seco
y molido con una fraccion ligera de éter etilico 6 de petréleo en un aparato de
extraccion continua. (Kirk et al. 2006). La determinacién se realiz6 en un aparato
de extraccion tipo Goldfish, utilizando éter de petréleo como disolvente, la

extraccion se realiz6 por 4 horas.

2.5. Determinacién de hidratos de carbono totales
Esta determinacion es calculada por diferencia, pues el contenido de

hidratos de carbono en los pescados es menor al 0.3%, haciendo despreciable su
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valor. A 100% se le resta la suma de los porcentajes de humedad, cenizas,

proteina y grasa.

%Carbohidratos = 100%-(%humedad+%cenizas+%proteina+%grasa)

3. Determinacion de actividad proteolitica total

Fundamento:

Este método se basa en la digestion de hemoglobina por las enzimas
presentes en la muestra bajo condiciones estandar: pH 3, 37°C por 10 minutos. El
sustrato no digerido, se precipita con acido tricloroacético. Del sobrenadante se
toma una alicuota para hacerse reaccionar con un reactivo de Folin-Ciocalteu, que
da una coloracion azul con tirosina y triptéfano, cuya absorbancia se mide a 750
nm. (Anson, 1938). Esta determinacion se realiz6 en dos extractos de
homogeneizado de pez diablo.

La actividad enzimética, se mide a través de unidades (U), que es la
cantidad de enzima que se requiere para transformar en producto una pmol de
sustrato por minuto, en condiciones Optimas de pH y temperatura. Para saber la
proporcion de enzima con respecto a todas las proteinas que pueden estar
presentes en una preparacion, se utiliza la actividad especifica, éstas son las
unidades de actividad de la enzima en relacion con la cantidad total de proteina en

miligramos. (Badui, 2006).
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3.1. Determinacion de proteina soluble en el extracto

Fundamento:

El principio de este método consiste en dos fendmenos: la formacién de un
complejo colorido de cobre debido a la presencia de enlaces peptidicos y la
reduccion del acido fosfotlungstico-fosfomolibdico (reactivo de Folin-Ciocalteau)
por los aminoacidos aromaticos (Rick y Firttch, 1974). La metodologia se describe

en el anexo 1.

4. Determinaciéon de Nitrdgeno No proteinico (NNP)

Fundamento:

Es una metodologia propuesta por Lo y cols. (1993), que permite conocer la
evolucién de la hidrélisis del contenido proteinico expresado como porcentaje de
Nitrogeno No Proteinico (NNP) del contenido total de nitrogeno. Las alicuotas
para conocer el avance del NNP en el ensilado se tomaron los dias 0, 1, 3, 5, 7,

10, 12, 14, 17 y 19.

5. Sustancias reactivas al 4cido tiobarbitarico (TBARS)

Fundamento:

Se utilizé el método propuesto por Vyncke (1970), que consiste en medir
sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico, las cuales se expresan como
malonaldehido. EI malonaldehido (MDA) es el principal compuesto producido en
la oxidacion de los lipidos, el cual al reaccionar con el acido tiobarbitarico produce

un pigmento rojo que puede ser medido espectrofotométricamente a 538 nm.
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Para monitorear el avance de la oxidacién se tomaron alicuotas los dias O, 1, 7,

10, 14 y 20.

6. Preparacion del ensilado

Una vez descongelado 13862 g de pez diablo molido, se le adicion6 de
forma alterna 271.7 g de acido sulfarico (1.96% p/p) y 85.3 g (0.615% p/p) de
acido formico ambos diluidos en agua; posteriormente se agregd 0.02% de BHT
diluido en la minima cantidad de etanol. El acido disminuy6 el pH a un valor inicial
de 3.1; a las 24 horas de incubacion, el pH aumentd y se adicion6 nuevamente
acido sulfurico y de &cido formico manteniendo el porcentaje anterior para
disminuir el pH a un valor de 3.4. Una agitacion frecuente fue requerida para

homogeneizar las condiciones del ensilado.

6.1. Monitoreo del ensilado

Durante el desarrollo del ensilado se realizaron muestreos para determinar
los cambios debidos a la protedlisis y con ello saber el avance del proceso de
ensilaje. Se monitored diariamente el pH del ensilado con ayuda de un
potencibmetro, se tomaron alicuotas para medir el Nitrégeno Total (NT) por el
método de Kjeldahl, Nitrégeno No Proteinico (NNP) y sustancias reactivas al acido
tioarbitarico (TBARS).

Una vez alcanzada la protedlisis de 90.18%, se efectud el analisis proximal
del ensilado mediante las metodologias descritas en el AOAC, 1990.

Posteriormente se trasladd a una estufa de corriente forzada a 65+1°C, para
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eliminar la humedad y finalmente se pasé por una malla de 1 mm para obtener la

harina de ensilado de pez diablo.

7. Formulacion y manufactura de dietas para pollos

Se formularon dietas con 22% de proteina. Las dietas cumplen con la
caracteristica de ser isocaldricas e isoproteinicas. Los requerimientos
nutricionales para la etapa iniciadora de los pollos de la raza Ross 308, se
tomaron del manual Ross Aviagen 308 Broiler Nutrition Specification. Para
realizar la prueba biologica en pollos se formularon dos dietas:

1. Dieta testigo.- Fuente de proteina sorgo y soya.

2. Dieta experimental.- Fuente de proteina sorgo, soya y harina de

ensilado de pez diablo al 1.15 % de inclusion.

Todos los ingredientes de las dietas fueron utilizados en forma de harina,
con un tamafio de particula de 1-5 mm. Con ayuda de una mezcladora semi
industrial se incorporaron los ingredientes; el aceite fue el dltimo ingrediente en
adicionarse para evitar la formacion de grumos. Una vez homogeneizadas las
dietas se guardaron en costales y fueron rotuladas como “1R” que pertenece al

testigo y “2R” al ensilado de pez diablo.

8. Metodologia de la prueba bioldgica con pollos
Se realizé un ensayo biolégico por 21 dias en pollos, en el Centro de
Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Avicola (CEIEPAv) de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia ubicado en la Delegacién Tlahlac,
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Distrito Federal en el mes de febrero del 2008. Se inicié la prueba con 52 pollos
machos de la raza Ross 308 con 1 dia de nacidos y con un peso promedio de 38.7
g. Los cuales se distribuyeron al azar en tres replicas por tratamiento, dos de ellas
con 9 pollos y una con 8 pollos. Las réplicas se colocaron al azar en los distintos
niveles de la incubadora Petersime. Cada nivel estaba provisto de: 2 comederos,
1 bebedero y 1 lampara de calefaccion en un ambiente cerrado. Las instalaciones
tuvieron buenas condiciones de ventilacion y sanidad.

Cada 7 dias se procedia a pesar a los animales para calcular el incremento
en peso. El alimento se peso al inicio y fue controlado durante el experimento y los
pollos se mantuvieron con agua ad libidum.

Al décimo dia de experimentacion, los pollos fueron vacunados contra la
enfermedad de Newcastle (cepa Lasota), se usaron dos vacunas una via ocular y

otra subcutanea en emulsion a fin de reforzar la respuesta inmunologica.

9. Anélisis estadistico

Para analizar los datos obtenidos en la prueba biologica se utilizé el
programa estadistico “Statgraphics plus 5.1” para realizar un analisis de varianza
de una via con una prueba de rangos mdultiples para determinar diferencias

significativas entre los tratamientos.
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Analisis proximal del pez diablo
Para conocer la calidad nutricional del pez diablo, se procedio a realizar el

analisis proximal. Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 3.

Tabla 3. Andlisis proximal del homogeneizado de

pez diablo (g/100g de muestra)*

Base
Base seca
Componente hiumeda

(BS)

(BH)
Humedad 65.10+ 053 -
Proteina 16.10 + 0.77 46.13
Grasa 4,71 +0.16 13.49
Cenizas 8.68 + 0.22 24.87
Hidratos de carbono? 5.41 15.51

1. Promedio de triplicado + desviacion estandar; C.V. < 5%

2. Calculado por diferencia.

Generalmente el contenido de proteina no es un componente muy variable,
mientras que el agua y la grasa si lo son. Segun Astiasaran (2000), el contenido
de proteina cruda del pescado oscila entre un 17 y un 20%. EI contenido acuoso
oscila entre el 60 y el 80%. En funcion del contenido de grasa los pescados se
pueden clasificar como magros o blancos con menos de 1% de grasa, pescados
grasos con un 8-15% de grasa y semigrasos con una porcion entre 2-7% de grasa.
El alto contenido de cenizas fue porque el pez diablo se ocup6 entero. Ruiz
(2007), realizé un andlisis proximal del pez diablo, donde reportdé un contenido de

proteina de 51.26% BS, superior al encontrado en este trabajo y un contenido de
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grasa de 5.26% BS. La diferencia del contenido graso puede ser a causa de que

un aproximado de 70% de los ejemplares contenia huevera.

Actividad proteolitica del pez diablo

Para conocer la actividad proteolitica de las enzimas del pez diablo,
provenientes de las visceras y de los musculos, se controlaron los parametros
como temperatura, pH y tiempos de reaccion. En la Tabla 2, se indican los
resultados obtenidos a partir de la medicion de proteina de los extractos por el
método de Bergmeyer (1991).

En estudios realizados por Ruiz (2007) con pez diablo, encontr6 una
actividad proteolitica especifica de 0.018 U/mg de proteina, este es un valor mayor
al que se muestra en la Tabla 4. Esto nos indica que con un valor de 0.013 U/mg
de proteina, es suficiente para lograr la protedlisis en el proceso de ensilaje y de

esta forma aprovechar el pez diablo completo sin generar mermas.

Tabla 4. Proteina soluble y actividad proteolitica del

extracto de pez diablo

Contenido de Actividad Actividad
proteina soluble enzimatica especifica
Extracto ) )
mg proteina/mL de U“/g muestra U/mg
extracto proteina
A 50.56+0.36 0.739£0.087 0.015 £ 0.002
B 52.76+0.3 0.574+£0.040 0.011 +0.001
Promedio 51.66 0.657 0.013

1. Promedio de triplicado + desviacién estandar
2. Unidad de Actividad (U)=mol Tirosina/min
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Elaboracion del ensilado de pez diablo

Una vez homogeneizado el pez diablo y de determinar la actividad
proteolitica se procedid a realizar el ensilado quimico, con ayuda de una mezcla
de acido sulfarico y acido férmico, este ultimo en menor proporcién a causa de su
precio. El porcentaje de acidos es tomado de los estudios realizados por Vizcarra
(1999), quién utilizé esta mezcla y obtuvo un porcentaje de hidrdlisis satisfactorio
en el ensilado. Los acidos se agregaron diluidos en agua por su alta reactividad.
El pH inicial del pez diablo era de 6.4 y con los &cidos se descendid hasta un pH
de 3.1 para activar las enzimas proteoliticas y asi obtener el ensilado. En funcion
del contenido de grasa, se adiciond 0.02% de BHT (hidroxibutiltolueno), dicha
porcion es el limite permisible para este antioxidante. Finalmente, para tener a las
enzimas en las mejores condiciones de actividad, el ensilado se mantuvo a una
temperatura de 37+1°C y con agitacion ocasional para obtener una hidrélisis

homogénea.

Monitoreo de pH en el desarrollo del ensilado

En la Figura 2, se muestra graficamente el monitoreo del pH. En los
trabajos realizados por Vizcarra (1999), indica que las enzimas proteoliticas
presentan mayor velocidad de reaccion a un rango de pH de 3.1-4. A medida que
la protedlisis progresa, se producen compuestos nitrogenados, como péptidos,
aminoacidos, aminas, amonio y otros compuestos de bajo peso molecular que
perturban la capacidad amortiguadora del producto, incrementandose los valores
de pH (Lindgren, 1983). Por esta razon a las 24 horas de incubacién del ensilado,

el pH aumenté a 4.5 fue necesario agregar otra porcion de acido sulftrico y acido
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férmico, bajando el pH hasta 3.4. Los siguientes dias de ensilaje el pH se
mantuvo dentro del rango de 3.1-4 y no hubo necesidad de adicionar mas acido al

ensilado.

Comportamiento del pH en el ensilado

T

4
L 4
L 2

[ VS e N ¥

pH

0 1 3 5 7 10 12 14 17 15

Tiempo (dias)

Figura 2. Evolucion del pH en el ensilado

Otro aspecto importante del control del pH, es que si es mayor de 3.5-4, el
ensilado no esta del todo protegido contra el desarrollo de microorganismos,
particularmente los hongos del género Aspergillus flavus (Cérdova et al., 1986).
Se han realizado estudios de estabilidad del ensilado (Bello, 1995), que muestran
que es factible almacenar este producto por periodos mayores a 6 meses sin

requerir de refrigeracion.

Hidrdlisis en el ensilado
Una vez que se establecieron las condiciones 6ptimas de pH y temperatura,

las enzimas proteoliticas del pescado inician la hidrélisis del material. Con una
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relacion entre la determinacion de Nitrégeno Total (NT) y Nitrégeno No Proteinico
(NNP) se conoce el avance de la protedlisis durante el desarrollo del ensilado. En
la Tabla 5, se observa que el valor maximo de protedlisis fue de 90.18%, el cual se
obtuvo en 19 dias. Por otra parte algunos investigadores han indicado que cerca
del 80% de Nitrégeno total se solubiliza a temperaturas de 23-30°C (Tatterson,
1974; Gilberg, 1977; Backhoff, 1976), la cual se obtiene a partir del dia 15. Si se

busca reducir tiempos en la obtencion de ensilado, puede hacerse en 4 dias.

Tabla 5. Evolucion de protedlisis en el

ensilado
Dias NT NP2 Protedlisis
(%)
0 2.10 0.26 12.38
1 2.02 0.92 45.54
3 2.38 1.32 55.46
5 2.20 1.47 66.82
7 2.19 1.55 70.77
10 2.14 1.58 73.83
12 2.30 1.72 74.85
14 2.28 1.74 76.31
17 2.31 1.97 85.28
19 2.24 2.02 90.18

1. Nitrégeno total (%), promedio de triplicado

2. Nitrégeno No Proteinico (%), promedio de triplicado

La Figura 3, presenta en forma grafica los resultados del porcentaje de
hidrdlisis en el ensilado, notandose un incremento progresivo al primer dia de

ensilaje y con el transcurso del tiempo la protedlisis aumenta.
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Evolucion del NNP en el ensilado

100 +

L 2
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0 T T T T T T T T T 1
0 1 3 5 7 10 1z 14 17 15
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Figura 3. Evolucién de la hidrolisis en el ensilado

Oxidacion lipidica

El alto grado de insaturacion de los lipidos del pescado hace que éste sea
un alimento muy susceptible de experimentar reacciones de autooxidacion tras
reaccionar con el oxigeno atmosférico en presencia de radicales libres iniciadores
de estas reacciones, produciendo compuestos indeseables y en algunos casos
toxicos si el deterioro es muy alto (Jackson et al., 1984). Como una medida
preventiva de este evento, se utiliz6 BHT como antioxidante, para obtener un
producto de buena calidad y mayor vida de anaquel.

En la Tabla 6, se encuentran los resultados obtenidos de la técnica de
sustancias reactivas al &cido tiobarbitarico (TBARS). Al inicio del proceso de
ensilaje se obtuvo un valor de 9.62 mg de malonaldehido/Kg de muestra, lo cual

muestra que la materia prima empezaba a sufrir deterioro oxidativo.
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Ruiz (2007), bajo las mismas condiciones de trabajo, encontré un contenido
inicial de 2.36 mg malonaldehido/kg de pescado, pero el contenido de grasa
(5.26% BS) obtenido en ese experimento es menor al encontrado en este trabajo.

Por otra parte, estudios realizados por Santana y cols., (2007) con ensilado
de sardina, obtuvieron valores de 20-30 mg/kg de malonaldehido obtenidos por la
técnica de TBARS indicando que estos son aceptables, ya que Farkas y cols.
(1997), aconsejan que ensilados con valores comprendidos entre 8-250 mg/kg de
MDA son aceptables. Por lo tanto, el uso de BHT ayudé a controlar y proteger al

ensilado del proceso de oxidacion.

Tabla 6. Evolucion de sustancias reactivas al

acido tiobarbittrico (TBARS) en el ensilado?

_ ] mg malonaldehido(MDA) /
Tiempo (dias)

kg muestra
0 9.62°
9.55
7 8.48
10 8.29
14 8.0
20 7.9

1. Con BHT (Butilhidroxitolueno) como agente antioxidante.

2. Promedio de triplicado.

En la Figura 4, se observa graficamente el comportamiento de la oxidacion
lipidica donde el MDA va disminuyendo ligeramente con el trancurso del tiempo.
El antioxidante evita que se desencadene la reaccion de autooxidacion, ya que los

compuestos formados en la primeras etapas de oxidacion interactian con las

44



RESULTADOS Y DISCUSION

moléculas del antioxidante impidiendo asi la formacion compuestos indeseables

en etapas avanzadas de oxidacion lipidica.

Sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico
12
10
- ’—‘\ o A/A\
L - I
<
o 6
=
UE" 4
2
0 T T T T T 1
0 1 / 10 14 1/ 20
Tiempo (dias)

Figura 4. Evolucion de la oxidacion en el ensilado

Andlisis bromatologico del ensilado de pez diablo

Tabla 7. Anélisis proximal del ensilado del pez diablo*

(9/100 g muestra)

Componente Base himeda Base seca
(BH) (BS)
Humedad 65.80+291 -
Proteina Cruda 15.69 + 0.57 45.88
Grasa cruda 4.42 +0.19 12.92
Cenizas totales 8.15+0.31 23.83
Hidratos de Carbono® 5.94 17.37

1. Promedio de triplicado + desviacion estandar; C.V.< 5%

2. Calculado por diferencia.
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Una vez alcanzada la protedlisis de 90.18% se realiz6 el analisis proximal
del ensilado (Ver Tabla 7). El valor de proteina es ligeramente inferior (45.88%
BS) al encontrado antes de realizar el ensilado (46.13% BS), esto es debido a que
las condiciones &cidas del ensilaje causa que el aminoé&cido triptofano se vea

afectado. Sin embargo, se requiere de un perfil de aminoacidos para confirmarlo.

Evaluacién nutrimental en pollos de engorda

Después de 21 dias de ensilaje, se realizé el andlisis proximal del ensilado
pez diablo y con esos valores se realizd la formulacion de dietas para los pollos.
La pérdida de triptofano en el ensilado se consideré al realizar la formulacion de
las dietas, donde se hizo una complementacion con sorgo (rico en triptéfano) para
corregir el error por aminoacidos. El ensilado se utilizé en forma de harina la cual
fue pasada por una malla de 1 mm para que el ensilado se incorpore mejor con el
total de los ingredientes y evitar que las aves la rechazen.

El proceso de ensilado hace que la proteina sea mas biodisponible, es
decir, para los animales es mas sencillo digerirla y aprovecharla.

El nivel de inclusion utilizado fue bajo (1.15%), ya que autores como Avila,
(1992) sugieren utilizar las fuentes de proteina animal en cantidades limitadas a
niveles de 1-7% con el fin de complementar las dietas y para evitar la posibilidad
de que se transmita el olor y sabor a pescado en los productos avicolas.

En la Tabla 8, se encuentra la formulacion de las dietas las cuales son

isocaldricas e isoproteicas.
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Tabla 8. Ingredientes de las dietas utilizadas

en el ensayo bioldgico (g/1000g)

Ingrediente Testigo Ensilado
Sorgo 572.5 535.03
Soya 353.8 291.52
Ensilado de pez
diablo 1375
Aceite de segunda 28.9 17.68
Carbonato de calcio  15.4 4.95
NaCl 4.4 3.59
L-Lisina 1.2 2.17
Metionina 99 2.1 2.16
Ortofosfato 1820 18.6 11
Vitaminas Pollo-E 1 1
Cloruro de colina 60 1 1
Coccidiostato 0.5 0.5
Minerales 0.5 0.5
IQ 0.2 0.15
Bacitricina 0.5 0.15

Tabla 9. Crecimiento de las aves durante la prueba

biologica®
Tiempo Testigo Ensilado
(dias) (¢)) (¢))
0 39.45 + 3.29 38.17 + 2.05
7 116.38 + 16.89 114.18 + 10.06
14 318.98 + 23.40 281.75 + 13.09
21 578.62 + 7.06 523.16+ 13.09

1. Promedio de 3 replicas + desviacion estandar
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A partir de la segunda semana de experimentacién, los pollos que
consumen la dieta experimental con ensilado tienen un crecimiento inferior a la
dieta testigo sin embargo, a lo largo de la prueba los pollos no presentaron
sintomas de desnutricion. (Ver Tabla 9).

Existen factores que ejercen una influencia sobre los resultados obtenidos
en la prueba biolégica como edad, sexo, cepa, condiciones ambientales (tamafio
de la incubadora, temperatura y luz), los cuales se consideraron al realizar la
experimentacion y se mantuvieron constantes. A pesar de que la curva de
crecimiento (Figura 5) demuestra graficamente que las dietas tienen la misma

tendencia, se encontré diferencia significativa entre ellas (p<0.05).

Curva de crecimiento de aves

700
600
500
400
300
200
100
0 = . .
0] 7 14 21

=—4=—Testigo
=—f—Ensilado

Incremento en peso (g)

Tiempo (dias)

Figura 5. Crecimiento de las aves durante el ensayo biolégico

En este trabajo, se realizé la prueba biolégica por 3 semanas que

pertenecen a la etapa de iniciacion. Rodriguez y cols., (1990) realizaron un
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ensayo biolégico con ensilado de pescado y lo evaluaron en pollos de engorda.
Los tratamientos fueron: harina de pescado al 5% y ensilado de pescado al 2.5y
5%. En la etapa de iniciacién encontraron diferencia estadistica, sin embargo, en
la etapa de acabado no encontraron diferencias significativas entre las dietas.
Estos resultados también los encontré6 Berenz, (1990) que realizé el ensayo en
pollos con ensilado de residuos de sardina, y en la etapa de acabado el ensilado
reemplaz6 eficazmente como fuente proteinica animal a la harina de pescado en
términos de peso - incremento - conversion alimenticia y retribucion econémica.

Es conveniente realizar el ensayo biolégico con la etapa de iniciacion y con
la etapa de acabado, pues es mayor el tiempo en el que se puede monitorear el
comportamiento de los animales. En este trabajo no fue posible realizar la etapa
de acabado, por falta de materia prima y espacio en las incubadoras de los pollos,
ya que las utilizadas sélo mantienen a los pollos cdmodos en la etapa de iniciacion

y no en la de acabado.

Curva de alimento acumulado
1000
800 -
600 -

400 - —fli—Testigo

200 - Ensilado

0 I3 . . .

200 g}) 7 14 21
Tiempo (dias)

Alimento Acumulado (g)

Figura 6. Alimento acumulado durante el ensayo biologico
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En el ensayo biolégico, en la primera semana de alimentacion, las aves
comieron de igual forma las dietas, en la segunda semana el ensilado empezo a
ser poco consumido por las aves tal como se muestra graficamente en la Figura 6.

La conversion alimenticia relaciona el alimento consumido y la ganancia de
peso de los animales, una conversion alimenticia menor indica una alta ganancia
de peso con una baja ingesta de alimento, lo cual se ve reflejado en los costos de
produccién. En la Tabla 10, se observa la conversion alimenticia de las dietas,
existe diferencia significativa (p<0.05) entre la dieta experimental y la dieta testigo,
donde la dieta con 1.15% de inclusién con harina de ensilado es la mejor opcién

para usarse como fuente de proteina.

Tabla No 10. Conversién alimenticia de las dietas

a la tercera semana de evaluacion®

Dieta Conversion alimenticia®
Testigo 1.46 + 0.05
Ensilado 1.33 +£0.05

1. Conversién alimenticia = alimento acumulado / ganancia de peso.

2. Promedio de triplicado + desviacion estandar

En el ensilaje se solubilizan las proteinas ayudando a que los animales las
digieran mas facil, esto explica el hecho de que el ensilado tenga una menor
conversion alimenticia. A pesar de que se evalud un nivel de inclusién bajo, no
significa que deje de ser una fuente proteica alternativa, ya que el bajo costo de
obtencion del ensilado y el alto contenido de proteina son factores muy

importantes a considerar en la formulacién de dietas.
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En la produccion animal, la alimentacién representa entre el 50 y 80% de
los costos de produccion. Un problema particular en la alimentaciéon animal, es la
provision de proteinas, debido a la limitada disponibilidad de insumos proteinicos y
su relativo alto costo. En el caso de la harina de pescado, a pesar de ser una
fuente proteinica muy completa, su fabricacion es un proceso sumamente costoso.
En tal sentido se hace necesaria la busqueda de fuentes alternas de proteinas de
diferentes origenes. Se sabe que en muchos paises donde no se procesa harina

de pescado, los ensilados han sido empleados como un sustituto de la misma.
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CONCLUSIONES

El alto contenido de proteina en la materia prima, es un factor determinante
para la utilizacion del pez diablo en la elaboracion de ensilados.

Una actividad proteolitica de 0.013 U/mg de proteina del homogeneizado de
pez diablo es suficiente para lograr un grado de hidrdlisis del 90.18%.

Las condiciones Optimas de temperatura, pH y agitacion ocasional,
lograron la hidrélisis de 90.18% en 19 dias de ensilaje.

El uso de BHT en el ensilado ayud6 a mantener en niveles bajos (7.9 mg de
malonaldehido (MDA)/kg de muestra), la oxidacion de las grasas.

La dieta experimental con 1.15% de ensilado de pez diablo, obtuvo una
menor conversion alimenticia, lo cual indica que el proceso de ensilaje
facilita la digestibilidad de las proteinas.

Por lo tanto, este trabajo demostr6 que el utilizar ensilado de pez diablo
como ingrediente en dietas para alimentacion de pollos de engorda
producird una baja ingesta de alimento con un crecimiento apreciable, lo
cual es importante en la reduccion de costos en alimentacién y produccion

avicola.
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RECOMENDACIONES

Para estudios posteriores con ensilado de pez diablo:

e Elaborar un perfil de aminoacidos para realizar la complementacion
adecuada en las dietas.

e Se recomienda evaluar diferentes niveles de inclusion (mayores al
estudiado), del ensilado de pez diablo, con el fin de aprovechar esta fuente
alterna de proteina en alimentacion animal.

e Realizar la prueba biologica con etapa de acabado para determinar, si
también ofrece buenos resultados en alimentacion de pollos de acabado.

e Comparar el desempeiio del ensilado contra harina de pescado en

alimentacién animal, considerando costos y manufactura.
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ANEXO

Determinacién de humedad

Materiales
e Muestra de homogeneizado de pez diablo
e Balanza analitica (Sartorius analitic)
e Desecador de Vidrio
e Charolas de aluminio
e Estufa con corriente forzada (LAB-LINE, Modelo IMPERIAL I11)
e Estufa con vacio
Procedimiento
1. Se colocaron las charolas de aluminio en la estufa hasta peso constante.
2. En las charolas se adicion6 5g de muestra extendida por toda la superficie
de la charola para tener mayor superficie de evaporacion.
3. Las charolas con la muestra se metieron en la estufa a una temperatura
entre 100-110°C.
4. Despueés de 24 horas se sacaron las muestras y se trasladaron a una estufa
al vacio a una temperatura de 60 -65°C.

5. Finalmente se peso la muestra y se calcul6 el contenido de humedad.

Céalculos:

% Humedad = Pi — Pf x 100

m
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Donde:
Pi= peso de la charola con muestra antes de secada (en gramos)
Pf= peso de la charola con muestra después de secada (en gramos)

m= peso de muestra (en gramos)

Determinacidn de cenizas totales

Materiales
e Balanza analitica (Sartorius analitic)
e Crisoles de porcelana
¢ Mufla (THERMOLYNE, Modelo 1500)
e Desecador de vidrio
e Mechero Bunsen
e Campana de extraccion
Procedimiento
1. Se coloco a peso constante los crisoles a una temperatura de 550°C por
aproximadamente hora y media.
2. Se le colocaron 2g de muestra en el crisol.
3. Se carboniz6 a la flama de un mechero bajo una campana de extraccion.
Se retir6 cuando ya no se produjo humo.
4. Se introdujo el crisol a la mufla, la cual estaba a una temperatura de entre

500-550 °C.

59



ANEXO

5. Retird el crisol de la mufla cuando las cenizas presentaron peso constante

hasta la tercera cifra decimal.

Célculos:

% cenizas = Pf—Pi x 100

m

Donde:

Pf= Peso del crisol con la muestra después de incinerada (en gramos)

Pi= Peso del crisol a peso constante (en gramos)

m= peso de muestra (en gramos)

Determinacién de proteina cruda

Materiales

Tubos de digestion Tecator de 75 mL
Pipeta graduada de 5 mL

Balanza analitica (Sartorius analitic)
Digestor (Tecator Modelo Ab-20/40)

Equipo de microdestilacién (Kjeltec Auto Analizar Tecator, Modelo 1030)

Reactivos

Sulfato de Potasio (R.A. Mallinckrodt)

Mezcla digestiva (3g de Cu SO4 5 H,0, 50 mL de H3PO4, 430 mL de H,SO4

concentrado)

Peréxido de Hidrogeno al 30%
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Solucién de NaOH al 40% p/v ( 40 g de NaOH en 100 mL de agua
destilada)

Solucién de acido borico con indicadores (acido borico 1%, rojo de metilo
0.0007% y 0.001% de verde de bromocresol)

Solucion de HCI 0.01N valorada hasta la cuarta cifra decimal

Glucosa anhidra (Merk)

Caseina libre de vitaminas (88.8% N Pianstiehl Lab. INC)

Procedimiento

1.

Se pesaron 10 a 40 gramos de muestra en un papel de celulosa y se

colocaron en el tubo de digestion.

. Se agregaron 0.5 g de K,SO,4y 3 mL de mezcla digestiva.

Colocé el tubo en el digestor por 15 minutos.
Se enfrio y se agregd 1.5 mL de H,O;, y nuevamente se colocaron en el
digestor a una temperatura de 370 °C.
La digestion se termind cuando la mezcla se volvio transparente en un
tiempo aproximado de 1 hora y media.
Una vez efectuada la digestién se enfriaron los tubos y se les realiz6 la
microdestilacion.

a. Se agrego a cada tubo digerido 25 mL de agua destilada y se

colocaron en el equipo Kjeltec.
b. Se registro la cantidad de &cido utilizado para titular.

c. Se calcul6 el contenido de proteina utilizando el factor de 6.25.
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d. Se realizd un blanco negativo con dextrosa y un control positivo con

caseina.

Céalculos:
% N, = (P-B) X N X meg X100

m

Donde:

P=mL de la titulacion de la muestra

B=mL de la titulacién del blanco

N= normalidad de la solucion de HCI

meq= miliequivalentes de Nitrogeno (0.014)
m= peso de la muestra (en gramos)

F= factor de conversion (6.25)

Determinacién de Nitrégeno No Proteinico (NNP)

Materiales
e Balanza analitica (Sartorius analytic)
e Matraces aforados de 100 mL
e Tubos de centrifuga
e Pipetas graduada de 5 mL
e Centrifuga (Sorvall, Modelo super T21)

e Tubos de digestion Tecator de 25 mL
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Digestor (Tecator, Modelo Ab-20/40)

Reactivos

Acido tricloroacético (Mallinckrodt) al 20%

Disolver 20 g de acido tricloroacético en agua destilada y aforar a 100mL
Sulfato de Potasio (R.A. Mallinckrodt)

Mezcla digestiva (3g de Cu SO4 5 H,0, 50 mL de H3PO,4, 430 mL de H,SO,
concentrado)

Perdxido de Hidrogeno al 30%

Solucién de NaOH al 40% p/v ( 40 g de NaOH en 100 mL de agua
destilada)

Solucién de &cido bérico com indicadores (acido borico 1%, rojo de metilo
0.0007% y 0.001% de verde de bromocresol)

Solucién de HCI 0.01N valorada hasta la cuarta cifra decimal)

Glucosa

Caseina libre de vitaminas

Procedimiento

1. Se prepard una solucién de la muestra al 2% p/v en acido tricloroacético al

20%.

Se dejo precipitar la proteina por 2 horas y después se centrifugé a 4400
rpm por 30 minutos a temperatura ambiente.

Del sobrenadante se tom6 3 mL, al cual se le determind nitrogeno por el

método de micro-Kjeldhal.
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Célculos:

% N, = (M-=B) XN X meg X 100

m(a/b)

Donde:

M= mL de titulacion de la muestra

B= mL de titulacion de blanco

N= miliequivalentes de nitrégeno (0.014)
m= peso de la muestra

a=alicuota de la solucion al 2% (3 mL)

b= aforo de la solucion al 2% (50 mL)

Determinaciéon de grasa.

Materiales
e Balanza analitica (Sartorius analitic)
e Aparato de extraccion Goldfish (LABCONCO, Modelo 35001-00CV)
e Tubos colectores de disolvente
e Cartuchos de celulosa
e Portadedales de vidrio
e Vasos de borde esmerilado (LABCONCO)
e Bomba de recirculacion (Little Grant puma. Modelo 1)

e Estufa de vacio (LAB-LINE Duo Vac Oven, modelo 3620)
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Reactivo

Eter de etilico (RGA)

Procedimiento

1.

2.

Célculos: % grasa = Pf— Pi x 100

Se colocaron los vasos esmerilados a peso constante en una estufa.

Se colocaron 3 g de muestra seca y molida en un cartucho de celulosa y se
tap6 con un trozo de algodon, se coloco en el portadedal.

Se adicionaron aproximadamente 50 mL de éter de etilico en el vaso de
borde esmerilado, este con ayuda del anillo metalico con rosca se asegurd
al aparato de extraccion

Se abrié la llave del agua para que circulara en el refrigerante.

Se subio la parrilla hasta que estuviera en contacto con el vaso.

Se prendio el equipo manteniendo temperatura baja por 2 horas
Posteriormente se cambiaron los portadedales por tubos colectores para
recuperar el éter aproximadamente 20-30 mL.

Se retiraron los vasos del equipo cuando estuvieron casi libres de
disolvente y fueron colocados en una campana de extraccion por un poco
tiempo para eliminar el resto del disolvente. Finalmente se colocaron en la
estufa de vacio hasta alcanzar el peso constante.

Se enfriaron en un desecador y se pesaron.

m
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Donde:
Pf= Peso del recipiente después de la extraccidon (en gramos)
Pi= Peso del recipiente antes de la extraccidén (en gramos)

m= Peso de la muestra (en gramos)

Determinacion de actividad proteolitica

Materiales
e Balanza analitica (Sartorius analitic)
e Vasos de precipitados de 50 mL
e Homogeneizador
e Tiras de papel pH
e Potenciometro
e Vasos aforados de 50 mL
e Charola con hielo
e Tubos de centrifuga de 20 mL
e Centrifuga (Sorvall, Modelo super T21)
e Pipetas automaticas de 100-1000uL
¢ Pipetas graduadas de 1-5 mL
e Tubos de ensaye
e Gradilla
e Incubadora

e Termdmetro
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e \ortex
e Celdas

e Espectrofotometro (Sequoia-Turner, Modelo 340)

Reactivos
e Agua acidulada pH 3
e HCI0.06 N
¢ Hemoglobina bovina al 2% en HCI 0.06N
Disolver 2 g de hemoglobina con HCI 0.06N y aforar a 100 mL
e Acido tricloroacético (Mallinckrodt) al 5%
Disolver 5 g de acido tricloroacético con agua destilada y aforar a 100 mL
e NaOHO.5N
Disolver 2 g de NaOH en agua destilada y aforar a 100mL
¢ Reactivo de Folin-Ciocalteu (Hycel de México)
Diluir 1 mL de reactivo com 2 mL de agua destilada
e L-Tirosina (Sigma Chemical Co., St. Louis, M.o., USA))

Preparar solucién estandar de 2 umol de tirosina/ mL en HCI 0.2 N

Procedimiento

Preparacion del extracto enzimético

1. Durante este procedimiento se mantuvo el material sobre hielo.
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2. Se pes6 5 g de pescado homogeneizado y se diluy6é con 13 mL de HCI 0.1
N y con agua acidulada pH 3 se aforé a 50 mL.

3. Después de esta disolucion se llevé a un homogeneizador donde se realizé
una segunda homogeneizacion.

4. El material se centrifug6é a 16000 rpm a 4°C por 20 minutos.

5. EI sobrenadante se recuperé y se separ0 para determinar Actividad
proteolitica por el método de Anson y el contenido de proteina por el

método de Lowry.

Determinacion de actividad proteolitica

1. Se mezcl6 con vortex 0.5 mL del extracto enzimatico con 2.5 mL de sustrato
(hemoglobina bovina al 2%), este ultimo se calentd previamente a 37 °C en
bafio de agua.

2. Se incubd a 37°C por exactamente 10 minutos.

3. Transcurrido el tiempo, se agregaron 5 mL de &cido tricloroacético al 5%, se
agité con vortex para detener la hidrolisis.

4. Se centrifugdé a 3000 rpm por 20 minutos.

5. Del sobrenadante se tom6 2.5 mL y se mezclaron con 5 mL de NaOH 0.5 N
y 1.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu diluido.

6. Después de 10 minutos se midio la absorbancia a 750 nm contra un blanco

de reactivos.
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Blanco

El blanco de la muestra se realizdé agregando 5 mL de &cido tricloroacético
a 2.5 mL de hemoglobina se agité y finalmente se agregaron 0.5 mL de
extracto.

Se agité y se centrifugd a 3000 rpm por 20 minutos.

Se tomo 2.5 mL del sobrenadante y le realizé la reaccion colorimétrica.

Con este blanco se corrigieron las lecturas donde se cuantificaron algunas

cantidades de tirosina libre presente en el extracto enzimatico y el sustrato.

Preparacion de la curva patrén de tirosina

1. De la solucion estandar de tirosina, se prepararon soluciones con

concentraciones de 0.02, 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 y 0.2 pmol/mL.

Se tomé 2.5 mL de cada una de las soluciones estandar y mezclaron con 5
ml de NaOH 0.5 N y 1.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu diluido.

Después de 10 minutos midi6 la absorbancia a 750 nm contra un blanco de
reactivos.

El blanco de reactivos se realiz6 adicionando 2.5 mL de HCI 0.2 N en lugar

de agregar solucion estandar de tirosina.
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Curva patron de tirosina

0.25
€ 02 -
£
8015 -
L]
c
1]
2 01 -
_E Y = (3.63) X + 0.0355
= 0.05 - r=0.9959

0
0 0.104 0.181 0.33 0.499 0.622 0.74
Concentracion de tirosina (umol/mL)
Célculos:

A partir de la curva de calibracion se obtiene el valor de tirosina liberada en el

ensayo enziméatico (umol/mL).

U=(tyr umol/mL)(8mL reaccién)(0.5mL alicuota)(50mL aforo)

10 min

U=mol tyr/min

Para el célculo de actividad especifica (U/mg de proteina) se determind la

concentracion de proteina soluble de los preparados enzimaticos por el método de

Lowry.
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Determinacién de proteina soluble por el método de Lowry

Materiales
e Tubos de ensaye de 13 x 100
e Gradilla
e Pipetas automaticas de 100-1000 uL
e Pipetas graduadas de 1-5 mL
e Balanza analitica (Sartorius analytic)
e Matraces aforados de 10 mL y 50 mL
e Vortex (LAB- LINE)
e Celdas1lcm
e Espectrofotometro (Sequoia-Turner, Modelo 340)
Reactivos
e NaOHO0.1 N
Disolver 4 g de NaOH en agua destilada y aforarla a 1000mL
e Solucion A
Disolver 50 mg de CuSO,45H,0 en agua destilada y aforar a 10 mL
e Solucion B
Disolver 2 g de Na,COj3 anhidro y 20 mg de NaKC4H40¢ 4H,0 en NaON 0.1
Ny aforar a 100 mL
e Solucion C
Mezclar 1 mL de la solucién A'y 50 mL de la solucion B
e Solucion D
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Diluir 5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigmna) con 9 mL de agua

destilada

Solucion estandar de albumina sérica bovina (SIGMA A-3425)

Preparar solucion estandar de 500 ug de albumina/ mL

Procedimiento

1.

2.

Se diluyo (1:50) del extracto enzimatico.

Se colocé en un tubo de ensaye 1.2 mL de la disolucion y se agregaron 0.9
mL de la solucién C.

Se agité en vortex y se adicioné 0.6 mL de la solucion D se agitdé y se
agregaron 0.6 mL de solucion D y se agito vigorosamente.

Se incubo a temperatura ambiente por 45 minutos, protegiendo de la luz.
Las absorbancias de las muestras fueron leidas en un espectrofotometro a
750 nm.

El espectro se ajustd con el blanco de reactivos de la curva patron.

Curva patrén de albumina

1.

Prepararon soluciones con concentraciones de 0, 5, 20, 40, 60, 80 y 100
Mg/ mL, a partir de una solucion de albumina sérica bovina (0.5 mg/mL).

En tubos de ensaye se colocaron 1.2 mL de cada solucion estandar y se
agregaron 0.9 mL de la solucién C.

Se agité con un vortex y se le agregaron 0.6 mL de la solucion D se agito y

se agregaron 0.6 mL de solucion D y se agito vigorosamente.
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4. Se incubar a temperatura ambiente por 45 minutos, protegiendo de la luz.

5. Leer absorbancias de las muestras en un espectrofotometro a 750 nm.

Curva patron de albumina sérica bovina
0.3 -
_ 025 -
€
£ 02
s
2 015 -
£
2 01- Y = (0.00024) X + 0.0159
< r=0.9927
0.05 -
0
0 5 20 40 60 80 100
Concentracion de albumina sérica bovina (g proteina/mL)
Célculos:

Interpolando el valor de absorbancia de las muestras se obtiene la
concentracion (pg/mg) de proteina en el extracto. Este valor se multiplica por 50
gue corresponde al factor de dilucién y los ug de proteina se convierte a mg para
obtener mg/ml de la concentracion de proteina y con ello calcular la actividad

enzimatica especifica (U/mg proteina).
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Determinacién de sustancias reactivas al acido tiobarbittirico

Material

Balanza analitica (Sartorius analytic)
Matraces aforados de 10 mL

Gradilla

Tubos de ensaye

Canicas

Pipetas graduadas de 1, 2y 5 mL
Bafio de agua a ebullicion

Tubos de centrifuga

Centrifuga (Sorvall, Modelo super T21)
Celdas

Espectrofotometro (Sequoia-Turner, Modelo 340)

Reactivos

ANEXO

Solucién de acido 2-tiobarbittrico (TBA)(Sigma chemical CO., USA) 0.02 M

Solucion de acido tricloroacético (Mallinckrodt) al 7.5%

Solucion estandar de 1, 1, 3, 3-tetraetoxipropano (TEP) 0.01 M

Procedimiento

1. Se prepar6 una solucion de la muestra al 2% p/v en acido tricloroacético al

7.5%
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Se agitdé y se centrifugd a 4400 rpm por 45 minutos.

Del sobrenadante se tomaron 5 mL y se mezclaron con 5 mL de acido
tiobarbiturico 0.02 M

Los tubos se colocaron en bafio Maria por 45 minutos tapando los tubos
con canicas.

Después de este tiempo se enfriaron y se leyeron a 538 nm contra un

blanco preparado con 5 mL de agua en lugar de 5 mL de sobrenadante.

Preparacion de la curva estandar de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP)

1.

2.

3.

Se tomd 250 pL de la solucién estandar de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP)
0.01 My se aforé a 250 mL con agua destilada.

De esta solucion se tomaron alicuotas de 1 a 20 mL y se aforaron a 25mL
con agua destilada.

Se tomaron 5mL de las soluciones estandar y se mezclaron con 5 mL de
acido tiobarbitdrico y se siguid con el mismo procedimiento que con la

muestra.
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Curva estandar de TEP

0.6 -
0.5
0.4
0.3

0.2 -
0.1

Absorbancia (nm)

Y = (15.58x10°) X -1.33x10°
r=0.9999

0.00E+D0O 1.00E-08 2.00E-08 3.00E-08 4.00E-08

Tetraetoxipropano 1x10°M

Calculos:

Para conocer la concentracion de MDA, el valor de absorbancia obtenido se
interpol6 en la curva patron de 1,3,3-tetraetoxipropano (TEP). Los moles obtenidos
de TEP se multiplicaron por 72062mg MDA/mol y después se multiplicaron por el
aforo que fue 100mL y se divide por la alicuota que se tomo y se dividio por la
cantidad de muestra tomada en Kg para expresar el resultado en mg de MDA/Kg

de muestra.
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Analisis estadistico

Tabla ANOVA. Incremento en peso entre las dietas

Sumas de Cuadrado Coeficiente-
Fuente al ) P-Valor
cuadrado medio F
Entre
4614.27 1 4614.27
grupos 41.70 0.0030

I

Intragrupos 442.649
Total(Corr) 5056.92

110.662

La tabla ANOVA descompone la varianza de las dietas en dos
componentes:

Un componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. El F-
ratio, que en este caso es igual a 41.70, es el cociente de la estimacion entre
grupos Yy la estimacion dentro de los grupos. Puesto que el P-valor de la prueba F
es menor a 0.05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de
la ganancia en peso con nivel de confianza del 95.0%. Para determinar las
medias que son significativamente diferentes, se realiz6 una prueba de Rangos

Multiples.
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Contraste Multiple de Rango para ganancia en peso de las
dietas. Método: 95% LSD

) _ . Grupos
Tratamiento Frecuencia Media i
homogéneos
2 ch 523.157 X
1 3 578.62 X
#Replica entre tratamientos
Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 *55.4633 23.8476

*Existe diferencia significativa.
1. Testigo, 2 Ensilado.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mdultiple para determinar
las medias que son significativamente diferentes unas de otras. La mitad inferior
de la diferencia estimada entre cada par de medias. En la parte superior, se
identifican 2 grupos homogéneos segun la alineacion del signo X en la columna.
Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo X forman un grupo de
medias entre las cuales no hay diferencias estadisticamente significativas. El
método actualmente utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento
de las menores diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este método, hay
un 5.0% de riesgo de considerar cada par de medias como significativamente

diferentes cuando la diferencia real es igual a cero.
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Tabla ANOVA. Conversion alimenticia entre las dietas

Sumas de Cuadrado Coeficiente-
Fuente Gl ) P-Valor
cuadrado medio F

Entre
0.0240667 1 0.0240667
grupos 10.10 0.0336
Intragrupos  0.00953333 4 0.00238333

Total(Corr) 0.0336 5

La tabla ANOVA descompone la varianza de la conversion alimenticia dos
componentes:

Un componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. EIl F-
ratio, que en este caso es igual a 10.10, es el cociente de la estimacion entre
grupos y la estimacion dentro de los grupos. Puesto que el P-valor de la prueba F
es inferior a 0.05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de
la conversion alimenticia a con un nivel de confianza del 95.0%. Para
determinarlas medias que son significativamente diferentes unas de otras, se

realizé un prueba de Rangos Multiples.
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Tabla. Contraste Mdultiple de Rango para Conversion

alimenticia
Método: 95.0% LSD
Tratamiento Frecuencia Media Grupos
homogéneos
2 3 1.33667 X
1 3 1.46333 X
4Replica entre tratamientos.
Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 *0.126667 0.110672

*Existe diferencia significativa.

1 Testigo, 2 Ensilado

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion mdltiple para
determinar las medias que son significativamente diferentes unas de otras. La
mitad inferior de la diferencia estimada entre cada par de medias. En la parte
superior, se identifican 2 grupos homogéneos segun la alineacion del signo X en la
columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo X forman un
grupo de medias entre las cuales no hay diferencias estadisticamente
significativas. El método actualmente utilizado para discernir entre las medias es
el procedimiento de las menores diferencias significativas de Fisher (LSD). Con
este método, hay un 5.0% de riesgo de considerar cada par de medias como

significativamente diferentes cuando la diferencia real es igual a cero.
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