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RESUMEN

Los subproductos de pesquerias y acuicultura (i.e. visceras, cabezas, piel, etc.) se
consideran de bajo valor econdmico y se eliminan en la forma mas barata o
conveniente, tirandolos al mar, a cielo abierto o enterrandolos, aunque en algunos
casos (desechos de pescado principalmente) pueden llegar a utilizarse para
producir harina. Los subproductos pueden representar hasta el 60% de la
produccion total, y su adecuado aprovechamiento puede generar nuevos productos
alimenticios, asi como fuentes de empleo, mas ingresos y beneficios ambientales.
Los subproductos de origen marino poseen nutrientes esenciales como
aminoéacidos y acidos grasos altamente insaturados (HUFA), y pueden ser usados
para la obtencion de ingredientes de alta calidad nutricia en alimentos para
acuicultura, e incluso, para mejorar la composicion quimica de los productos para
consumo humanao.

En el presente trabajo, se colectaron una variedad de subproductos marinos
de Baja California Sur, tales como visceras de calamar (Dosidicus gigas), visceras
de hacha (Pinna rugosa), cabezas de camarén (Farfantepenaeus californiensis) y
macarela entera (Scomber japonicus), mismos que fueron usados para la
elaboracion de harinas mediante dos procesos: coccion-secado y molienda-secado.
El efecto de la coccidén no fue similar para todas las materias primas, ni para todas
las variables evaluadas, observandose efectos negativos en el contenido de
fosfolipidos, HUFA y carotenoides. La materia prima mas afectada por la coccion
fue la de las visceras de hacha, observandose una disminucion marcada de la
concentracion de HUFA.

Para determinar el efecto de la sustitucion de la harina de pescado en el
alimento de camardén con las harinas elaboradas, sobre los pardmetros de
produccion y la composicién quimica del musculo de camaron, se llevé a cabo un
bioensayo de crecimiento con juveniles de Litopenaeus vannamei. Se evaluaron 8
alimentos: un alimento Control (con harina de sardina), 6 alimentos donde las
harinas de visceras de calamar y hacha, y de macarela entera sustituyeron
totalmente a la harina de sardina en el alimento, y un alimento comercial. La
supervivencia fue de 100% con los diversos tratamientos, excepto con el alimento
comercial, donde fue de 70%. El crecimiento en peso de los camarones alimentados
con los alimentos que contenian los subproductos marinos fue significativamente
mayor al de los alimentados con alimento Control o comercial, lo cual fue ain mas
acentuado en el caso del alimento producido con harina de visceras de calamar
cocidas. La inclusion de las harinas cocidas en el alimento redujo el factor de
conversion alimenticia entre 18 y 28% en comparacion con las harinas secadas.
También se observd una mayor concentracion de HUFA en el musculo de
camarones que consumieron alimento con harina de visceras de calamar, y mas
aun cuando la harina fue elaborada por coccién.

Se determind la digestibilidad aparente in vivo de las harinas de los
subproductos en juveniles de camaron, observandose que las harinas de macarela



mostraron los Coeficientes de Utilizacion Digestiva Aparente (CUDA) de materia
seca mas elevados (86-89%). La digestibilidad de proteina de las harinas de hacha
fue cercana a 82% vy la de lipidos varié de 64 a 72%, siendo inferiores a los CUDA
obtenidos con el resto de las harinas, tanto para proteina, como para lipidos. Las
harinas de calamar presentaron los CUDA mas altos de acido araquidonico (~94%),
mientras que los CUDA de &cido eicosapentaenoico y docosahexaenoico fueron
superiores al 93% en todas las harinas.

Por otra parte, para determinar el efecto de la inclusion de las harinas de
subproductos marinos como aditivos en el alimento de gallina, sobre la produccion
de huevo y el contenido de acidos grasos, colesterol y carotenoides en la yema, se
realizé un experimento con gallinas ponedoras de raza Bovans White, donde se
evaluaron 9 alimentos: un Control (sin harina, ni aceite de pescado, afiadidos) y 8
alimentos conteniendo las harinas de visceras de hacha y calamar, de macarela y
de cabezas de camarodn, a un nivel de inclusion de 5% en el alimento. La postura
fluctué de 84 a 97%, la produccion de huevo de 0.54 a 0.63 kg/dia, el consumo de
alimento de 88 a 106 g/dia y el factor de conversion alimenticia de 2.39 a 2.88, sin
gue se detectaran diferencias significativas entre tratamientos en cuanto al tamafio
y peso de los huevos, composicion de esteroles, ni composicién proximal, en
comparacion al Control. Se obtuvieron mayores niveles de HUFA, particularmente
de lipidos polares, al utilizar las harinas de visceras de hacha y calamar, asi como
mayor acumulacion de astaxantina en yema al utilizar las harinas de subproductos,
especialmente con la de harina de cabezas de camardn cocidas, que super6 de 2 a
4 veces al resto de las harinas.

De manera general, se concluye que la inclusién de harinas de subproductos
marinos en el alimento para camarén mejora el crecimiento y la utilizacién del
alimento, asi como la calidad del muasculo de camarén para consumo humano.
Asimismo, la inclusién de las harinas de subproductos marinos en alimento para
gallina, independientemente del proceso de fabricacion de las harinas, no afecta las
caracteristicas sensoriales del huevo cocido y en cambio mejora la calidad nutricia
del huevo para consumo humano.

Palabras clave: subproductos marinos; tratamiento térmico; ingredientes acuicolas;

composicién quimica; camaronicultura; avicultura; huevo enriquecido.
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ABSTRACT

Fisheries and aquaculture by-products (i.e. guts, heads, skin, etc.) are considered
as low economic value and are eliminated in the cheaper or convenient way,
throwing them back into the sea, discarded into piles in the open, buried in landfills,
and in the case of fish, used to produce fish meal. By-products can represent up to
60% of total production and its proper use can create new foodstuffs, as well as,
employment sources, more income and environmental benefits. Marine by-products
possess essential nutrients such as amino acids and highly unsaturated fatty acids
(HUFA), and can be used to obtain high quality nutritional ingredients for aquaculture
feeds, and even to improve the chemical composition of products for human
consumption..

In the present work, a variety of marine by-products from Baja California Sur,
such as squid viscera (Dosidicus gigas), scallop viscera (Pinna rugosa), shrimp
heads (Farfantepenaeus californiensis) and whole mackerel (Scomber japonicus)
were colected, and were used to produce meals by two processes: cooking-drying
and grinding-drying. The effect of cooking was not similar for all raw materials,
neither for all evaluated variables; adverse effects were observed in phospholipids,
HUFA and carotenoids content. The raw material most affected by cooking was
scallop viscera, showing a marked decrease in HUFA concentration.

To determine the effect of replacing fish meal in shrimp feed with the prepared
meals on production parameters and chemical composition of shrimp muscle, a
growth bioassay with juvenile L. vannamei was carried out. Eight feeds were
evaluated: a Control diet (containing sardine meal), six feeds where the meals from
squid and scallop viscera, and whole mackerel totally replaced sardine meal in the
diet, and a commercial diet. Survival was 100% in all experimental treatments,
except for the commercial feed, which resulted in 70%. Growth of shrimps fed diets
containing marine by-products was significantly higher than those fed the Control or
the commercial diets, being even more pronounced in shrimp fed the diet containing
cooked squid viscera meal. Inclusion of cooked meals in feeds reduced feed
conversion ratios between 18 and 28% compared to dried meals. There was a higher
HUFA content in muscle of shrimp that consumed feed containing squid viscera
meals, and even more when the meal was prepared by cooking.

In vivo apparent digestibility of by-product meals in juvenile shirmps was also
determined. Mackerel meals showed the highest apparent digestibility coefficients
(ADC) for dry matter (86-89%). The protein digestibility of scallop meals was close
to 82% and for lipids varied from 64 to 72%, being lower to ADC obtained with the
other meals. Squid viscera meals presented the highest ARA ADC (~94%), while
ADC of EPA and DHA were higher than 93% in all the meals.

On the other hand, to determine the effect of including marine by-product meals as
additives in laying hens feed, on egg production and fatty acids, cholesterol and
carotenoids content in yolk, an experiment was performed with Bovans White hens.
Nine diets were evaluated: a Control diet (without fish meal or fish oil) and eight diets



containing scallop and squid viscera, shrimp heads and mackerel meals, at a dietary
inclusion level of 5%. Laying ranged from 84 to 97%, egg production from 0.54 to
0.63 kg per day, feed intake from 88 to 106 g per day, and feed conversion from 2.39
to 2.88, However, no significant differences among treatments on eggs size and
weight, yolk sterols or proximal composition of whole egg, compared to the Control,
were detected. Higher HUFA levels in yolk, particularly in polar lipids, were obtained
using squid and scallop viscera meals, and greater accumulation of astaxanthin in
yolk using by-product meals were observed, especially with cooked shrimp heads
meal, which exceeded by 2 to 4 times the contents obtained with the other meals.

In general, it is concluded that the inclusion of marine by-products meals in shrimp
feed improves growth and feed utilization, as well as muscle quality for human
consumption. Likewise, the inclusion of marine by-products meals in hen feed,
regardless of the meal manufacturing process, does not affect the sensory
characteristics of boiled egg, and instead improves the nutritional quality of eggs for
human consumption

Keywords: marine by-products; heat treatment; aquaculture ingredients; chemical

composition; n-3 fatty acids; shrimp culture; poultry; enriched egg.
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1. INTRODUCCION

La disposicion de residuos orgénicos e inorganicos que se generan como resultado
de la pescay la acuicultura puede ascender al 60% del total de la produccion (Ponce
y Gernat, 2002) y es un problema que se estima que tendera a magnificarse a
medida que se establezcan mayores leyes de sanidad durante el procesado de
productos pesqueros y acuicolas (Diaz, 2005). Segun datos de la CONAPESCA
(2016), en México la produccién de camardn por acuicultura fue cercana a 86 mil
toneladas para el afio 2014. De acuerdo con Shirai et al. (1997), del 35 al 45% del
peso total del camardn corresponde a subproductos (cabeza y exoesqueleto), por
lo que se estima que en el afio 2014 en México se produjeron alrededor de 34 mil
toneladas de subproductos de camaron. En Baja California Sur, se report6 para el
afo 2014 la captura de 26 mil toneladas de calamar (CONAPESCA, 2016). Segun
estimaciones realizadas Kreuzer (1984), las visceras del calamar equivalen
aproximadamente el 18% del peso total del organismo, por lo que se calcula que
para el afio 2014 se desecharon alrededor de 5 mil toneladas de visceras de este
organismo. Asi mismo, la captura de hacha en el 2014 fue poco mas de 1,000
toneladas de callo (CONAPESCA, 2016), lo cual potencialmente produjo alrededor

de 2,600 toneladas de subproductos.

Historicamente los subproductos de pesquerias se consideran de bajo valor
o nulo econémico y se eliminan en la forma mas barata o conveniente; cominmente
arrojandolos al mar, enterrandolos en fosas realizadas para este fin, o
amontonandolos al aire libre en los alrededores de las comunidades costeras donde
se realizan las actividades pesqueras y acuicolas. Estas practicas, en mayor o
menor medida, provocan efectos negativos como contaminacion del ambiente,
proliferacion de vectores de enfermedades para la poblacién, alteraciones en el
paisaje y erosion del suelo (Arvanitoyannis y Kassaveti, 2008). Hoy en dia, en

muchos paises se hace hincapié en las posibilidades de utilizar los subproductos,



tanto por los beneficios ambientales, como por la posibilidad de darles un valor
econémico, en lugar de atender problemas asociados a su eliminacién. La
produccion de harina, muchas veces de baja calidad, sigue siendo una de las
principales formas de utilizacién de subproductos acuicolas, y en particular para
subproductos de sardina y camaron, pero cada vez se proponen nuevas alternativas
de mayor valor agregado (SCAHAW, 2003).

Los subproductos de origen marino son una fuente rica de proteina con una
adecuada concentracion de aminoacidos esenciales para animales, y ademas
HUFA. En contraste, las materias primas vegetales terrestres carecen de HUFA y
son poco digestibles para organismos marinos (Galicia-Gonzalez et al., 2010),
mientras que los subproductos de animales terrestres, también carecen de HUFA
especificos, como los omega 3 (n-3) y en muchas ocasiones existe la incertidumbre
de la condiciones sanitarias del producto, ya que la mayoria de ellos se producen a
partir de organismos explotados en confinamiento o condiciones intensivas (Martin,
2000).

En este trabajo se evaluo la factibilidad tecnoldgica de procesar subproductos
de organismos marinos de Baja California Sur, para su utilizacion en la produccién
animal desde el enfoque de la produccion de harinas ricas en lipidos mediante la
manera convencional, que es el uso de coccién, asi como por un proceso alterno
gue evite el proceso de coccidn. A estas harinas se les dio uso acuicola, probando
su utilizacion en el alimento de camarones en cultivo por un lado, y por otro lado, se
evalué su uso avicola al afiadir estas en el alimento para gallinas ponedoras y

evaluar la composicion de lipidos en la yema de huevo.



2. ANTECEDENTES
2.1 Harina y aceite de pescado

El extendido uso de la harina de pescado como ingrediente principal en los
alimentos para la produccion animal, especialmente en los acuicolas, se debe a que
es una excelente fuente de nutrientes con alto valor biolégico, proteina de alta
calidad o con alto contenido de aminoacidos esenciales, vitaminas, minerales,
atrayentes y factores de crecimiento (Samocha et al., 2004). Asi mismo, el aceite
de pescado es rico en HUFA, compuestos que son esenciales para camarones,
peces marinos, aves y mamiferos, incluido el humano. El aceite de pescado también
es rico en colesterol que es esencial para el camarén, que no lo puede sintetizar
(Kanazawa y Teshima, 1977; Kanazawa, 2001). Hasta el afio 2000, el 43% de la
produccion mundial de harina de pescado era destinada para la avicultura, mientras
gue la acuicultura solo utilizaba el 33% (Hardy y Tacon, 2002). Sin embargo, esto
ha cambiado con el aumento de la produccion acuicola (Figura 1), ya que el uso de
harinas y aceites de pescado destinados a la acuicultura han aumentado
considerablemente, llegando a utilizar 56% de la harina y 87% del aceite de la
produccion mundial actual, a expensas de todos los demas sectores, como el
industrial y farmacéutico, destinado principalmente a consumo humano (Decision
News Media, 2006).

La demanda de harina y aceite de pescado por el aumento en la actividad
acuicola, y la falta de crecimiento de las pesquerias a nivel mundial, como lo
muestra la Figura 2, han producido aumentos progresivos en los precios de la harina
de pescado (FAO, 2014), alcanzando sus maximos histéricos en los ultimos afios,
con $2,389 USD por tonelada de harina de pescado en diciembre del 2014
(www.indexmundi.com), mientras que el aceite de pescado en octubre del 2014

alcanzé los 2,400 USD por tonelada.

Asi mismo, la producciéon mundial de aceite de pescado ha ido a la baja en
los ultimos afios debido a la disminucién en la disponibilidad de materia prima, ya

que la pesca a nivel mundial ha permanecido estatica (De Silva et al., 2011). Esta



tendencia es un indicativo de la clara volatilidad de la produccion de aceite. La
limitada disponibilidad y alta demanda de harina y aceite de pescado los hacen
ingredientes costosos y disminuyen las ganancias por cultivo de camarén y otras
especies que dependen de ellas, por lo que se han realizado extensos estudios
sobre la sustitucién de harina de pescado con otros productos. La harina de pescado
puede llegar a conformar hasta el 50% del alimento, por lo que los costos de
acuicultura podrian ser abatidos considerablemente si se disminuye su inclusion en

el alimento, como se discute mas adelante.
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Figura 1. Produccion mundial de la pesca y la acuicultura (FAO, 2014).

Las harinas de pescado se obtienen del cocido, prensado, secado y
pulverizado de las materias primas, la mas comun y utilizada, es la de pescado, que
puede ser de sardina, arenque, anchoveta, merluza, atin y macarela, entre otras.
Las harinas de pescado en general, se caracterizan por tener un alto contenido
proteico, ademas de ser ricas en vitaminas y minerales. Son usadas como

ingredientes en la elaboracion de alimentos balanceados para la acuicultura



principalmente, pero también se usan en la avicultura, la ganaderia y en la

elaboracion de alimentos para mascotas (Rojas-Gordillo, 2005).

El valor nutricio de las harinas de pescado es notablemente mayor que
muchas otras harinas animales o vegetales, debido a que el 65-80% del producto
es proteina altamente digerible. De esta manera, proporcionan una fuente
concentrada de proteina de alta calidad y con aminoécidos esenciales. El contenido
de grasa es bajo en las harinas, pero aun asi, la proporciéon de HUFA es alta. Sin
embargo, la elaboracion de harinas de pescado se lleva a cabo a partir de diferentes
tipos de materias primas, lo que influye sobre la composicion del producto final;
algunas estdn basadas en subproductos procedentes de la industrializacion del
producto para el consumo humano y presentan tipicamente un menor contenido en
proteina y grasa, asi como un alto contenido en cenizas, derivado de la presencia
de huesos y escamas (harinas de recortes de pescado). En consecuencia a los
multiples origenes del harina de pescado, su composicion quimica puede ser muy
variable (Sandbol, 1993).
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Figura 2. Tendencias en los precios de harina de pescado, aceite de pescado y
camaron en venta al por mayor (De Silva et al., 2011).



Durante la produccion de harinas de pescado, las materias primas son
sometidas a un proceso de coccidn con el fin de detener la actividad microbiologica
y enzimatica responsable de la degradacion y para coagular las proteinas en fase
sélida, permitiendo la separacion del aceite y el agua, si es que se obtendra este
producto por separado, o para remover lipidos de las harinas. El tiempo de coccién
comunmente es de 10-20 min y la temperatura alrededor de 90-100°C (FAO, 1986;
SEAFISH, 2008).

En una siguiente etapa, se realiza un proceso de prensado mecanico, el cual
genera el agua de prensa que corresponde a la fase liquida, y la torta de prensa,
gue constituye la fase sdlida (Figura 3). Los liquidos extraidos son sometidos a un
proceso de decantacion para retirar otros solidos que posteriormente seran
reincorporados a la torta de prensa. El agua de prensa sin solidos es sometida a
centrifugacion para separar el aceite de la fase acuosa resultante. La centrifugacion
separa diversos componentes que tiene el agua de prensa como son el aceite,
sélidos solubles e insolubles y agua. El liquido remanente, llamado "agua de cola”,
se evapora para reducir su volumen y concentrarlo. Posteriormente, la torta de
prensado y los sélidos resultantes de la evaporacion se mezclan para obtener una
pasta homogénea.

Esta mezcla es secada hasta obtener un producto con 5-10% de humedad a
una temperatura variable de acuerdo al tipo de secado. El material seco se somete
a molienda para obtener un tamafio de particula fino; entre los principales molinos
se encuentran el molino de disco y el de martillos. Durante el procesado se pueden
agregar antioxidantes con el fin de estabilizar la harina, y que no se deteriore

durante el almacenamiento (Olsen et al., 2011).
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Figura 3. Esquema de produccién de harina y aceite a partir de materias primas de
origen marino (Basado en Olsen et al., 2011).

2.2 Efectos del proceso de produccién sobre la composicion bioquimica de la

harina

La coccién de las materias primas de origen marino es una practica muy coman en
el proceso de elaboracion de harinas y aceites, y tiene la finalidad de disgregar las
matrices proteicas y facilitar la liberacién de los lipidos intracelulares (Chantachum
et al., 2000), Ademas, ejerce un efecto protector a los productos finales, ya que
inactiva enzimas tanto propias de la materia prima, como de origen bacteriano, lo
gue prolonga la vida de anaquel de las harinas (Rodriguez-Amaya, 1999). Sin
embargo, la aplicacion de calor a una matriz organica puede tener efectos negativos
sobre los nutrientes, tales como hidrdlisis, oxidacion, entrecruzamiento de

proteinas, y produccion de D-aminoécidos, entre otros.



Como ejemplo de lo anterior, podemos mencionar la hidrdlisis de triglicéridos,
gue inicia al exponer los componentes intracelulares al agua, como se ilustra en la
Figura 4, y esta reaccion es acelerada por el calor (Robert et al., 2001). La hidrolisis
0 separacion de los acidos grasos de la molécula de glicerol pone en riesgo la
calidad de los productos, ya que los &cidos grasos libres son mas susceptibles a
peroxidacién (Kusdiana y Saka, 2004). Es asi que acidos grasos, como el DHA y
EPA, pueden ser dafiados por este efecto (Domiszewski et al., 2011) ya que
reaccionan con radicales hidroxilo y peroxilo debido a sus multiples insaturaciones,
lo que produce compuestos de peroxidacion como hidroperéxidos y aldehidos, que
pueden afectar la calidad, composicion de los acidos grasos, ademas de tener
efectos adversos a la salud del consumidor (Vasantha Rupasinghe y Yasmin, 2010).
El sitio de accion de la peroxidacion lipidica son los dobles enlaces, por lo que entre
mas insaturadas las moléculas son mas susceptibles al calor, con una aceleracién
significativa a partir de los 60°C e incrementos de 15°C duplican las tasas de dafio
(Sherwin, 1978).
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Figura 4. Hidrolisis de triglicéridos (tomada de http://2012books.lardbucket.org/).



Aubourg (2001) menciona que la coccion de materias primas marinas (100°C
por 55 min) aumenta la acidez de los productos elaborados a partir de estas, debido
a la formacion de acidos grasos libres que pueden tener accion prooxidante, dado
que los grupos carboxilo aceleran la descomposicion de hidroperéxidos a
compuestos con bajo peso molecular y de mal sabor, que reducen la vida util de los
productos (Choe y Min, 2006). También se observa un decremento significativo en
los fosfolipidos, e incluso la coccion parece tener un mayor efecto sobre los lipidos
de este tipo que sobre los lipidos neutros como los trigliceridos (Yamamoto y Imose,
1989). Los tratamientos térmicos, aunados a condiciones de acidez y presion,
pueden generar acidos grasos trans, los cuales tienen efectos nocivos a la salud de
sus consumidores dado que no son metabolizables por las enzimas y se acumulan
en el torrente sanguineo, estimulando la aparicion de placas ateroesclerdticas. Los
acidos grasos trans se encuentran comunmente en una proporciéon de 1% en los
aceites industriales sometidos a presion y calor (Valenzuela, 2008). En relacion a
las vitaminas, se han observado pérdidas hasta del 50% debido a la coccion. Las
vitaminas hidrosolubles, como el acido ascorbico, la tiamina y la riboflavina, y las
liposolubles, como el retinol, el calciferol y el alfa—tocoferol son sensibles al calor,
pero su degradacion también se debe a la liberacidn conjunta de otros compuestos,
como metales y enzimas (Lewis et al., 2000), y en el caso de las liposolubles, a la

presencia de oxigeno (Ryley y Kadja, 1994).

Los aminoacidos, como qued6 demostrado por Quitral et al. (2001), pueden
ser alterados por temperaturas de 120°C por periodos de tiempo de 45 min,
causando la formacién de nuevos enlaces covalentes intra o intermoleculares que
alteran el valor nutritivo, ya que estas modificaciones retardan la digestion de las
proteinas. Especificamente, la lisina, que se considera nutricionalmente disponible
solamente si tiene un grupo amino libre (Ou et al., 2004), disminuye su disponibilidad
cuando su grupo amino reacciona con el grupo amino de asparagina y glutamina
por efecto del calor, ocasionando un enlace cruzado que disminuye el valor nutritivo
por impedimento de la accidon enzimatica (Shirley y Parsons, 2000). Otro efecto de

deterioro de los aminoacidos por efecto del calor y los tiempos de exposicion a este,
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es la racemizacion (produccion de D-aminoécidos), que se puede iniciar a
temperaturas cercanas a los 100°C. Estos compuestos son mucho menos digeribles
que los L-aminoécidos, los cuales son los usados por el organismo para formar
proteina, ademas de que los D-aminoacidos compiten por las enzimas que los
digieren, lo que de manera indirecta reduce la biodisponibilidad de los L-
aminoacidos (Friedman, 2010).

Los pigmentos de las materias primas pueden verse intensamente afectados,
con pérdidas del 80% cuando estas son sometidas a procesos de coccion
(Schmalko et al., 2001), debido a que estos compuestos tienden a formar isébmeros
y oxidarse con el calor, y dependiendo de método de coccién, pudieran perderse en
el medio (Osawa et al., 2014).

2.3 Sustitutos de la harina de pescado en alimentos acuicolas

La sustitucion parcial de la harina de pescado por harina producida a partir de
subproductos marinos o a partir de vegetales, es una alternativa para reducir los
costos de alimentacion en la acuicultura y particularmente en el cultivo de camarén
(Davis et al.,, 2004; Samocha et al., 2004). Las proteinas de origen vegetal (o
mezclas) tienen menor precio en comparacion con las de origen animal, ademas de
gue su composicion de nutrientes es relativamente constante y su disponibilidad en
el mercado es amplia, sin embargo, la mayoria de ellas contiene factores anti-
nutricionales que limitan su utilizacién. Existe un gran numero de posibles sustitutos
de la harina de pescado (Tabla I) y también existen numerosos estudios en donde
se hace uso de proteina de animales terrestres, principalmente subproductos (Davis
y Arnold, 2000; Tan et al., 2005; Hernandez et al., 2008). Inclusive, se puede utilizar
proteina unicelular (Hardy et al., 2001) o incluir aminoacidos sintéticos en el alimento
(Hiau et al., 2010).

Entre las fuentes de proteina vegetal, la pasta de soya ha recibido

considerable atenciébn como sustituta a la harina de pescado en la alimentacién
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acuicola (Akiyama et al., 1991; Hardy, 1999; Forster et al., 2002; Samocha et al.,
2004). Una ventaja de la soya es que debido a que la utilizacion primaria es para
obtener aceites, la pasta derivada de ese proceso incrementa su valor proteico en
términos de porcentaje del peso seco y en consecuencia su uso para la acuicultura
resulta adecuado (Garcia-Galano et al.,, 2007). Sin embargo, los procesos de
extraccion de aceite de oleaginosas da lugar a variaciones en el contenido de lipidos
residuales en la pasta, ademas de una posible reduccion de la digestibilidad de la

proteina por el tratamiento térmico aplicado (Martinez-Palacios et al., 1998).

Tabla I. Fuentes de proteina alternas a la harina de pescado en alimentos para
acuicultura.

Origen Fuente de proteina
Harina de cabezas de camaron
Solubles y ensilado de pescado
Animal marino Harina de krill
Harina de calamar
Harina de langostilla
Harina de subproductos avicolas
Harina de plumas
Harina de carne y/o hueso
Harina de sangre
Pasta y harina de soya
Harina de girasol
Vegetal terrestre  Harina de canola
Harina de gluten de maiz o trigo
Bacterias
Unicelular Levaduras
Microalgas
(Tomado de Garcia-Galano et al., 2007)

Animal Terrestre

En los ultimos afos el precio de la soya no ha sido estable, alcanzando su
maximo histdrico en 585 USD por tonelada (agosto de 2012). Al dia de hoy (abril de
2016) el precio es de 353 USD por tonelada (www.indexmundi.com). Al comparar la
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harina de pescado con la de soya, esta Ultima presenta una composicién inferior de

aminoacidos esenciales, como metionina, lisina y treonina (Tacon et al., 1983).

Las limitaciones en el contenido de aminoacidos de la proteina de origen
vegetal pueden ser solventadas con la inclusion de aminoacidos sintéticos y
potenciadores del sabor, practica utilizada para obtener un perfil nutricional mas
equilibrado, que aumentan la utilizacién de nutrientes y facilita la elaboracion de los
alimentos balanceados (Fox et al., 2006). En la Tabla Il se muestra la composicién
de aminoéacidos de distintos ingredientes utilizados como fuente de proteina en el
alimento de camarones. Las de harina de semillas oleaginosas y leguminosas
también presentan una limitada digestibilidad, escasa palatabilidad y factores anti-
nutricionales (Rivas-Vega et al., 2006; Galicia-Gonzélez et al., 2010), y en los
productos del trigo y sorgo la mayoria del fésforo esta en forma de fitatos, lo que
disminuye su biodisponibilidad (Tacon, 1989). Por otro lado, algunas fuentes de
proteina derivadas de vegetales terrestres estan siendo criticados debido al uso de
materias primas genéticamente modificadas, ya que aun se desconoce el efecto

gue esto podria tener sobre los consumidores (Martin, 2000).

A nivel aplicado, Suarez et al. (2009) observaron que la sustitucion total de
la proteina del harina de pescado por proteina vegetal (soya y canola) durante 95
dias produjo camarones L. vannamei con menores pesos y tasas de crecimiento,
asi como una disminucion significativa del factor de conversién alimenticia. Amaya
et al. (2007) no observaron diferencias entre tratamientos cuando sustituyeron al
100% la proteina del harina de pescado por pasta de soya en el alimento de
juveniles de L. vannamei, en una produccion a nivel de estanque durante 18

semanas.

Tabla Il. Composicién de aminoacidos (% del total de aminoacidos) de harinas
utilizadas en la alimentacion de camarones.

Arg Cis Tri His Leu Met Ille Lis Fen Tir Tre Val
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Arengue? 42 07 08 1.7 55 22 32 55 28 23 31 39

Calamar? 09 - - 21 65 31 45 87 40 3.2 39 55
Sardina3 33 08 05 19 45 19 31 56 23 23 27 3.6

Krill4 6.7 12 - 25 78 40 50 82 52 45 47 53
Langostilla® 3.1 03 - 09 19 07 10 19 11 - 11 16
Soya® 31 06 06 11 3.7 06 27 28 22 16 17 22
Trigo® 35 25 09 21 71 15 39 21 49 28 27 41

Arg: Arginina; Cis: Cisteina; Tri: Triptofano; His: Histidina; Leu: Leucina; Met: Metionina; lle:
Isoleucina; Lis: Lisina; Fen: Fenilalanina; Tir: Tirosina; Tre: Treonina; Val: Valina; *Animal
Feed Resources Information, 2004; 2Cérdova-Murueta y Garcia-Carrefio, 2002 (Manto);
3Tacon, 1987; “Sclabos y Toro, 2003; STerrazas-Fierro et al., 2010; 6Tacon, 1989.

Entre los problemas reportados para harinas de origen de animales
terrestres, estad la calidad fluctuante (por ejemplo, en relacién con el ciclo
reproductivo), la posible contaminacion microbiana y la transmision de vectores
patégenos, particularmente cuando se usan subproductos de una especie para
producir alimento para esa misma especie, como es el caso de la encefalitis
espongiforme bovina en ganado lechero y cérnico (Martin, 2000). En acuicultura
tampoco se usan subproductos de camardn en la camaronicultura dado los casos
del virus de la mancha blanca y de la cabeza amarilla, que provocaron grandes
mortalidades en Asia a partir de 1992 y en América a partir de 1995 (Nunan et al.,
1998; Durand et al., 2000).

También se han usado subproductos de avicultura para sustituir totalmente
la proteina del harina de pescado en alimentos de camardon L. vannamei, sin
observarse efectos negativos sobre el crecimiento, supervivencia y peso final
después de seis semanas (Samocha et al., 2004). Asi mismo, Tan et al. (2005)
lograron sustituir hasta el 60% de la proteina del harina de pescado por harina de
carne y hueso (80% res, 10% cerdo y 10% aves) durante 56 dias, sin afectar el
crecimiento y la utilizacion del alimento. Sin embargo, es importante mencionar que
a los alimentos experimentales se le afiadid aceite de pescado al 4% y 0.5 a 2%,

respectivamente.
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Se ha probado usar proteina vegetal unicelular, como Spirulina maxima que
puede sustituir hasta 30% de la proteina de la harina de pescado en alimentos para
tilapia roja (Oreochromis sp.), sin afectar el crecimiento y utilizacion del alimento.
Generalmente altos niveles de inclusion de proteina unicelular en la dieta limita el
crecimiento debido a su elevado contenido de &cidos nucleicos y deficiencias de

aminoacidos sulfurados (Gonzalez-Salas et al., 2014).

Se ha utilizado la levadura Paffia rodhozyma en acuicultura por ser una
materia prima con proteina y lipidos adecuados para organismos marinos, ademas
de presentar una alta produccion de astaxantina. Esta levadura también se ha
utilizado con buenos resultados en el enriquecimiento del huevo con astaxantina y
aumentando la coloracién de la yema en gallinas (Akiba et al., 2000) y codornices
(Johnson et al., 1980a). Una desventaja de esta levadura es el alto costo de
produccion, por lo que actualmente solo se utiliza como pigmento en alimento para

salmonidos (Johnson et al., 1980b).

2.4 Aceite de pescado en alimentos acuicolas

En los trabajos anteriormente citados se utiliza aceite de pescado (~4%) para
la fabricacion de los alimentos. Al sustituir el aceite de pescado por aceite vegetal o
sebo de animales terrestres se debe tomar en cuenta que se esta sustituyendo una
fuente de 4cidos grasos esenciales, especificamente HUFA n-3. Incluso, al sustituir
la harina de pescado por otro tipo de harinas vegetales o de animales terrestres,
también se pierden HUFA, ya que una cantidad remanente de lipidos permanecen
unidos a la harina, por lo general cercana al 10% y rara vez superior al 20%. La
Tabla Il muestra la composicidén de acidos grasos de fuentes de lipidos utilizadas

para la elaboracion de alimentos acuicolas.

Tabla Ill. Niveles de PUFA y HUFA (g/100g de AG) de distintas fuentes de lipidos
utilizadas en alimentos acuicolas.
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PUFA HUFA
LA LNA ARA EPA DHA
Aceite de anchoal 2.8 1.8 0.1 7.6-22.0 9.0-12.7
Aceite de arenque? 0.7-2.8 0.8-2.3 0.2 11.1-16.3 4.6-13.8
Aceite de soya3 48-58 4-10 - - -
Aceite de maiz® 34-62 <2 - - -

Aceite de girasol® 20-75 <1 - - .
Aceite de canola* 11-23 5-13 - - -

Aceite de linaza® 15-19 35-56 - - -
Sebo de ave® 17 1 - - -
Sebo bovino® 4.6 - 0.3 - -
N. oculata’ 0.9 - 3.9 16.4 -
l. galbana’ 3.7 5.7 0.1 0.8 9.5
Krill antartico® 3.2 - - 20.5 14.2

IAckman, 1976; 2Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000; *National Research Council, 1994;
4Codex Alimentarius Comission, 2001; °Padley et al., 1994; ®Boreau y Meeker, 2011;
"Dunstan et al., 1993; & Phleger et al., 2002; PUFA: Acidos grasos poliinsaturados; LA: Acido
linoleico: LNA: Acido linolénico.

Por ende, el ingrediente a utilizar debe contener componentes que mejoren
la palatabilidad del alimento, sin perder de vista la calidad del producto final, en
razon de sus caracteristicas sensoriales y su valor nutricional que son de interés del
consumidor (FAO, 2008). La Tabla IV muestra la composicion de &cidos grasos de

fuentes de lipidos utilizadas para la elaboracion de alimentos acuicolas.

Se ha probado la sustitucion parcial del aceite de pescado (60%) por aceites
vegetales en peces marinos, como lubina y dorada durante 100 dias, sin observarse
efectos negativos en crecimiento o supervivencia, aunque si ha mostrado un
marcado efecto sobre los perfiles de acidos grasos en musculo (Izquierdo et al.,
2003). En el caso de los peces dulceacuicolas y salmonidos esto no es un problema,
ya que pueden sintetizar HUFA a partir de la elongacion y desaturacion de acidos
grasos mas cortos, especificamente, de acidos grasos poliinsaturadas (PUFA) de
18 carbonos, como el acido linoleico (18:2n-6) para sintetizar HUFA omega 6 (n-6)

acido araquidénico (ARA o 20:4n-6), y el acido linolénico (18:3n-3) para sintetizar
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HUFA n-3 como &cido eicosapentaenoico (EPA o 20:5n-3) y &cido
docosahexaenoico (DHA o 22:6n-3) (Tocher, 2003).

En los camarones y los peces marinos la sintesis de HUFA apartir de PUFA
se encuentra limitada debido a la escasa actividad de la enzima delta-6-desaturasa
en estos organismos (Sargent et al., 2002); este mecanismo de sintesis de HUFA

esta ejemplificado en la Figura 5.

Tabla IV. Composicion de acidos grasos de camarones alimentados con diferentes
fuentes de lipidos (g/100g de &cidos grasos).

PUFA HUFA

LA  LNA ARA EPA DHA
Aceite de soya! 359 4.2 2.2 7.4 5.5
Aceite de linaza! 17.6 233 2.1 7.0 5.2
Aceite de sardina® 95 1.6 0.9 7.1 8.2
Aceite de ojo de atiun* 9.0 0.6 3.4 15.7 10.0
Aceite de higado de tiburén® 56 0.2 -- 9.6 10.9
Aceite de cabezas de camarén® 2.9 2.4 - 6.8 7.6
Sebo de cerdo? 95 0.6 0.7 -- --

Lim et al., 1997; 2Zhou et al., 2007; *Chandge y Paulraj, 1990; “Navarro-Hurtado, 2011.
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Figura 5. Sintesis de HUFA a partir de PUFA (Sargent et al., 2002).
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Otra de las alternativas para sustituir el aceite de pescado es la inclusién de
microalgas en los alimentos acuicolas, las cuales son una fuente de HUFA y son
efectivas en el enriquecimiento de alimento vivo para larvas y en alimentos
formulados para reproductores de teledsteos marinos (Harel et al., 2002). Por
ejemplo, se sabe que el 50% de los lipidos de la microalga Schizochytrium spp.
corresponden a DHA (Behrens y Kyle, 1996). La Tabla IV muestra un resumen de
resultados de varios trabajos en relacion con la composicién de acidos grasos de
camarones alimentados con fuentes de lipidos animales y vegetales. La inclusion
de lipidos marinos ricos en HUFA, alternativos al aceite de pescado, puede ser una
estrategia adecuada para solventar el aporte de estos &cidos grasos sin afectar la
calidad del producto asociado al uso de aceites vegetales. Sin embargo, excluyendo
al pescado, las fuentes comerciales de origen marino son escasas, y debido a esto,
la busqueda de fuentes alternativas de lipidos para la elaboracion de alimentos para
camaron es un area que esta siendo atendida (Patnaik et al., 2006). Ademas de los
acidos grasos, se encuentran los esteroles y pigmentos como lipidos de importancia
para la acuicultura. Los camarones, al igual que otros crustaceos, no pueden
sintetizar de novo el colesterol a partir de acetato o mevalonato, por lo que su
presencia en el alimento es esencial (Kanazawa, 2001). Se han realizado estudios
en donde se establece que, en ausencia de fosfolipidos, los niveles éptimos de
colesterol en la dieta para L. vannamei estan alrededor de 0.35% del total del
alimento (Gong et al., 2000). La adicién de 1.5 y 5% de lecitina de soya (rica en el
fosfolipido fosfatidilcolina), disminuye el requerimiento de colesterol hasta 0.14% y
0.05%, respectivamente, dado que los fosfolipidos facilitan el transporte de lipidos
desde el intestino hasta el muasculo, via lipoproteinas de alta densidad. Los
fitoesteroles son moléculas que se asemejan al colesterol en estructura, pero son
producidas por las plantas; el sitosterol, estigmasterol y ergosterol estan presentes
en las microalgas y pueden acumularse en organismos como las almejas, dado que

estos se alimentan de microalgas por filtracion (Tabla V).
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Los fitoesteroles en el alimento del camardn pueden ser transformados a
colesterol mediante un mecanismo de alquilacion que estos organismo poseen
(Figura 6), aunque también hay trabajos que indican que los crustaceos son
capaces de utilizar fitosteroles directamente sin necesidad de transformarlos a
colesterol. Sin embargo, el uso de fitoesteroles en alimento para el camaron
Marsupenaeus japonicus ha derivado en menores tasas de crecimiento (Kanazawa
et al., 1971), menor eficiencia alimenticia (Teshima et al., 1989) y menor desarrollo
larval (Teshima y Kanazawa, 1986), e incluso menor supervivencia en larvas de la
langosta Homarus sp. (D'Abramo et al., 1984). Por otro lado, se ha reportado que el
ergoterol y el 24-metilencolesterol tienen la misma eficiencia que el colesterol en
alimentos para larvas de M. japonicus (Teshima et al., 1983). Resultados similares
fueron reportados por D'Abramo et al. (1985) comparando una mezcla de
fitosteroles y colesterol en alimentos para Pacifastacus leniusculus. También se ha
determinado que el B-sitosterol y el estigmasterol pueden igualar o mejorar el
crecimiento obtenido con colesterol en algunas especies de crustaceos
dulceacuicolas, como Macrobrachuim rosenbergii (Castille et al., 2004). Por lo
anterior, la mayoria de los autores concluyen que la sustitucion de colesterol por
fitosteroles en los alimentos para crustdceos solo puede ser parcial y con
fitoesteroles especificos.

Los pigmentos carotenoides, otro de los componentes presentes en algas y
subproductos marinos, son de suma importancia para organismos acuicolas como
camarones y algunos peces, ya que pueden conferir una coloracion rojiza atractiva
para el consumidor (Shahidi, 1998). Ademas, en los organismos acuaticos, Yy
particularmente en los moluscos, los carotenoides no sélo son responsables de la
pigmentacién de los tejidos, sino que también actian como precursores de la
vitamina A y son fundamentales para el crecimiento y maduracion de las gonadas
(Farias-Molina, 2001).

Dentro de las fuentes mas ricas en carotenoides se encuentran los

crustaceos y subproductos de éstos, pues contienen abundantes cantidades de
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astaxantina, y ya han sido probados con éxito en alimentos para salmonidos (Foss
et al.,, 1984), Pagrus pagrus (Kalinowski et al., 2005) y Oreochromis niloticus
(Boonyaratpalin y Unprasert, 1989), entre otros. El uso de subproductos de camarén
(por ejemplo, las cabezas) para la pigmentacion de crustaceos era comun antes de
los problemas sanitarios ocasionados por el virus de la mancha blanca en la década
de los noventas, a partir de esto, se han buscado alternativas para agregar
carotenoides a los alimentos para camarones, como el alga Haematococcus
pluvialis (Ju et al., 2011), el chile Capsicum annuum (Arredondo-Figueroa et al.,
2003), o carotenoides sintéticos (Niu et al., 2009). Otra alternativa, es el uso de
subproductos producidos por la pesqueria, que actualmente son de bajo costo, tales
como visceras de almejas y calamar. Las cabezas de camardn de pesca o cultivo,
en vez de utilizarse en alimentos destinados a la camaronicultura, pueden ser
empleado tambien en alimentos para peces (Nwanna, 2003; Cavalheiro et al., 2007)
o gallinas (Carranco Jauregui et al., 2003; Carranco-Jauregui et al., 2006).

Tabla V. Contenido de esteroles en distintas fuentes de lipidos (% del total de
esteroles).

§ g § g © e
2 @ 2 17 g 5
o s 3 © 0 I
E ? = = 2 k)
g 3 5 2 ¢ 8
a 5 O i «@
Aceite de soyal -- -- 22.4 19.2 56.3 --
Aceite de maiz?! - - 21.7 7.3 69.9 -
Aceite de canolatl - 13.5 35.6 - 51.1 -
Aceite de girasol* -- -- 10.9 8.5 68.5 --
T. suecica? - - 825 - - 1.9
T-Isochrysis? 0.6 93.9 -- -- -- 3.0
A. mano de ledn3 3.9 12.1 4.1 45 6.9 23.4
Ostion* 11.2 10.8 -- 4.8 6.6 37.4
Calamar® - 0.3 - - - 94.9

verleyen et al., 2002; 2Soundat et al., 2000; *Palacios et al., 2007 (Génada de Nidopecten
subnodosus); “Knauer et al., 1998 (Crassotrea gigas); °Drazen et al., 2009 (Manto de D.

gigas).
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Figura 6. Sintesis de colesterol a partir de fitoesteroles. Mecanismo de alquilacion C24 para esteroles C2s y C29 en
crustaceos, propuesto por Kanazawa (1985).
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2.5 Subproductos de pescay acuicultura

Desde un punto de vista puramente nutricional, el mejor ingrediente para los
alimentos, en términos de sabor, estimulacion del crecimiento y eficiencia de
conversion alimenticia para alimentar a especies acuaticas, es otro u otros
organismos de origen similar a su dieta natural en el medio silvestre (FAO, 1997).
Por otro lado, los subproductos de pescado y mariscos (cabeza, visceras, piel, cola,
visceras, sangre y conchas) constituyen en la actualidad un grave problema
ambiental (Arvanitoyannis y Kassaveti, 2008). Estos son generados durante el
procesamiento de organismos marinos, y oscilan entre 20 y 60% del organismo.
Para los peces pelagicos, como atun, bacalao, anchoa y arenque, cantidades
importantes de residuos estan representados por despojos, cabeza y cola (27% del
peso total de los peces) recogidos después de los procesos de evisceracion,
despedazado y fileteado (Figura 7). La piel, los huesos y la sangre son los
principales residuos secundarios (25% del peso total) recolectados a lo largo de
pelado y corte. Los principales esfuerzos para el uso de estos subproductos se han
centrado en su aprvechamineto talescomo harina para alimentar animales,

principalmente ganado, o como fertilizantes de plantas (AWARENET, 2004).

Se estima que en 2012 el 35% de la produccion mundial de harina de
pescado (19.4 millones de toneladas) fue a partir de subproductos (FAO, 2014),
aungue hay que mencionar que existe preocupacion de que el uso de subproductos
marinos contaminen los productos para consumo humano con vectores nocivos a
la salud humana, i.e. bacterias coliformes o virus del género Vibrio (Kim, 2014), por
lo que la forma en la que se procesen debe tomar esto en cuenta. Recientemente,
se ha propuesto el uso de los lipidos marinos como nutracéuticos para alimentos
funcionales o aplicaciones farmacéuticas, dado el desarrollo de nuevas tecnologias
para la recuperacion y purificacion de HUFA (Kim y Mendis, 2006). los acidos grasos
en las visceras es EPA (Arjona et al., 2008), mismas que en su mayoria no son para

consumo humano
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La mayor concentracion de estos compuestos bioactivos se encuentra
generalmente en las partes de los organismos marinos que se descartan
(AWARENET, 2004). Por ejemplo, las almejas contienen hasta 15% de en México.
Considerando la produccion de callo de hacha solamente en B.C.S. (Figura 8) es
evidente que el uso de sus visceras pudiera ser una alternativa para obtener
productos de alto valor biolégico, como los HUFA. También, Reyes-Becerra (2011)
y Navarro et al. (2013) demostraron que el uso de viscera de almejas en el alimento
para camaron otorga resultados similares al uso de ingredientes convencionales,
como el harina de pescado. Asi mismo, Terrazas-Fierro et al. (2010) demostraron
que el camaron puede utilizar la harina de las visceras de almeja en una proporcién

similar a la harina de pescado.

El calamar puede ser otro potencial productor de compuestos de alto valor
biologico, dado que contiene en su manto hasta 35% de DHA (Drazen et al., 2009).
Sin embargo, sus visceras son desechadas al mar en el momento de la captura, lo
que equivale a mermas de 18% del peso total del organismo (Kreuzer, 1984), y
considerando que la captura de calamar, solamente en Baja California Sur durante
e 2014, fue superior a las 25,000 toneladas (Figura 9), se estima que al menos 4,500

toneladas de visceras fueron arrojadas al mar.

En el caso del camardn se tienen dos fuentes de subproductos, los que
provienen de la produccion acuicolay los que aporta la pesqueria (Figura 10), que
en conjunto se estimo6 que se produjeron mas de 10 mil toneladas de subproductos
a nivel estatal en 2014 (CONAPESCA, 2015). Esta especie produce una gran
cantidad de subproductos, ya que cabezas y exoesqueletos representan

aproximadamente el 50% del peso total individual (Shirai et al., 1997).

Una de las principales probleméaticas que generaron el aumento en los
precios de la harina de pescado, es que la captura de peces pelagicos a partir de
los cuales se fabrica este ingrediente, ha presentado una sostenida disminucioén, lo

gue ha provocado una escasa oferta y un constante aumento del precio de este
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producto (Valenzuela et al., 2012). Hace 50 afios se utilizaban 3 millones de
toneladas de pescado para producir harina, en los ultimos afios se utilizaron 28
millones de toneladas y, a este ritmo, se estima que se llegara al limite en el afio
2040 (Tacon et al., 2006). Tal es el caso de la captura de macarela en B.C.S. que
desde el afio 2006 al 2011 presentd capturas por debajo de mil toneladas,
repuntando en 2012 y 2013 hasta alrededor de 6 mil toneladas, para desplomarse
de nuevo en 2015 (CONAPESCA, 2015). No obstante, es un recurso que esta
extrayendo por pesca, por lo que usarlo en alimentos para animales es una opcion

viable para su utilizacion.

Enseguida se presenta una revision con los contenidos de los componentes
bioguimicos de mayor valor biolégico presentes en las materias primas
mencionadas anteriormente, como lo son lipidos totales y HUFA (Tabla VI);
colesterol y fitoesteroles (Tabla VII), y proteina cruda, asi como el perfil de

aminoéacidos (Tabla VIII).

Dada la variedad de compuestos bioquimicos en los distintos subproductos
marinos, es probable que el proceso de coccion descrito anteriormente para
producir harina y aceite de pescado, afecte a estos compuestos de forma distinta.
En la presente tesis, se usan los modelos de camarones y gallinas, de los cuales
hay antecedentes del uso de harina de pescado, para determinar el efecto del uso
de subproductos y de dos procesos de obtencién de harina a partir de estos: los

camarones y las gallinas.
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Figura 8. Captura de hacha en Baja California Sur (CONAPESCA, 2015).
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Figura 9. Captura de calamar gigante (Dosidicus gigas) en Baja California Sur
(CONAPESCA, 2015).
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Figura 10. Produccion por cultivo y captura de camardén en Baja California Sur.
(CONAPESCA, 2015).

Tabla VI. Lipidos totales y HUFA (% del total de &cidos grasos) en diferentes subproductos
de origen marino.

Visceras de Visceras de Cabezas de

i - Macarela
almejas calamar camaron

LT 7.2 8.4 529 7.8% 10.4™ 7.4° 10.4% 44" 6.8° 12.2" 6.1° 16.6'

HUFA
ARA 092 o06° 82¢ 35 1.7 02¢ 23 58" 19 320 045 2.1Y
EPA 2372 18.1°15.1¢27.2' 12.3 11.2¢ 4.7 11.7" 43 27" 55 1.6"

DHA 1212 14.3¢24.1935.8 225 24.4° 8.3 122" 7.1 21.1W 24.3% 31.2¢

LT = Lipidos totales, valores en peso seco. ®Wohlt et al., 1994; PRacotta et al., 2003; °Caers
et al., 1999; “Racotta et al., 2008; cLian et al., 2005; Takeungwongtrakul et al., 2012; 9Cao
et al., 2009; "Sanchez-Camargo et al., 2011; 'Binsan et al., 2008; ICho et al., 2001; Uddin
et al., 2010; 'de Moreno et al., 1998; "Kader et al., 2012; "Narayan et al., 2010; °Franco-
Zavaleta, 2010; PCarver et al., 1989; 9%Zheng et al., 2012; 'Hale y Brown, 1983; *Celik, 2008;
'Schaefer, 1980; “Bae et al., 2011.
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Tabla VII. Colesterol y otros esteroles (% de esteroles) en subproductos de origen marino.

Visceras de Visceras de Cabezas de
3 , Pescado
almejas calamar camaron
Colesterol
g 100 g* 049 08" 04 32¢ 35 32 1.7 16%¥ 13 06" 09 0.3

%

Otros esteroles (%)

Brassicasterol
Metilencolesterol
Dehidrocolesterol
B-sitosterol
Campesterol
Norcolesterol
Estigmasterol
Desmosterol
Dihidrocolesterol
Dehidrocolestenol

40.3% 24.6 37.2° 95.69 93.1° 91.99 96.3° 99.4" 97.5™ 92.9" 96.4° 96.6"

18.2% 17.1° 11.4¢ -d = = -b - 12m AT -3 =t
04 18.0 133 - - = 01 01 - 06 0.3 =
03 84 121 1.2 - = 11 0.2 - 11 = 1.0
7.1 - 6.3 - - - - - 0.7 - - -
9.2 42 - - - = 0.9 - 03 0.8 = 2.1
01 6.6 - - - = 0.4 - - = 0.9 =
0.2 - 5.6 - - - - - 0.1 - - -
0.1 - 112 - - - 0.4 - - 05 13 -

- 11 - - - = 05 01 - = = =
- - - 2.3 - - - - - - 0.9 -

3Palacios et al., 2007; *Phillips et al., 2012; °Knauer et al., 1998 (C. gigas); “Drazen et al.,
2009 (Manto); Lépez-Cervantes et al., 2006;'Gordon, 1982; 9Racotta et al., 1998; "Arellano-
Martinez, 2004; 'Strumer et al., 2011; 'Turan et al., 2011; “Mathew et al., 1999; Bragagnolo
and Rodriguez-Amaya, 2001; "Tsape et al., 2010; "Krzynowek y Murphy, 1987; °Sinanoglou
y Miniadis-Meimaroglou, 1998; PValverde et al., 2012; 9ApSimon y Burnell, 1980; 'Mika et
al., 2012 (Arenque Clupea harengus); sSouchet y Laplante, 2007 (Macarela Scomber
scombrus); 'Luzia et al., 2003 (sardina Sardinella spp.); Takagi et al.,, 1979 (Sardina
Sardinops melanosticta).
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Tabla VIII. Proteina cruda y aminoacidos en diferentes subproductos de origen

marino.
Vl'scera_s de Visceras de Cabezas, de Macarela
almeja calamar camaron

Proteina cruda

% 31.6% 43.6° 26.0° 37.21 46.0 36.8' 55.2¢9 46.4 37.6™ 84.3" 84.49 75.0°
Aminoécidos (% del total de amino&cidos)
Arginina 3.8 7.8 59 62 10.2° 6.7 36° 16" 64" 57 63" 6.2"
Alanina 48 68 84 83 50 52 26 19 87 64 73 63
Leucina 42 61 53 28 75 81 35 22 44 86 83 84
Aspartato 6.0 6.6 6.3 - 95 99 24 34 - 10.2 85 9.2
Metionina 23 23 21 09 33 30 28 08 20 25 28 32
Isoleucina 27 40 37 12 39 53 17 15 44 53 50 438
Lisina 33 63 93 13 61 79 31 17 95 100 81 99
Glutamato 78 126 7.8 - 126 10.7 84 45 - 16.0 124 18.0
Prolina 26 45 35 88 43 81 20 13 37 34 43 36
Fenilalanina 5.7 31 32 12 37 57 24 44 45 40 47 41
Treonina 27 34 44 26 30 51 31 14 34 47 43 0.9
Valina 30 32 56 26 41 56 46 15 53 63 58 59

aWohlt et al., 1994; °"Giménez et al., 2009; Lian et al., 2005; Ylbrahim et al., 1999; ®Myer et
al., 1988: 'Jin et al., 2012; 9Cao et al., 2009; "Binsan et al., 2008; 'Heu et al., 2003; IKader et
al., 2012, “Rosa et al., 2005; 'Uddin et al., 2010; ™Franco-Zavaleta, 2010; "Fanimo et al.,
2004; °Reyes-Becerra, 2011; PHale y Brown, 1983; “Celik, 2008; 'Schaefer, 1980; “Bae et

al., 2011; Viwasaki y Harada, 1985;"“Feng et al., 2012.
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2.6 Modificacién de la composicién del masculo de camardn por medio del

alimento

El camaron es un producto que se considera “gourmet” y es muy apreciado por su
sabor, sin embargo, existe la concepcion de que el musculo de camarén es un
alimento poco saludable debido a su alto contenido de colesterol. Se han realizado
varios intentos por sustituir la harina y aceite de pescado por aceite y harina vegetal

en el alimento para camaron.

Por ejemplo, se aliment6 al camaron L. vannamei durante 28 dias con
alimento hecho a base de harina y aceite de soya, con lo cual se logré disminuir en
12% el contenido total de colesterol en musculo (Cheng y Hardy, 2004). Casas-
Valdez et al. (2006) adicionaron 4% de harina de alga Sargasum spp. en alimento
a base de harina y aceite de pescado para camaron café Farfantepenaeus
californiensis, lo cual disminuyé 30% la concentracion de colesterol total (de 110 a
77 mg 100 g') en masculo en comparacién con un tratamiento con alimento
comercial. Forster et al. (2010) usando aceite de algas comercial (DHASCO-S,
Market Biosciences Corp., Columbia, MD) lograron bajar el colesterol en musculo
de L. vannamei de 193 mg 100 g* a 148 mg 100 g%, ademas de aumentar los niveles
de HUFA. Esto es notorio porque uno de los problemas de uso de aceites vegetales
0 sebo de animales terrestres es que éstos carecen de HUFA, lo cual se refleja en

la composicion del musculo.

Gonzalez-Félix et al. (2002c) probaron el uso de aceites vegetales (coco,
soya, linaza y cacahuate) en el alimento para L. vannamei, y encontraron una menor
acumulacion de HUFA en musculo en comparacion con camarones cuyo alimento
fue elaborado con aceite de pescado. Hallazgos similares habian sido reportados
previamente también para L. vannamei por Lim et al. (1997), y posteriormente por
Zhou et al. (2007), utilizando distintos aceites vegetales y sebo de cerdo. Incluso,
sustituyendo 50% del aceite de pescado en el alimento se presenta una diminucion
significativa de al menos 34% de los HUFA en musculo de camarén blanco de la

India Fenneropenaeus indicus (Ouraji et al., 2009). La sustitucion total del harina de
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pescado por proteina de soya, asi como la sustitucion de hasta el 90% del aceite de
pescado por aceite de soya (alto en 18:2n-6) ha mostrado disminuir a la mitad la
concentracion de HUFA n-3 en musculo de L. vannamei (de 19% del total de acidos
grasos en el grupo control a 5% en grupos que recibieron dietas con la sustitucion)
y aumentar la de 18:2n-6 al doble (de 23% del total de acidos grasos en el control a
44% con la sustitucion).

Otro aspecto que puede ser modificado por medio del alimento es la
pigmentacién del musculo, para lo cual se ha probado harina de pimiento rojo al
6.6% en el alimento de Penaeus semisulcatus, que al término de 60 dias, aumento
casi al doble el contenido de carotenoides totales en musculo (de 13 a 22 mg kg),
igualando el efecto de un alimento adicionado con 100 mg kg? de astaxantina
sintética (Gocer et al., 2006). Parisenti et al. (2011) encontraron que una mezcla de
5 g kg "' de Haematococcus pluvialis y 20 g kg " de lecitina de soya en el alimento
para L. vannamei aumentaba el contenido de astaxantina en muasculo a mas del
doble (de 3.2 a 8.5 mg kg?) en relacién con un alimento elaborado con harina y
aceite de pescado y sin aditivo para pigmentacion. De forma similar, Ju et al. (2011)
utilizaron astaxantina extraida de H. pluvialis, la cual aumenté el contenido de
astaxantina en misculo en comparacién con astaxantina sintética (97 mg kg con
astaxantina natural vs. 46 mg kg con astaxantina sintética), aun cuando los niveles
de astaxantina en el alimento fueron iguales (150 mg kg). Con base en lo anterior,
surge el interés de encontrar ingredientes y/o aditivos que puedan cumplir maltiples

funciones, tales como modificar la composicién del musculo de camaron.

2.7 Modificacion de la composicion del huevo de gallina por medio del

alimento

El consumo de huevo en México durante 2014 fue de 22 kg per capita (Figura 11),
equivalente a 1 huevo diario por persona, ocupando el primer lugar a nivel mundial
(UNA, 2014). Si esta tendencia continda, y dada la produccién masiva de huevo en

el mundo y en particular en México, se espera que se usen 100,000 toneladas de
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aceite de pescado para incrementar los niveles de HUFA n-3 en el huevo, lo cual
representa un area de oportunidad importante para la utilizacion de materias primas
de origen marino en la fabricacion de insumos que disminuyan la demanda de aceite

de pescado y que también le confieran al huevo bondades para el consumidor.

El huevo es altamente nutritivo para el humano, dada la cantidad de proteina que
contiene. Un huevo de 60 g contiene aproximadamente 41 g de agua y 7 g de
proteina. El albumen o clara del huevo se compone mayoritariamente de agua
(90%) y proteina (10%), constituida por ovoalbumina, conalbimina y ovomucina,

mientras que la yema en base seca contiene 30% de proteina.
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Figura 11. Consumo anual per capita de huevo en México (www.una.org.mx).

El consumo de huevo fue recomendado ampliamente durante muchos afos,
sin embargo, hace poco mas de 40 afios iniciaron las investigaciones para el
desarrollo de estrategias nutricionales, genéticas y farmacologicas para reducir el
alto contenido de colesterol en humanos (Elkin, 2006), ya que desde entonces se
consider6 que podia ser dafino para las personas con problemas cardiovasculares.

Un huevo de 60 g contiene aproximadamente 0.2 g de colesterol (Sauveur, 1993),
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la mayoria se encuentra en la yema de huevo, ya sintetizado por el organismo o

proveniente de la dieta de la gallina (Astiasaran y Martinez, 2003).

El huevo también contiene 6 g de grasa, acumulados en la yema en forma de
lipoproteinas (vitelina) que esta compuesta por 30% de proteina y 63% de lipidos,
de los cuales casi 30% son fosfolipidos. Del total de acidos grasos, 2.3 g o el 30%
son saturados (SFA), siendo los mas representativos el 16:0 (22% del total) y el 18:0
(8% del total). Los acidos grasos monoinsaturados (MUFA) representan el 44% de
total, siendo el 18:1n-9 el mas abundante (40% del total). El 18:2n-6 es el PUFA
mas abundante (18% del total), mientras que los HUFA acumulan menos del 4% del
total de acidos grasos, siendo 2% de ARA, y 1% de DHA. Los EPA se presentan en
muy baja proporcion (<0.2%), con proporcion de HUFA superior en los fosfolipidos

gue en los triglicéridos (Grobas y Mateos, 1996).

Se ha realizado muchos trabajos con el propésito de incrementar los niveles
de omega n-3 en huevo, dado su alto contenido de PUFA n-6. Esto es posible
porque la dieta afecta los PUFA en el huevo, a diferencia del colesterol que es
independiente de la dieta. Una de las formas mas usadas para incrementar los
omega n-3 es usando aceite de pescado. Hargis et al. (1991) alimentaron gallinas
con 3% de aceite de arenque durante 18 semanas y encontraron un aumento
significativo de acidos grasos n-3 (235 mg de los cuales 89% EPA-DHA) y
disminucién de n-6. Oh et al. (1991), y Herber y Van Elswyk (1996) utilizaron 10% y
3% de aceite de pescado, respectivamente, para producir huevo con alto contenido
de n-3, sin embargo, encontraron que estos tenian sabor desagradable. Van Elswyk
et al. (1992) incorporaron 3% de aceite de arenque al alimento de gallinas durante
12 semanas y encontraron una diminucion de 70% de n-6 y aumento de 75% en n-
3 en huevo, ademas éste no presenté un rechazo por mal sabor cuando fue
evaluado por los consumidores. Resultados similares fueron reportados por
Marshall et al. (1994) incluyendo 1.5% de aceite de arenque durante 4 semanas.

Van Elswyk et al. (1994), utilizando 1.5% de aceite de arenque en alimento de
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gallinas, obtuvieron una concentracion de acidos grasos n-3 en yema similar a la de

una racion de pescado para consumo humano (180 mg por huevo).

Gonzalez-Esquerray Lesson (2000) utilizaron 2, 4 y 6% de aceite de arenque
deodorizado y encontraron que el peso del huevo disminuy6 linealmente conforme
se aumento el nivel de inclusién del aceite de pescado, y los n-3 aumentaron de 53
mg a 246-343 mg por huevo. En cuanto al sabor del huevo, no encontraron
diferencias entre el huevo de gallinas alimentadas con aceite deodorizado y el que
no lo estaba, pero en ambos casos si disminuyo la preferencia en cuanto a sabor

con respecto al testigo.

Otros trabajos han probado ingredientes alternativos al aceite de pescado
con la finalidad de mejorar la composicion del huevo. Por ejemplo, Herber y Van
Elswyk (1996) probaron alimentos con 1.5% de aceite de pescado y 2.4% de
microalga por 4 semanas, y los resultados mostraron similitudes en acidos grasos
n-3 (9.4 y 9.5 mg/g, respectivamente), de los cuales una alta proporcion fue DHA
(86% y 93%), con un contenido total de n-3 por huevo de 160 mgy 165 mg. Carrillo
et al. (1998) usaron alga café Sargassum sinicola a 6 y 9% en la racion de gallinas
ponedoras, con lo que se logré reducir el contenido del colesterol en el huevo, pero
no se incrementd la concentracion de n-3. Baucells et al. (2000) encontraron que,
sustituyendo el aceite de pescado por aceite de soya, aumenta los niveles de acido

linoleico y araquidénico en huevo.

Otra caracteristica importante para el consumidor de huevo, ademas de sus
propiedades nutricionales, es la coloracion de la yema, lo que est estrechamente
relacionado con el contenido de carotenoides en el huevo. La presencia de
carotenoides esta relacionada con la proteccién antioxidante en tejidos durante el
desarrollo embrionario, en particular durante la eclosién, donde el estrés oxidativo
es mucho mas pronunciado (Surai, 2001). En gallinas alimentadas a base de granos
como maiz y trigo, se tiene que practicamente la totalidad de los carotenoides en
yema son luteina y zeaxantina (Karunajeeva et al., 1980), ya que el contenido de

estos pigmentos en la yema depende totalmente de la presencia de carotenoides
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en el alimento. En animales criados en condiciones de pastoreo, que consumen
alimentos silvestres (semillas, frutos, hojas frescas, insectos, etc.) encontramos una
mayor variedad de carotenoides, como cantaxantina, criptoxantina y B-caroteno

(Sinanoglou et al., 2011).

Numerosos ingredientes de origen vegetal han sido utilizados con éxito en
el aumento de la coloracion y el contenido de carotenoides en la yema de huevo;
Karadas et al. (2006) lograron aumentar 10 y 20 veces el contenido de carotenoides,
particularmente luteina, en yema utilizando concentrados de alfalfa (20 g kg?) y
cempasuchil (2 g kg't) durante 26 dias, en comparacién a un control a base de trigo,
cebada y soya; ademas, el valor de color de yema por abanico de colores aumenté
de 1.5a 7.7y 8.8, respectivamente. Akdemir et al. (2012) utilizaron polvo de tomate
(10 g kg1, durante 90 dias en alimentos para gallinas, lo que aumenté a mas del
doble el contenido de B-caroteno y provoco la acumulacion de licopeno en yema,; el
valor de coloracion de yema aumento de 11.2 a 13.5. Cho et al. (2013) utilizaron
carotenoides sintéticos para aumentar el color de la yema, como cantaxantina (0.2
g kg) que logré aumentar el color de la yema de un valor de 4.8 en el control, a 9.7

después de 5 semanas de experimentacion.

Otro ingrediente utilizado para aumentar el contenido de carotenoides y la
coloracién en yema es la harina de cabezas de camarén (Peneaus sp.), que fue
suministrada al 25% del alimento durante 4 semanas, lo que provoco que la
coloraciéon de la yema aumentara de un valor de 4.4 a 7.3, y que la astaxantina en

yema se elevara de 0.04 mg g*a 0.25 mg g* (Carranco et al., 2003).
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3. JUSTIFICACION

Los subproductos generados por la actividad pesquera y acuicola pueden ascender
al 60% del total de la produccion (Ponce y Gernat, 2002) y constituyen en la
actualidad un grave problema ambiental debido a que resultan ser contaminantes
(Arvanitoyannis y Kassaveti, 2008). Sin embargo, su gestion para producir harina y
aceite podria incrementar el valor agregado de la pesca y la acuicultura, dado al
contenido de aminoacidos, acidos grasos y pigmentos acumulados en los
subproductos. Sin embargo, los procesos de produccion de harinas y aceites de
origen marino utilizan la coccion y otros procesos térmicos durante el procesamiento
de las materias primas que pueden tener efectos negativos sobre la calidad de los

compuestos de alto valor biolégico, como los HUFA, pigmentos y proteinas.

Lo anterior hace necesario implementar sistemas de produccion de harinas y
aceites que conserven, en la mayor medida posible, los nutrientes en las materias
primas de origen marino, para generar productos que al ser utilizados en la nutricion
animal, tengan una composicion adecuada para el crecimiento y supervivencia de
los organismos en cultivo, sean capaces de mejorar la calidad de los productos
finales, y generar productos alimenticios funcionales, es drcir, que ademas de
cumplir con su funcién basica de nutrir, puedan tener un impacto benéfico sobre la

salud de quien los consuma.

Para dicho fin, en la presente investigacion probamos dos modelos

bioldgicos: el musculo de camardn y el huevo de gallina.
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4. HIPOTESIS

Composicion bioquimica de harinas

Si durante la fabricacion de harinas de origen marino, la coccion deteriora y
disminuye los nutrientes de la materia prima, entonces, las harinas de
pescado y subproductos marinos elaboradas sin coccidn presentaran menor

deterioro y tendran mayor contenido de nutrientes.

Alimento para camarén

Si las harinas fabricadas sin coccidén presentan un menor deterioro y mayor
contenido de nutrientes que las harinas cocidas, entonces, su inclusién como
ingredientes en el alimento para camardn permitira sustituir la harina de
sardina sin afectar negativamente el desempefio en cultivo, la digestibilidad

de nutrientes y la calidad del masculo de camarén para consumo humano.

Alimento para gallinas ponedoras

Si las harinas fabricadas sin coccion sufren menor deterioro y tienen mayor
contenido de nutrientes que las harinas cocidas, entonces, su inclusién como
aditivos en el alimento para gallina ponedora permitira obtener igual o mayor

desempeiio productivo y calidad del huevo para consumo humano.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la composicion bioquimica de subproductos marinos procesados con o
sin coccion, utilizarlos como ingredientes en alimentos para camaron, y como
aditivos en alimentos para gallina, y evaluar sus efectos sobre los pardmetros de
produccion, y calidad de musculo de camardn y huevo de gallina, para consumo

humano.

5.2 Objetivos especificos

1. Comparar la composiciéon bioquimica de harinas de visceras de hacha y calamar,

cabezas de camardn y macarela entera, procesadas con o sin coccion.

2. Determinar el efecto de la sustitucion de la harina de pescado en el alimento para
juveniles del camaron Litopenaeus vannamei con harinas obtenidas con o sin
coccion, a partir de visceras de hacha y calamar y macarela entera, sobre el
desemperio en cultivo, la digestibilidad aparente y la composicidén bioguimica del

musculo del camaroén.

3. Determinar el efecto de la inclusion de harinas obtenidas con o sin coccion, a
partir de visceras de hacha y calamar, cabezas de camarén y macarela entera,
como aditivos en el alimento para gallinas, sobre la produccién de huevo y el

contenido de acidos grasos, colesterol y carotenoides en la yema.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Objetivo particular 1. Preparacion y analisis bioquimico de harinas

experimentales con o sin coccion.
6.1.1 Obtencion de materias primas

Se colectaron visceras de hacha (Pinna rugosa) en “mataderos” de Puerto San
Carlos, B.C.S. Los organismos completos fueron medidos y pesados, los callos
fueron separados manualmente de las visceras, colocandolos en una cubeta limpia,
mientras que las visceras fueron colocadas en un contenedor de 200 L, de donde
se tomaron para formar lotes (bolsas) de 4 kg; desde el arribo de los pescadores a
la playa hasta este punto transcurrieron aproximadamente 2 h. Después se

colocaron las bolsas en hielo para su transporte al CIBNOR (menos de 8 h).

En Puerto Cancun, B.C.S. se acopiaron cabezas de camarén café
(Farfantepenaeus californiensis). Los camarones eran traidos completos al sitio de
acopio en donde fueron descabezados, se formaron lotes de 3 kg, los mismos que
fueron conservados en hielo. Cuando las materias primas llegaron al CIBNOR
fueron almacenadas en un congelador a -18°C hasta su procesamiento. Para
obtener las visceras de calamar (Dosidicus gigas) fue necesario adquirir organismos
completos en una comercializadora de  mariscos congelados, pesarlos y
eviscerarlos en el laboratorio. Las visceras se guardaron en bolsas de plastico y se
almacenaron a -18°C. La macarela (Scomber japonicus) se adquirié con el mismo
proveedor, y se almaceno de forma similar al resto de los subproductos. La Figura

12 muestra todas las materias primas en fresco.

6.1.2 Procesamiento de las materias primas

Para la fabricacion de las harinas, las materias primas fueron tapadas y
puestas a la sombra a temperatura ambiente, por aproximadamente 12 h, hasta su
descongelamiento. Para la elaboracion de las harinas por secado (en adelante

llamada harina secada), se homogenizaron las materias primas, previamente
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pesadas, en un molino de carne de 3/4 HP (TOR-REYMR, Monterrey, N.L., México)
mediante el uso de un dado de ¥4 de pulgada. Este proceso se repitié 4 veces para
cada materia prima. Los productos homogenizados se colocaron en charolas de
plastico, sobre tapetes de silicon para evitar que el material se adhiriera a la
superficie, y se formé una pelicula delgada, no mayor a 0.5 cm, para posteriormente
poner las charolas dentro de una estufa con ventilacion a 60°C por 24 h. Durante el
secado se hicieron revisiones periodicas, removiendo ligeramente el material, con
el fin de exponer los lugares en donde se concentr6 mas humedad, facilitando y
acelerando el secado. Los productos secos fueron molidos en un molino eléctrico
para granos, y tamizados a 250 um. Las harinas se conservaron en refrigeracion

hasta su utilizacion.

Figura 12. Materias primas utilizadas: (a) visceras de hacha, (b) cabezas de
camarén café, (c) visceras de calamar y (d) macarela.
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Para la elaboracion de las harinas con coccién (en adelante llamada harina
cocida), se descongelaron las materias primas de manera similar a lo antes
mencionado, se colocaron lotes de 2 kg aprox. en un colador cénico, el cual se
sumergio dentro de una olla (cap. 80 L) de acero inoxidable que contenia agua de
la llave hirviendo (Figura 13), por un periodo de 10 min después de volver a bullir.
Posteriormente, las materias primas cocidas fueron colocadas en charolas de
plastico para su secado a 60°C. La pulverizacion, tamizado y conservacion se
llevaron a cabo de manera similar al proceso mencionado arriba para harinas

secadas.

Figura 13. Procesamiento de materias primas: Los productos cocidos (a), o0 molidos
sin coccidn (b), se colocaron en charolas para ser secados en estufa de aire (c).
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6.1.3 Andlisis bioquimicos

Quimico proximal. Se destind6 una muestra de cada lote para hacer analisis
quimico proximal por triplicado, siguiendo los métodos oficiales de la AOAC (2005).
La humedad se determiné en estufa de desecado (Terlab®) a 105°C durante 4
horas. La cuantificacion de cenizas, por incineracién de las muestras en una mufla
(Thermolyne 6000®) a 550°C durante 6 hrs. El andlisis de proteina cruda se realizé
por el método de DUMAS, con un equipo analizador de Nitrégeno/Proteina (Leco
FP-528). La cuantificacion de extracto etéreo se hizo usando un sistema de
autoextraccion (Soxtec AVANTI 2050%), usando éter de petr6leo como solvente
extractor. Para determinar la fibra cruda, se hizo una hidrdlisis acido-basica con
acido sulfarico e hidréxido de sodio en un digestor (Fiber Tec M6 Tecator®) equipado
con una unidad de extraccion caliente y una unidad de extraccion fria. Se calcul6 el
extracto libre de nitrégeno (ELN) a partir de la diferencia entre 100% y la suma de

las determinaciones de cenizas, proteina cruda, extracto etéreo y fibra cruda.

Energia bruta. Para la determinacion de energia bruta se usé un calorimetro
adiabatico (PARR1261®) empleando crisoles de acero inoxidable, donde se
colocaron pastillas de 1g de las muestras, secadas previamente a 70°C en una
estufa por 12 h. Se emple6 alambre (10 cm) con una aleacion de niquel-cobre el
cual estuvo en contacto con la muestra, lo que permitio la ignicion. La muestra fue
incinerada en una camara de combustién alimentada con oxigeno. Posteriormente,
los residuos liquidos de la combustion fueron recuperados y titulados con carbonato
de sodio 0.725 N; el naranja de metilo fue empleado como indicador y también se
cuantificé la cantidad de alambre calcinado durante la combustion para los célculos

de la energia liberada.

Aminoacidos. El perfil de aminoacidos se determind segun Vazquez-Ortiz et al.
(1995), mediante un HPLC (Varian, modelo 9012) equipado con detector UV (Varian
Fluorichrom Detector). La separacion de aminoacidos se realizé a 330 nm en una
columna Micrhosorb con particulas C-18 de octadecil dimetilsilano y tamafio de

particula de 3 p (10 cm x 4,6 mm; Rainin Instrument Co., Emeryville, California). Se
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utilizé metanol como fase mévil y acetato de sodio (0,1 M) como buffer, a un flujo de
1.4 mL mint. La identificacion se logro utilizando un A de 330 nm y filtro de emisién

de 428 nm, de acuerdo con tiempos de retencion de los estandares.

Acidos grasos metil esterificados (FAME). Se colocé 1 g de muestra de las
materia prima en viales con 6 mL de solucién Folch (cloroformo:metanol, 2:1), 10 uL
de BHT (butilhidroxitolueno) a una concentracién de 0.5 mg mL* como antioxidante,
10 pL de 23:0 (4cido tricosanoico) a una concentracion de 2 mg mL* como estandar
interno y 10 pyL de 5-a-colestano a una concentracion de 7.5 mg mL?, y se
guardaron dentro de un congelador a -20°C por 24 horas. Una vez transcurrido el
tiempo, se maceraron las muestras con una varilla de vidrio en el mismo vial hasta
obtener un machacado y se agitaron por 15 minutos en un sonicador (BRANSON
2510, Danbury, USA). La mezcla de lipidos-solvente fue filtrada usando una

columna con silica hidratada al 6% para remover compuestos no lipidicos.

Una alicuota del extracto lipidico se evapordé a sequedad con nitrégeno
gaseoso (N2), manteniendo la temperatura de la muestra a una temperatura menor
de 30°C. Enseguida, se someti6 a la muestra a una reaccion de trans-esterificacion,
en donde se agregd 1 mL de borotrifloruro-metanol al 10% por 15 minutos a una
temperatura de 90°C, y se dej6 enfriar. Después, se agreg6é 1 mL de hexano y se
agitd, después se centrifugd a 447.2 g por 5 minutos a 5°C. La muestra se separ6
en dos fases, la parte superior conteniendo el hexano con los &cidos grasos
metilesteres. Se descartd la parte inferior (impurezas+metanol+borotrifloruro). La
muestra se lavé agregando 2 mL de agua bi-destilada, se agité en Vortex y
centrifugd a 447.2 g por 5 minutos a 5°C, y se descarté nuevamente la fase inferior.
Se almacend la muestra a -20°C hasta que se congelé el agua. Después se
recuperaron los FAME en el hexano y transfirieron a un vial ambar de 2 mL, y se

almacenaron a -20°C hasta su inyeccion en un cromatografo de gases (CG-FID).

Los FAME se analizaron en un CG Agilent Technologies 6890N con detector
de ionizaciébn de flama (FID), utilizando una columna capilar DB-23 (50%

Cianopropil-50% metilpolisiloxano) de 30 m de longitud x 0.25 ym de espesor de
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pelicula x 0.25 mm de diametro interno, utilizando helio como gas acarreador a un
flujo de 0.8 mL min* y una rampa de temperatura de 110-220°C. La identificacion
de los FAME se realiz6 comparando el tiempo de retencion de la muestra con los
estandares y la cuantificacion con base en el estandar interno de la muestra, como

se describe en Arjona et al. (2008).

Lipidos totales. Se realizé un segundo analisis de lipidos, ahora usando la
extraccion en frio con la mezcla de cloroformo-metanol. Para este analisis,
previamente se colocaron tubos de borosilicato de 10 mL en un horno con
temperatura controlada a 80°C por 24 horas, hasta llevarlos a peso constante. Se
colocaron los tubos en un desecador y se dejaron enfriar durante 1 hora,
registrandose el peso de cada tubo. Posteriormente, se agregaron 2 mL del extracto
lipidico y se evaporaron a sequedad con gas nitrdgeno. Se colocaron los tubos
nuevamente en el horno a 30°C por 24 h. Después de transcurrido ese tiempo, se
peso el tubo con la fraccidn lipidica sin solvente, y por diferencia con el peso inicial

del tubo vacio se calcul6 el valor de lipidos totales.

Carotenoides. Del extracto lipidico se tomé 1 mL, el cual se puso en un vial de
cristal de 2 mL de capacidad, y se evaporé a sequedad con gas nitrégeno. La
muestra seca se resuspendio en 1 mL de acetona grado HPLC, se sonic6 la mezcla,
y se ley6 la absorbancia en un espectrofotometro (Thermo Scientifics, Vantaa,
Finland) a longitudes de onda de 470, 653 y 666 nm. Los carotenoides totales fueron

calculados segun lo establecido por Tolasa et al. (2005).

Los tipos de pigmentos liposolubles se midieron por HPLC utilizando el
método descrito por Vidussi et al. (1996). Se utilizé6 una columna Agilent Zorbax SB
C8 column (4.6x150 mm, 5 um tamafio de particula) y estandares (Sigma) para la

cuantificacion e identificacion de los pigmentos particulares.

Esteroles. Las muestras para esta determinacion se tomaron del mismo extracto
de lipidos de donde se hizo la determinacion de FAME en las harinas. Los extractos
se evaporaron a sequedad en un evaporador centrifugo al vacio (JOUAN RCT90,

Saint-Herblain, Francia), a una temperatura no mayor a 30°C. Se esterificaron las
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muestras como se describe en Palacios et al. (2007), agregando a cada muestra
2000 ul de metdxido de Sodio 0.5 M en metanol, con agitacién constante por 90
minutos a temperatura ambiente. Se agregd 1200 pl de hexano méas 2 mL de agua

previamente extraida con hexano y se agité por 10 minutos.

Posteriormente se centrifugaron a 447.2 g por 5 min. a 5°C. La muestra se
separo en dos fases, desechandose la parte inferior (metanol + sodio + impurezas)
y dejando Unicamente el hexano que contiene los esteroles. Después se procedio a
realizar lavados agregando 2 mL de agua previamente extraida con hexano, se agito
en vortex y se centrifugd a 447.2 g por 5 min. a 5°C; siempre descartando la fase
inferior (agua + residuos). Se almacenaron las muestras a -20°C hasta que se
congel6 el agua. Se recuperaron los esteroles mas hexano y se transferieron a

viales ambar de 2 mL y almacenaron a -20°C hasta proceder inyectarlos al CG-FID.

Los esteroles se analizaron en un cromatografo de gases marca Agilent
Technologies 6890N con FID, utilizando una columna capilar (RESTEK Rtx-65,
Barcelona, Espafia) de Silica fundida (Crossbond 65%-difenil-35% dimetil
polisiloxano) de 15 m de longitud x 0.25 pym de espesor de pelicula x 0.25 mm de
diametro interno, marca Restek, empleandohidrogeno como gas acarreador a
presion constante de 50 psi y una rampa de temperatura de 50-260°C. La
identificacion de los esteroles se realizé comparando el tiempo de retencién del
cromatograma de la muestra con los estandares y la cuantificacion con base en el

estandar interno de la muestra.

Clases de lipidos. Las distintas clases de lipidos fueron separadas y cuantificadas
por cromatografia en capa fina con deteccion por ionizacion de flama por medio de
un latroscan TLC/FID MK-5, siguiendo la metodologia descrita en Palacios et al.
(2007). Se coloc6 1 mL del extracto de lipidos en viales d&mbar y se procedio a
evaporar utilizando burbujeo constante de nitrégeno, el volumen final fue de
aproximadamente 0.25 mL; una vez evaporadas, se tom0 una alicuota para su
analisis. Las muestras se analizaron en chromarods S-Ill previamente hidratados en

una camara con humedad al 7%, utilizando una fase movil compuesta de hexano:
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acetato de etilo: dietil eter: acido férmico (91:6:3:1) durante 30 min. Los chromarods
fueron leidos a 30 cm mint con un flujo de hidrégeno de 160 mL mint y de aire de
2000 mL min?. La identificacion se hizo por comparacién de los tiempos de
retencidn contra los de estandares externos especificos para cada clase (Sigma, St.
Louis, USA), y la concentracion se calculé basandose en las areas de los

estandares externos generadas en los cromatogramas.

Metales pesados. Muestras de liofilizado y harinas se transfirieron a tubos de teflon
y se digirieron con 70% de acido nitrico y 30% peréxido de hidrégeno en un horno
de microondas (Marte 5x, CEM, Matthew, NC, EE.UU.). La concentracion total de
mercurio, cadmio y plomo se cuantificaron utilizando un sistema de hidruro (HG
3000, GBC, Australia) acoplado a un espectrofotometro de absorcion atémica
(XplorAA, GBC, Braeside, Australia). La técnica de vapor frio se us6 para el
mercurio, Yy la generacion de hidruro para cadmio y plomo (Tsalev et al., 2000). Los
valores analiticos estuvieron dentro del rango de valores certificados, y la

recuperacion de los metales se estimé como 290%.

Productos de oxidacion de lipidos. El contenido de hidroperéxidos (HPO) se
estim6 del extracto de cloroformo—metanol por el método de tiocianato férrico
(Mihaljevic et al., 1996), cuya reaccién fue leida en espectrofotbmetro a una longitud
de onda de 505 nm, usando hidroperéxido de cumeno como referencia. El
malondialdehido (MDA) fue medido por espectrofotometria usando el kit comercial
MDA-586 (OxisResearch Inc. Portland, Oregon, EU) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. EI MDA fue cuantificado mediante la reaccion con un
agente cromogénico (N-metil-2— fenilindol) que caus6 una intensa coloracién
(carbocianina) y que tiene un maximo de absorcion a 586 nm. El material de

referencia utilizado en esta prueba fue 1,1,3,3—tetrametoxipropano.
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6.1.4 Anélisis estadistico

Se llevd a cabo el analisis de normalidad y homocedasticidad de varianzas de los
datos utilizando las pruebas de Lillieford y Bartlett (Ott, 1992; Sokal, 1995). Los
datos presentaron un comportamiento normal y sus varianzas fueron homogéneas,
por lo que se les analiz6 mediante un ANOVA bifactorial para comparar entre
materias primas y el proceso de produccion. Cuando existieron diferencias
significativas, se realizdé la comparacion de medias de Tukey, con un nivel de
confianza del 95%. Los analisis se llevaron a cabo utilizando el software Statistica
8.0 considerando, como valores signifactivos de P, aquellos menores que 0.05 (Zar,
1984).

6.2 Objetivo particular 2. Sustitucion de la harina de pescado en alimentos
para camaron
6.2.1 Organismos y sistema de cultivo

Bioensayo de crecimiento. Se llevo a cabo este experimento en el Laboratorio de
Nutricion Experimental del CIBNOR. Se utilizaron juveniles de camaron L. vannamei
que fueron aclimatados al manejo y condiciones del laboratorio por 4 semanas
dentro de tanques de fibra de vidrio con capacidad de 1,500 L, a una temperatura
de 27°C y salinidad de 39%o; alimentados dos veces al dia (10:00 y 17:00h), dando

el 50% de la racién en la mafiana y el otro 50% por la tarde.

El sistema de cultivo consistio en acuarios de fibra de vidrio con una
capacidad de 60 L (34 x 55 x 38cm) que se abastecen de agua de mar filtrada a
través de filtros de arena, de cartucho (10, 5y 1 uym) y de luz ultravioleta. Cada
acuario estuvo equipado con piedras de aireacién que permiten oxigenar el agua
con la ayuda de mangueras de plastico alimentadas por un soplador de 5 HP. Los

acuarios se cubrieron con una malla mosquitera para evitar la fuga de organismos.



48

La temperatura del agua en los acuarios se controldo con calentadores
sumergibles de 150W con precision de +0.5°C. La iluminacién del sistema
experimental se hizo con lamparas de nedn controladas conr un temporizador a fin
de mantener una fotofase de 12h de luz, a partir de las 6:00 AM a lo largo del

experimento.

Bioensayo de digestibilidad. Para éste se usaron camarones con peso promedio
de 9.51£0.1 g, los cuales estaban distribuidos en acuarios de fibra de vidrio (45
acuarios en total) como los descritos antes, a una densidad de 4 animales por
acuario. Los acuarios de cada tratamiento fueron distribuidos aleatoriamente en la
unidad experimental. Diariamente se monitorearon los parametros fisicoquimicos
del agua de los acuarios como temperatura y oxigeno disuelto, y salinidad
semanalmente. Se realizo la limpieza de los acuarios por con un sifén, eliminando
exoesqueletos de mudas, organismos muertos, heces excretadas durante la noche

y restos de alimento, y se hizo un recambio del 60% del volumen total de agua.

Estas operaciones se realizaron por la mafiana antes de ofrecer la primera
alimentacion; los organismos se alimentaron a las 9:00, 13:00 y 17:00 h, procurando
dejar una pequefia cantidad excedente (aproximadamente el 5% de la biomasa en
cada acuario). Los camarones fueron aclimatados durante 7 dias a los alimentos

con oOxido crémico (marcador inerte) antes de iniciar la colecta de heces.

6.2.2 Formulacién y fabricacién de alimentos

La formulacién de los alimentos se realiz6 con el programa NutrionMR, a fin de cubrir
los requerimientos nutricionales del camarén. En la formulacién de los alimentos
experimentales, se empled la base de datos generada con los resultados de la
composicion quimica proximal de los distintos ingredientes a utilizar en el alimento
control y las harinas de subproductos. Los alimentos se elaboraron en la Planta de
Alimentos del CIBNOR basandose en el método reportado en Civera y Guillaume
(1989).
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Los macroingredientes (harina integral de trigo, pasta de soya y harina de
pescado) se pulverizaron y tamizaron individualmente a 250 ym. Se mezclaron
primero los macroingredientes secos en una mezcladora vertical con capacidad de
1.5 L por un periodo de 10 minutos. Aparte, se hizo una premezcla de los
microingredientes (&cido alginico, vitamina C, cloruro de colina, premezclas de
vitaminas y minerales), mismo que se mezclaron por 10 min. Posteriormente, se
mezclaron los macroingredientes con los microingredientes por 10 minutos mas.
Paralelamente, con la ayuda de una cuchara se mezclaron manualmente la lecitina
de soya y el BHT, y se incorporaron a la mezcla de ingredientes secos, mezclando
por 5 minutos. Una vez pasado ese tiempo, se agreg6 agua a temperatura ambiente,
a razon de aproximadamente 35% del peso de los ingredientes sdlidos. La masa
resultante se extruyé en dos ocasiones en un molino de carne de 3/4 HP equipado
con un dado de 2.0 mm de diametro. La primera extrusion se hizo de forma rapida
para texturizar la masa, y la otra méas lenta para dar forma y compactacion, cortando
los espaguetis resultantes manualmente con la ayuda de una espatula (Figura 14)
fin de obtener pellets de aprox. 0.5 cm de longitud, mismos que fueron secados en
una estufa a 45°C con ventilacién hasta que el contenido de humedad fuera de 9-
10%. Posteriormente, los alimentos se embolsaron, etiquetaron y se almacenaron

en refrigeracion (4°C) hasta su uso.
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Figura 14. Extruido y cortado de pellets para el bioensayo de crecimiento

6.2.3 Disefio experimental

Bioensayo de crecimiento. Se disefiaron 6 alimentos para camarén donde se
sustituy6 totalmente la harina y el aceite de pescado, con las harinas producidas a
partir de visceras de calamar, visceras de hacha y macarela, cocidas y secadas.
Ademas, se utilizé6 un alimento comercial (sin aceite de pescado) y un alimento
control producido con harina de sardina. A continuacidén se enlistan los alimentos
utilizados en el bioensayo de crecimiento (la composicién de ingredientes se
muestra en la Tabla IX).

1. Alimento control (32% PC, 6.2% lipidos), con harina de sardina (HS).
2. Alimento con sustitucion total de HS por harina de visceras de hacha
secadas.

3. Alimento con sustitucion total de HS por harina de visceras de hacha cocidas.
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4. Alimento con sustitucion total de HS por harina de visceras de calamar
secadas.

5. Alimento con sustitucién total de HS por harina de visceras de calamar
cocidas.

6. Alimento con sustitucién total de HS por harina de macarela entera secada.

7. Alimento con sustitucién total de HS por harina de macarela entera cocida.

8. Alimento comercial PURINA (Camaronina 35% PC).

El bioensayo de crecimiento durd 45 dias, durante los cuales se realizaron
biometrias al inicio y cada 15 dias. Cada tratamiento alimenticio cont6 con cuatro
réplicas. El experimento se inicid con 360 camarones seleccionados con base en
su peso (0.3 g promedio), que se distribuyeron de forma aleatoria en 36 acuarios a

una densidad de 10 camarones por acuario.

Durante el bioensayo las variables ambientales como temperatura y oxigeno
disuelto fueron monitoreadas diariamente (27+0.3°C, 6+0.5 mg L%,
respectivamente), como se muestra en la Figura 15, y salinidad semanalmente
(37+0.5%o). El fotoperiodo se control6 a 12:12 h luz: oscuridad. Se tomaron muestras
de agua en acuarios de cada tratamiento a 1, 15, 30 y 45 dias de iniciado el
experimento, para la determinacion de nitritos, nitratos y amonio, mismos que fueron
analizados siguiendo las técnicas de Strickland y Parsons (1972) adaptadas segun
el Manual de Métodos de Lachat Instruments con los métodos QuickChem No. 31-
107-04-1A para nitritos y nitratos, y el método No. 31-107-06-1B para el amonio.
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Tabla IX. Composicion en ingredientes (g 100g* de materia fresca) de los alimentos
elaborados para el bioensayo de crecimiento con camarones (Exp. LV1302-C).

Ingredientes 1 2 3 4 5 6 7
H. de pescado? 32.00 -- -- -- -- -- --
H. experimental? -- 32.0 32.00 32.00 32.00 32.00 32.00
H. integral de trigo3 42.18 46.68 29.38 30.68 31.48 31.48 27.28
Pasta de soya* 17.5 13.00 30.30 29.00 28.20 28.20 32.40
Acido alginico® 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Lecitina de soya® 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
Prem. de 180 180 180 180 180 1.80 1.80
vitaminas

FDS8 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20
Prem. de 050 050 050 050 050 050  0.50
minerales

Cloruro de colina®® 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitamina C! 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
BHT 12 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

!Sardina Monterrey, Conservera San Carlos, Puerto San Carlos, B.C.S,,
México.?Elaboradas en el Laboratorio de NutricionAcuicola, CIBNOR. 3Central de Abastos
de LaPaz, B.C.S., México.*Promotora Industrial Acuasistemas, S.A. de C.V. LaPaz, B.C.S.,
México.’Sigma-Aldrich 180947-05031-1, St. Louis, MO, EUA. ®Restaurant vegetariano Rey
Sol, La Paz, B.C.S., México. "VITCRU1301: Acetato de vitamina A, 15000 IU; D3, 7500 IU;
E, 400 mg; Kz, 20 mg; Tiamina monohidrato, 150 mg; riboflavina, 100 mg; piridoxina HCI,
50 mg; acido pantoténico, 100 mg; niacina, 300 mg; biotina, 1 mg; inositol, 500 mg; acido
félico, 20 mg; cianocobalamina, 0.1 mg. 8Fosfato dibasico de Sodio, SIGMA-ALDRICH #
cat. S0876, Sigma Co. St. Louis, MO, EUA. °MINCRU1301, 62% agente activo (g/kg
alimento): MgSO,7H,0, 0.5; ZnS047H.0, 0.09; KClI, 0.5; MnCl»4H,0, 0.0234; CuCl,2H0,
0.005; KI, 0.5; CoCl»6H.,0, 0.0025. 1°35% agente activo, ICN # cat. ICN101386 ICN
Biomedicals Inc., Aurora, OH, EUA. 'ROCHE, D. F., México.'?Butil-hidroxi-tolueno, ICN #
cat. 101162, ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH. EUA.
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Figura 15. Monitoreo de temperatura y oxigeno disuelto en los acuarios.

Al inicio del bioensayo, el alimento se suministr6 a razén del 15% de la
biomasa total de los organismos en cada acuario, y posteriormente, se ajusto en
funcién del consumo diario, a manera de que siempre hubiera un excedente. El
alimento se distribuyd en dos raciones diarias (50% 10:00 am y 50% 17:00 pm). El
consumo aparente de alimento fue cuantificado por apreciaciéon visual. Las mudas
y las heces se extrajeron de los acuarios todos los dias por la mafiana (09:00) y
posteriormente se realizaba un recambio de agua equivalente al 80% del volumen

total.

Bioensayo de digestibilidad. Para determinar la digestibilidad de los ingredientes
(harinas de subproductos) se utilizé el método de Cho y Slinger (1979) para lo cual
se elabor6 una premezcla de referencia. El alimento de referencia estuvo
compuesto en 100% de esta premezcla, mientras que los seis alimentos restantes

estuvieron compuestos por 70% de la premezcla de referencia y 30% de cada una
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de las harinas experimentales, esta para determinar la digestibilidad de los
ingredientes. Para determinar la digestibilidad de los alimentos del bioensayo de
crecimiento, se elaboraron 6 alimentos con la misma metodologia y formulacion que
los del bioensayo de crecimiento, y simplemente se sustituy6 1% del harina de trigo
integral por oxido cromico como marcador, en total se evaluaron 15 alimentos, cada

uno con 3 réplicas.

Las heces se colectaron con sifon tres veces al dia en cada acuario utilizando
una manguera de plastico de 5 mm de didmetro (Figura 16) y en un periodo no
mayor a los 90 min después de cada alimentacion. Las heces colectadas se
enjuagaron ligeramente con agua destilada, y se congelaron hasta completar la
cantidad necesaria (15 g heces humedas por acuario), y posteriormente se
congelaron a -80°C y liofilizaron durante aprox. 72 h. Los andlisis quimicos de 6xido
cromico y nutrientes de alimentos y heces se realizaran al menos por triplicado,
siguiendo los métodos de Furukawa y Tsukahara (1966) y la AOAC (2005).

Figura 16. Colecta de heces de camardén (a) y apariencia de heces con o6xido
cromico (b).



55

6.2.4 Criterios de evaluacioén

Bioensayo de crecimiento. Los organismos fueron pesados individualmente en
una balanza (OHAUSMR, QT-200) con una precisiéon de 0.001 g, eliminando el
exceso de agua del cuerpo del camaron por medio de papel absorbente. Se
calcularon los indices zootécnicos y de utilizacion del alimento mas comunes,

usando las férmulas que se describen a continuacion:

Supervivencia =

(No. final de organismos / No. inicial de organismos) x 100 (2)

Consumo aparente de alimento =

Alimento suministrado — Alimento consumido* (2)
*Estimacion visual del peso alimento residual en los acuarios

Factor de conversién alimenticia (FCA) =

Alimento aparente consumido (g) — Incremento de peso corregido (3)

Incremento de peso corregido =

[Biomasa final+(((Peso final+Peso inicial )/2)x No de muertos)]-Biomasa inicial. (4)

Eficiencia proteica =

Incremento de peso corregido (g) / Proteina aparente consumida (g) (5)

Bioensayo de digestibilidad. Los coeficientes de utilizacion digestiva aparente
(CUDA) de la materia seca (DAMS), de proteina (DAP) del alimento de referencia
fueron calculados usando las siguientes ecuaciones (Cho y Slinger, 1979):

% DAMS =100 - 100 (% Cr en alimento / % Cr en heces) (6)

% DAP = 100 - 100 (% Cr en alimento / % Cr en heces) x (% PC en heces/ %
PC en alimento) (7)
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Donde: Cr = éxido cromico; PC = % de proteina cruda.

Para el caso de los ingredientes experimentales (IE), los coeficientes de
digestibilidad aparente de la materia seca (DAMS), de la proteina (DAP) se

calcularon usando las siguientes ecuaciones (Bureau y Hua, 2006):

% DAMS = DAMS en alimento de prueba + [(DAMS alimento de prueba —
DAMS alimento de referencia) X (0.7 x MS en alimento de referencia / 0.3 x
MS IE)] (8)
% DAPIE = DAP en alimento de prueba+ [(DAP en alimento de prueba — DAP
en alimento de referencia) X (0.7 x PC en alimento de referencia / 0.3 x PC

IE)] (9)

Donde: IE = ingrediente experimental; MS = % de materia seca, PC = % de proteina

cruda (base humeda).

6.2.5 Anélisis de muestras

Bioensayo de crecimiento. Para realizar los andlisis quimicos en musculo de
camaron, se seleccionaron 3 organismos de cada acuario (12 por tratamiento) en
estadio de intermuda C, y se congelé a -20°C. Posteriormente, con ayuda de un
bisturi, se hizo un corte transversal del primer segmento abdominal, sobre un bloque
de hielo para evitar que se descongelara el tejido. Se pesé 100 mg de musculo en
una balanza analitica y se colocé dentro de un vial con 6 mL de solucién Folch. Las
extracciones y determinaciones se realizaron por triplicado como se describe en la
seccién de andlisis. El resto del musculo fue liofilizado y utilizado para analisis de
proteina cruda.

Ademas de los analisis de composicidon bioquimica, se realizaron andlisis
microbiolégicos al final del bioensayo, para lo cual se utilizaron 3 organismos de
cada tratamiento, los cuales fueron homogenizados juntos para conformar una

mezcla de donde se obtuvieron las muestras analiticas. La determinacion de
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coliformes totales se hizo de acuerdo a la Norma NMX-AA-42-1987 adaptada. La

preparacion de las muestras se realizé de la siguiente manera:

Se inocularon una serie de 10 alicuotas en medio lactosado de doble
concentracion y 1 mL y 0.1 mL de muestra en medio lactosado de simple
concentracion. Estas se incubaron por 48 horas a una temperatura de 351 °C. Se
hizo la primera revision a las 24+2 h. Se registr6 como reaccion positiva aquellos
tubos que presentaron efervescencia, turbidez y/o formacién de gas en el interior
del tubo invertido (Durham) lo que indico crecimiento bacteriano. Aquellos tubos que
no mostraron ninguno de los cambios antes mencionados se consideran negativos.
Los tubos negativos se reincubaron hasta cumplir 4813 h y se realiz6 la segunda
revision a las 48+3 h, y se registré6 como reaccién positiva lo sefialado para esto
anteriormente. Aquellos tubos que no mostraron ninguno de los cambios antes

mencionados se consideran negativos y se desecharon.

Las muestras preparadas para coliformes totales también se usaron para
analizar bacterias Heterétrofas marinas, hongos y levadura, y conteo de bacterias
del género Vibrio utilizando la técnica de cuenta de colonias por inoculacion en
superficie por dispersion con triangulo de vidrio. Para esto se tomé 0.1 mL de
muestra debidamente homogenizada (diluciéon 10:1) y se inocularon en placas de
agar de acuerdo al andlisis requerido, dispersando la muestra sobre la caja con un
triangulo de vidrio, las cuales se incubaron por 48 horas a una temperatura de 35+1
°C. Se registraron todas las colonias que crecieron sobre los respectivos medios de
cultivo. Los medios de cultivo empleados fueron: agar Sabouraud (Levaduras), agar

TCBS (Bacterias genero Vibrio), y Agar 2216 (Bacterias heterotrofas marinas).

Bioensayo de digestibilidad. El 6xido crémico se utilizé como marcador inerte, en
virtud de que permite desarrollar pruebas de digestibilidad sin necesidad de colectar
la totalidad de la excretas de los animales. La técnica para cuantificar el porcentaje
de o6xido cromico (Furukawa y Tsukahara, 1966) se realiz6 pesando por
sextuplicado 50 mg de las muestras de alimentos y heces finamente molidas, las

cuales se colocaran en tubos de digestion aforados a 100 mL, adicionando 5 mL de
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acido nitrico HNO3 (90%) por tubo. Los tubos se colocaron en un monoblock de
digestion (AMI 500, Scientific Pty Ltd., Australia, CA) a 120°C de temperatura por
90 min; la primera etapa del proceso concluye con un cambio a color verdoso
esmeralda claro de la solucion. Con los tubos ya frios, se adicionaron 3 mL de acido
perclorico (70%) iniciando con ello una segunda digestion a 203°C durante 120 min
(tiempo durante el cual la solucion debe virar del color verde inicial a un amarillo
limén). Al final de la reaccion, y con los tubos frios, se observa un anillo rojo en la
superficie de la solucién. Por ultimo, se utilizaron matraces volumétricos de 100 mL
(conteniendo la solucién final de la digestion) los cuales se aforaron con agua
destilada. Se tomaron muestras de la solucion aforada y se ley6 su absorbancia a
350 nm en un espectrofotdmetro Beckman DU640 (Brea, CA, EUA).

Los célculos para obtener la concentracion de 6xido crémico en las muestras

se desarrollaron con la siguiente férmula:
X=((Y-0.0032)/0.2089)) (10)

Los valores 0.0032 de la ordenada al origen y 0.2089 de la pendiente de una linea

recta son constantes. En donde:
X = cantidad de 6xido de cromo presente en la muestra; Y = absorbancia
En donde: % Oxido cromico =100 x ( X/ a) (11)

A = Peso de la muestra

6.2.6 Andlisis estadistico

Se llevo a cabo el analisis de normalidad y homocedasticidad de varianzas de los
datos utilizando las pruebas de Lillieford y Bartlett (Ott, 1992; Sokal, 1995). Los
datos que presentaron un comportamiento normal y sus varianzas fueron
homogéneas se analizaron mediante ANOVA, para comparar los parametros

zootécnicos, de utilizacion del alimento, composicion de musculo y hepatopancreas,
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asi como de los coeficientes de digestibilidad, de. Cuando existieron diferencias
significativas, se realizé la comparacion de medias de Tukey, con un nivel de
confianza del 95%. Los analisis se llevaron a cabo utilizando el software Statistica
8.0 considerando, como valores signifactivos de P, aquellos menores que 0.05 (Zar,
1984).
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6.3 Objetivo particular 3. Inclusién de harinas de subproductos en alimentos

para gallina

6.3.1 Aves en produccion

Se llevo a cabo un experimento con gallinas de postura en la unidad avicola de la
Universidad Autdbnoma de Baja California Sur (UABCS). Se utilizaron 108 gallinas
de la raza Bovans white de aprox. 28 semanas de edad, propiedad de la UABCS.
Las gallinas ya estaban habituadas a las instalaciones y al alimento control, por lo

gue no fue necesario un periodo de adaptacion.

6.3.2 Fabricacién de alimentos

La UABCS proporcioné alrededor de 400 kg de alimento, con el cual diariamente
alimentan a las gallinas de postura y que sirvi6 como alimento control. La
composicidon de ingredientes de este alimento se muestra en la Tabla X. A partir de
este alimento se fabricaron 8 alimentos experimentales, los cuales contenian 5% de
harinas experimentales y 95% del alimento control, por lo que no fue necesario
hacer una formulacion, sino que simplemente se consider6 a las harinas

experimentales como un aditivo.

Para fabricar los alimentos experimentales se colocaron 9.5 kg del alimento
control en una batidora con capacidad para 20 kg y se inici6 el mezclado a baja
velocidad afiadiendo gradualmente 0.5 kg de harina de subproductos; una vez
vertida esta cantidad, se continu6 mezclando por 10 min. Al final de la fabricacion,
cada uno de los alimentos se dividio en tres lotes, uno de los cuales se llevo a la
unidad avicola para su uso, mientras que los otros dos se guardaron en refrigeracion

a 4°C para ser usado posteriormente.
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Tabla X. Composicion de ingredientes de alimento control UABCS para gallina.

Ingrediente Nivel de inclusion (%)
Maiz (grano) 53.0
Pasta de soya 26.0
Suplemento comercial 3.0
Sebo bovino 6.8
Calcio (granulado) 10.6
DL-Metionina 0.6

6.3.3 Disefio experimental y condiciones de produccion

Se disefiaron 8 alimentos experimentales para gallina donde se adicion6 5% de
harinas de subproductos producidas a partir de visceras de calamar, visceras de
hacha, cabezas de camardn y macarela, todas ellas producidas por coccién-secado
y solamente secado. No se uso6 harina ni aceite de pescado en la elaboracion del
alimento control. A continuacién se enlistan los alimentos utilizados en el

experimento con gallinas de postura:

Alimento control (Sin harina ni aceite de pescado).

Alimento con 5% de harina de visceras de hacha secadas.
Alimento con 5% de harina de visceras de hacha cocidas.
Alimento con 5% de harina de visceras de calamar secadas.
Alimento con 5% de harina de visceras de calamar cocidas.
Alimento con 5% de harina de cabezas de camardn secadas.
Alimento con 5% de harina de cabezas de camaron cocidas.

Alimento con 5% de harina de macarela entera secada.

© 00 N o o bk~ WP

Alimento con 5% de harina de macarela entera cocida.
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El bioensayo dur6 21 dias, midiéndose diariamente el consumo de alimento y la
produccion por tratamiento, y una vez por semana se peso a todos los individuos, y
se pesO y midié cada uno de los huevos del dia. Cada tratamiento cont6 con cuatro
réplicas, que fueron jaulas de 30 cm de ancho, 45 cm de alto y 45 cm de
profundidad, cada una de ellas con tres gallinas (Figura 17). Las jaulas estuvieron
equipadas con comederos de canaleta y con separadores de acrilico para evitar que

los alimentos se mezclaran. También se contd con bebederos automaticos de tazon.

La alimentacion se llevd a cabo ofreciendo 70% de la racion a las 9:00 am,
y el 30% restante a las 5:00 pm. La temperatura media en la caseta fue de 29°C, y

se manejo un fotoperiodo de 16 horas luz (6:00 am a 10:00 pm).

Figura 17. Unidad experimental en granja avicola de la UABCS.
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6.3.4 Criterios de evaluacioén

Las gallinas, alimentos y produccion diaria se pesaron en una balanza comercial de
acero inoxidable (TORREY, modelo LEQ: 5/10); mientras que los huevos fueron
pesados individualmente en una balanza (OHAUS, QT-200) con una precision de
0.001 g. Se calcularon los indices zootécnicos y de utilizacion del alimento mas

comunes, usando las formulas que se describen a continuacion:
Postura (%)=
(NUumero de huevos puestos / Numero de gallinas) x 100 (12)
Produccion diaria (kg diat)=
Produccién total de huevo (kg) / Duracion del bioensayo (dias) (13)
Consumo diario (g diat)=

(Alimento consumido total (g)/ Duracion del bioensayo (dias))/Numero de

gallinas (14)
Factor de conversion alimenticia (FCA):

Produccion de huevo (kg) / Alimento consumido (kg) (15)

Al finalizar el experimento se llevé a cabo un panel de evaluacién sensorial
de los huevos producidos, el cual conté con 60 personas, no entrenadas, quienes
consumian huevo al menos 1 vez por semana. Se les pidié a los panelistas que
probaran una porcién de un huevo cocido (en agua por 12 min) de cada tratamiento,
y diera un valor de 1 (equivalente a desagrado) a 5 (equivalente a satisfaccion)
segun su apreciacion de olor, color sabor y consistencia del huevo (Figura 18).
También se les solicitd evaluaran la coloracion de la yema cruda con base en la
escala de color del abanico DSM (Figura 19), que va de un valor de 1, que es un

color amarillo palido, hasta 15, que equivale a un color naranja intenso.



Figura 18. Evaluacion de caracteristicas sensoriales de huevo cocido.

Figura 19. Valoracion de color de yema en huevo crudo con abanico de colores.
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6.3.5 Toma de muestras para andlisis bioquimicos

Para realizar los analisis de lipidos en yema de huevo, se seleccionaron 3 huevos
del dia 21 de cada tratamiento. Posteriormente, con ayuda de una pipeta Pasteur,
se perford la yema, y se succiono, vaciando de 200 a 300 mg dentro de un vial con
6 mL de solucién Folch. Las extracciones y determinaciones se realizaron por
triplicado, como se describe en la seccion de analisis. Para los andlisis proximales

fue necesario liofilizar siete huevos de cada tratamiento.

6.3.6 Analisis estadistico

Se llevé a cabo el analisis de normalidad y homocedasticidad de varianzas de los
datos utilizando las pruebas de Lillieford y Bartlett (Ott, 1992; Sokal, 1995). Los
datos presentaron un comportamiento normal y sus varianzas fueron homogéneas
se analizaron mediante ANOVA, asi como con la prueba de comparacion multiple
de medias de Tukey, de los resultados de utilizacion del alimento y composicion de
huevo. Los resultados del analisis sensorial se hizo una comparacién maitiple de
muestras independientes mediante ANOVA No paramétrica de Kruskal-Walis. Los
andlisis se llevaron a cabo utilizando el software Statistica 8.0 considerando un valor
de significancia menor a 0.05 (Zar, 1984).
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7. RESULTADOS.

7.1 Objetivo particular 1. Composicién bioquimica de harinas procesadas
7.1.1 Quimico proximal

La macarela entera cruda presentd el mayor contenido de proteina (67%) (Tabla
Xl), seguida por las cabezas de camaron café (63%) y visceras de calamar (53%),
siendo las visceras de hacha las de menor contenido de proteina (50%). No
obstante, la harina de macarela secada también presentd menos proteina (proteina
después del proceso de secado = 53%) en comparacion con la materia prima cruda.
Un efecto similar se observé en las harinas de cabezas de camaron café, con un
pequefio decremento significativo a 59% de proteina en la harina secada y a 54%
en harina cocida tal como se puede apreciar por la interaccion significativa, el efecto
del procesado no fue generalizado dado que no hubo diferencias en el contenido de
proteina entre las visceras de hacha y calamar crudas con respecto a las harinas
elaboradas por secado y coccion, incluso hubo un ligero incremento para la harina
de hacha secada. El extracto etéreo (EE) en materias primas crudas fue mas alto
en visceras de calamar (18.5%), seguido de macarela (14.5%), visceras de hacha
(6.4%) y cabezas de camaron (4.5%). Tal como lo muestra la interaccion
significativa, el procesamiento actué de diversas maneras entre las materias primas,
la coccion redujo el EE en 20% en la harina de macarela 'y en 15% en la de visceras
de calamar. Por otro lado, la coccién no afectd6 de manera significativa el EE en
visceras de hacha y cabezas de camarén, mientras que se observé un incremento
del EE en las harinas producidas por secado en comparacion a la materia prima
cruda. El contenido de fibra cruda fue bajo en casi todas las materias primas (<1%),
excepto en cabezas de camaroén (8.6%). Por efecto de la coccién se observé un
aumento significativo del 46% en el contenido de fibra en la harina de cabezas de
camaron. Por otra parte, en la harina de macarela cocida la fibra no fue detectable,

aun cuando si lo fue en el material crudo y la harina secada.
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Tabla XI. Composicion proximal (%) y energia bruta en subproductos marinos

crudos, y sus harinas secadas, o cocidas.

Macarela  Visceras Visceras de Cabezas de ANOVA
entera de hacha calamar camaron gSM EP SMxEP
Humedad
Crudo 69.7+£0.1°¢ 77.3+0.22 70.7+0.3° 77.3x0.12
Harina secada 6.7+0.3° 7.5+0.2¢ 7.6+0.2¢ 6.1+0.1° e *
Harina cocida 6.7+0.1° 6.6+0.2° 7.0+0.2¢% 5.6+0.2
Proteina cruda
Crudo 66.8+£0.32 50.1+0.1f 52.6+0.3% 62.8+0.3°
Harina secada 52.5+0.2% 52.7+0.3¢ 52.1+0.4¢ 59.4+0.2° RO Rk *x
Harina cocida 47.4+0.29 49.9+0.3f 52.7+0.2% 53.5+0.3¢
Extracto etéreo
Crudo 14.5x0.1° 6.4+0.1" 18.5+0.2° 4.5+0.21
Harina secada 16.0+0.1° 8.2+0.19 23.5+0.22 5.0+0.1' o *
Harina cocida 11.8+0.2f 6.7+0.1" 15.4+0.1¢ 4.8+0.2
Fibra cruda
Crudo 0.2+0.01%f  0.1+0.01° 0.7+0.2° 8.6+0.3°
Harina secada 0.3+0.01%"  0.5+0.1¢d® 0.7+0.1° 8.6+0.2° RO **
Harina cocida ND 0.4+0.1¢de 0.5+0.1% 12.6+0.22
Cenizas
Crudo 9.7+0.1f 20.9+0.2°¢ 6.9+0.1" 20.8+0.2°¢
Harina secada 9.0+0.19 21.1+0.2° 6.9+0.1" 22.3+0.2° O ow **
Harina cocida 10.9+0.1° 18.9+0.1¢ 6.4+0.1" 26.2+0.12
E.L.N.
Crudo 8.8 22.7 21.3 3.3
Harina secada 22.2 17.5 16.8 4.7
Harina cocida 29.9 24.1 25.0 2.8 - _
Energia bruta (kcal/g)
Crudo 5.2+0.02° 4.0£0.01° 5.5£0.012 3.8+0.03%
Harina secada 5.2+0.01° 3.940.01°¢ 5.3+0.03%  3.8+0.04¢¢ **  * NS
Harina cocida 5.1+0.01° 4.1+0.01° 5.2+0.02° 3.7+0.01°

Resultados en peso seco, excepto humedad (medias + DE; n = 3). Extracto libre de
nitrégeno, sin andlisis estadistico. Medias compartiendo al menos un literal, no son
significativamente diferentes (p < 0.05). SM = Subproducto marino; EP = Efecto del proceso;
ND = No detectado; ** = p < 0.01; * = p < 0.05; NS = No significativo.
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El contenido de cenizas fue similar en las visceras de hacha y cabezas de
camarén crudas (~20%), seguidas de macarela (9.7%) y visceras de calamar
(6.9%). Tal como lo indica la interaccion, las cenizas disminuyeron
significativamente en un 9% en la harina cocida de visceras de hacha, en contraste
con lo sucedido en harinas cocidas de cabezas de camardon y macarela, en donde

aumento en un 26% y 12%, respectivamente.

Las visceras de calamar mostraron un contenido significativamente mayor de
energia bruta, seguidas por la macarela, las visceras de hacha y cabezas de
camarédn. En cuanto al efecto de los procesos de produccion de harina, s6lo hubo
una ligera disminucion significativa del 5.5% en las harinas de visceras de calamar

cocidas.
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7.1.2 Lipidos totales

Los resultados de lipidos totales (Tabla XllI) en las materias primas crudas mostraron
valores relativamente similares a los de extracto etéreo en visceras de hacha (7.4%
y 6.4%) y visceras de calamar (20.4% y 18.5%), pero valores mas bajos en macarela
(11.7% y 14.5%) y méas altos en cabezas de camarén (9.1% y 5.0%). En la
comparacion de procesos de produccion de harina se observdé una pérdida
significativa de lipidos debido a la coccién (13-40%) en todas las materias primas.
Por otro lado, en la harinas secadas los valores se mantuvieron similares al de la

materia prima cruda, excepto en visceras de calamar, que disminuy6 en un 15%.

7.1.3 Clases de lipidos

La composicion lipidica de la macarela cruda se caracterizo por 22% triacilglicéridos
(TAG), 4% diacilglicéridos (DAG), 7% acidos grasos libres (AGL), 11% esteroles
libres (ESL), 3% esteroles esterificados (ESE) y 50% fosfolipidos (FL), ademas
niveles indetectables de lipidos polares no identificados (LPN), como lo muestra la
Tabla XII. La coccién disminuy6 los TAG a 1% y los FL a 20% de los lipidos totales,
probablemente hidrolizandolos y produciendo monoacilglicéridos (MAG) y LPN, que
incrementaron a 11% y 41%, respectivamente. Los DAG y AGL permanecieron
similares a los encontrados en la macarela cruda. Los ESE disminuyeron a niveles
no detectables después de la coccién, mientras que los ESL incrementaron a 12%.
Asi mismo, en la macarela secada, los TAG también disminuyeron de 23% a 14%,
los FL de 50% a 29%, y los ESE de 5% a 2%.

El proceso de degradacion de lipidos no fue igual para los otros
subproductos, los cuales tuvieron menores niveles de TAG que la macarela cruda.
Las visceras de calamar crudas tuvieron 13% de TAG, las visceras de hacha 12%
y las cabezas de camaron 7%. Los niveles de TAG disminuyeron significativamente
con la coccion y el secado, excepto en las cabezas de camardn. La hidrdlisis de

TAG y FL mostré afectar de manera similar ya sea por secado o por coccion,
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aumentando los AGL por ambos métodos, como resultado de esta hidrolisis. Sin
embargo, las variaciones en las clases de lipidos no siguen el mismo patron por
efecto del secado o la coccidén dependiendo del tipo de materia prima. Por ejemplo,
las visceras de calamar crudas tienen 53% de FL que disminuyen a 20% debido a
la coccidn, y a 39% debido al secado, mientras que en visceras de hacha crudas
hay 39% de FL que no fueron afectados por el secado, pero si disminuyeron a 20%
por la coccién. Las cabezas de camaron tenian 66% de FL que disminuyen con
ambos métodos (a 38% por coccion y a 25% por secado). Como en macarela, la
disminucién de FL durante la coccion es atribuible a hidrélisis, dado que DAG y
MAG, productos de la hidrélisis de TAG o FL, también incrementaron en visceras
de calamar y de hacha cocidas. En contraste, tanto la coccion como el secado
produjeron MAG y DAG, reduciendo los TAG y FL a niveles similares en las cabezas

de camaron.

La concentracion de ESL fue significativamente menor en visceras de hacha
y mas alta en visceras de calamar (11 y 21% de los lipidos totales), pero los ESE
fueron mayores en visceras de hacha crudas (12%) y cabezas de camaron (8%), y
mas bajos en macarela (3%). Los ESE diminuyeron a niveles por debajo del limite
detectable en las dos harinas de visceras de hacha, y en visceras de calamar y
macarela cocidas, con un aumento colateral de los ESL, probablemente resultado

de hidrdlisis.
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Tabla XIlI. Clases de lipidos (g 100 g') en subproductos marinos crudos, y sus

harinas secadas, o cocidas.

Macarela  Visceras de Visceras de Cabezas de ANOVA
Entera hacha calamar camar6n SM EP SMxEP
Lipidos totales
Crudo 11.7+1.0¢ 7.4+0.4¢ 20.4+1.12 9.1+0.5¢
Harina secada 11.8+0.5¢ 6.9+0.1°¢ 17.0+0.4° 8.8+0.69¢  ** x* o
Harina cocida 9.7+0.2¢ 5.5+0.3f 12.2+0.4° 7.9+0.5¢
Triacilglicéridos
Crudo 2.6+0.52 0.9+0.1° 2.7+0.12 0.6+0.1¢
Harina secada 1.6+0.1° 0.1+0.03° 0.4+0.1¢% 0.7+0.3 *x Rk *x
Harina cocida 0.1+0.05° 0.1+0.01° 0.1+0.02° 0.8+0.1°¢
Diacilglicéridos
Crudo 0.5+0.1°¢ 0.4+0.1¢% 2.310.42 0.04+0.01®
Harina secada 0.2+0.01%  6.2+0.02¢ 0.4+0.04%¢ 0.2+0.1% Fro ok o
Harina cocida 0.4+0.1% 7.0+0.1°¢ 1.1+0.1° 0.2+0.1¢%
Monoacilglicéridos
Crudo 0.1+0.1¢ 0.8+0.1° 0.4+0.1°  0.01+0.002¢
Harina secada 0.7+0.03° 0.1+0.1¢ 0.4+0.1° 0.02+0.01¢  ** ** *x
Harina cocida 1.1+0.12 0.3+0.1° 0.3+0.1° 0.07+0.01¢
Acidos grasos libres
Crudo 0.8+0.4% 0.3+0.1°¢f 1.7+0.4° 1.3+0.1%°
Harina secada 1.9+0.4° 0.5+0.01¢ 2.94+0.62 2.4+0.3¢ *x Rk *x
Harina cocida 0.4+0.1°f 0.8+0.1% 0.9+0.2% 1.6+0.2°
Esteroles esterificados
Crudo 0.4+0.1° 0.9+0.22 0.7+0.1° 0.8+0.1%
Harina secada 0.2+0.1¢ ND 0.2+0.03¢ 0.6+0.2° *x Kk *x
Harina cocida ND ND ND 0.4+0.1¢
Esteroles libres
Crudo 1.3+0.2° 0.8+0.03°¢ 2.3+0.4% 1.9+0.1%
Harina secada 1.2+0.1° 1.3+0.03" 1.9+0.420 1.2+0.2° *x Kk *x
Harina cocida 1.8+0.2° 1.6+0.1° 1.5+0.2° 1.5+0.2°
Fosfolipidos
Crudo 5.8+0.7° 2.9+0.1¢% 10.8+0.92 6.0+0.5°
Harina secada 3.44+0.1° 2.7+0.2% 5.4+0.6° 2.2+0.5¢ Fro ok o
Harina cocida 1.9+0.3% 1.1+0.1¢ 1.1+0.02¢ 2.9+0.2¢%
Lipidos polares no identificados
Crudo ND 0.1+0.1¢ ND 0.3+0.1¢
Harina secada 2.6+0.2°¢ 2.6+0.2° 5.4+0.52 0.6+0.3¢ *x Kk *x
Harina cocida 4.0+0.2° 0.5+0.1¢ 0.5+0.04¢ 0.5+0.1¢

Resultados en peso seco (Mean + SD; n = 3). Medias compartiendo al menos un literal, no
son significativamente diferentes (p < 0.05). SM = Subproducto marino; EP = Efecto del
proceso; ND = No detectado; ** = p < 0.01; * = p < 0.05; NS = No significativo.
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7.1.4 Esteroles

El esterol mas abundante en todas las muestras analizadas fue el colesterol (Tabla
XIIl), que fue similar en visceras de calamar, cabezas de camaron y macarela
crudas (90-94% del total de esteroles), y significativamente menor en visceras de
hacha (38%). El dihidrocolesterol fue el segundo esterol mas comun (2-7%), excepto
en visceras de hacha, en donde el estigmasterol fue el segundo mas abundante
(19%), seguido de brassicasterol (13%), fucosterol (11%), campesterol (6%) y B—
sitosterol (6%). El fucosterol solo fue detectado en visceras de hacha y sus harinas;
asi mismo, el 3-sitosterol estuvo ausente en cabezas de camarédn y el campesterol

en macarela.

Tal como lo muestra la interracion significativa, los procesos de fabricacion
de harina mostraron diferentes efectos dependiendo de la materia prima empleada,
en harinas de visceras de calamar el contenido de colesterol disminuyé de forma
significativa en mayor medida por coccién (50%) que por secado (69%), y en
cabezas de camaron disminuyé de forma similar por ambos procesos (68-76%),
mientras que no hubo efectos significativos sobre las harinas de hacha y macarela.
Asi mismo, el fucosterol disminuy6 en un 82% por secado y en un 76% por coccion
en harina de hacha; en harina de calamar el brassicasterol se redujo 50% por
secado y 25% por coccién, el estigmasterol disminuyo sélo por secado (50%); y el

B-sitosterol no llego a los niveles detectables en harinas de cabezas de camarén.

Las concentraciones de esteroles totales disminuyeron por efecto del secado
en las harinas de macarela (12%) y hacha (19%); la coccion afecté en mayor grado
la harina de calamar, disminuyendo el 48% de los esteroles totales, mientras que el
secado solo disminuy6 el 28%. Por otro lado, ambos procesos tuvieron efectos
similares sobre las harina de cabezas de camarén, disminuyendo el 26-30% del total

de esteroles.
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Tabla XIlI. Esteroles (g 100 g') en subproductos marinos crudos, y sus harinas
secadas, o cocidas.

Macarela Visceras de Visceras de Cabezas de ANOVA
entera hacha calamar camarOn SM EP SMxEP
Dihidrocolesterol
Crudo 0.08+0.01¢  0.2+0.03¢ 0.2+0.02% 0.06+0.02°
Harina secada  0.06+0.01°  0.2+0.02° 0.1+0.04° 0.06£0.01°  ** ** *x
Harina cocida 0.08+0.02¢®  0.3+0.022 0.2+0.03¢ 0.1+0.01°
Colesterol
Crudo 1.6+0.2°° 0.6+0.01¢ 2.6+0.32 2.5+0.12
Harina secada 1.3+0.1°¢ 0.5+0.01¢ 1.8+0.4° 1.7+0.30¢  *x *x *
Harina cocida 1.6+0.1%° 0.6+0.04¢ 1.3+0.1°¢ 1.9+0.3°
Brassicasterol
Crudo 0.02+0.01%  0.2+0.012 0.04+0.01° 0.02+0.01¢%
Harina secada  0.2+0.04%  0.2+0.01° 0.02+0.01%  0.01+0.005¢ ** ** b
Harina cocida 0.01+0.04®  0.2+0.01% 0.03+0.01¢ 0.01+0.002¢
Campesterol
Crudo ND 0.1+0.012 0.05+0.001°¢ ND
Harina secada ND 0.1+0.01% 0.06+0.05° ND K b
Harina cocida ND 0.1+0.042 0.04+0.01° ND
Estigmasterol
Crudo 0.05+0.02°  0.3+0.022 0.04+0.007°  0.04+0.003°
Harina secada  0.04+0.01°  0.3+0.012 0.03+0.01° 0.05+0.03°  **  ** o
Harina cocida 0.04+0.01°  0.3+0.032 0.03+0.002°  0.03+0.005°
B-sitosterol
Crudo 0.01+0.002¢ 0.1+0.01° 0.02+0.002%  0.04+0.01°
Harina secada  0.01+0.003%® 0.1+0.01° 0.02+0.01d ND R Rk o
Harina cocida 0.03+0.01%  0.1+0.012 0.01+0.002° ND
Fucosterol
Crudo ND 0.2+0.012 ND ND
Harina secada ND 0.03+0.003°¢ ND ND *r o kx *x
Harina cocida ND 0.04+0.004° ND ND
Esteroles totales
Crudo 1.7+0.2%° 1.6+0.1°° 2.9+0.32 2.7+0.12
Harina secada 1.5+0.1¢ 1.3+0.03¢ 2.1+0.5° 1.9+0.3¢  *x  *x b
Harina cocida 1.8+0.2°° 1.6+0.1°° 1.5+0.2¢% 2.0+0.3°

Resultados en peso seco (Mean + SD; n = 3). Medias compartiendo al menos un literal, no
son significativamente diferentes (p < 0.05). SM = Subproducto marino; EP = Efecto del
proceso; ND = No detectado; ** = p < 0.01; * = p < 0.05; NS = No significativo.
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7.1.5 Acidos grasos

Los niveles mas altos de DHA (22:6n-3) fueron encontrados en macarela (1.9 g 100
g1 021% del total de acidos grasos) y visceras de calamar (1.9 g 100 g* 0 18% del
total) crudas (Tabla XIV), mientras que se obtuvieron niveles de DHA ligeramente
inferiores (1.5 g 100 g* 0 20% del total) en visceras de hacha y aiin méas bajos en
cabezas de camarén (0.26 g 100 g o 3% del total). Los niveles de EPA (20:5n-3)
mas bajos fueron encontrados en macarela cruda (0.7 g 100 g* o 8% del total) y
cabezas de camardn (0.9 g 100 g o 13% del total), y los mas altos en visceras de
calamar (1.7 g 100 g o 15% del total), seguido de visceras de hacha (1.3 g 100 g
1 0 17% del total). La mayor concentracién de ARA (20:4n-6) fue en cabezas de
camarén (0.6 g 100 g* o 8% del total) y el resto de los subproductos crudos fueron
inferiores y similares entre si (~0.3 g 100 g* o 3-5% del total). EI mayor nivel de
HUFA fue encontrado en visceras de calamar (4 g 100g* o 37% del total), seguido
de visceras de hacha (3.1 g 100g* 0 42% del total) y macarela (3.0 g 100g* o0 32%
del total), y el menor contenido lo presenté las cabezas de camarén (2.3 g 100g™ o
32% del total).

El efecto de los procesos de fabricacion de harina variaron de acuerdo a la
materia pirma utilizada, tal como lo sefiala la interraccion significativa. El contenido
de HUFA fue reducido significativamente en macarela por ambos métodos de
produccion de harina, alrededor de 50% en relacion con el contenido en el material
crudo. La coccién redujo significativamente (25%) los HUFA en visceras de hacha,
mientras que el secado dsiminuy6 los HUFA (25%) en visceras de calamar. Por otro
lado, el contenido de HUFA en harinas de cabezas de camaron no fueron
modificados de manera significativa en relacién con el contenido en el material
crudo. No hubo efectos significativos de los proceso sobre el contenido de SFA,
MUFA 'y PUFA.
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Tabla XIV. Acidos grasos (g 100 g') en subproductos marinos crudos, y sus harinas
secadas, o cocidas.

Macarela Visceras de Visceras de Cabezas de ANOVA
entera hacha calamar camarén SM EP SMxEP
16:1n-7
Crudo 0.27+0.02¢ 0.51+0.03*° 0.64+0.02% 0.56+0.04%
Harina secada 0.21+0.01° 0.50+0.04*° 0.45+0.03°¢  0.56+0.03P  ** ** o
Harina cocida  0.25+0.02¢ 0.41+0.02°% 0.44+0.02°¢ 0.55+0.04°
18:1n-9
Crudo 1.59+0.12 0.24+0.02° 0.98+0.03°  0.69+0.05¢
Harina secada 1.28+0.1° 0.24+0.02¢  0.70+0.05¢ 0.77+0.1¢ *h Kk **
Harina cocida 1.22+0.1° 0.32+0.01¢  0.60+0.05¢ 0.78+0.1¢
18:1n-7
Crudo 0.40+0.02°¢  0.40+0.02°¢ 0.39+0.01P%¢  0.54+0.042
Harina secada 0.32+0.02% 0.40+0.02°¢ 0.28+0.01° 0.48+0.05%  ** ok
Harina cocida 0.35+0.02°% (0.35+0.01°% (.27+0.02¢ 0.47+0.022
18:2n-6
Crudo 0.15+0.012 0.08+0.01% 0.11+0.01°¢ 0.01+0.001f
Harina secada 0.11+0.01°¢ 0.09+0.01°% (0.08+0.01% 0.01+0.001f ** ** **
Harina cocida 0.13+0.03% 0.07+0.01°® 0.07+0.01° 0.01+0.001f
18:3n-3
Crudo 0.07+0.01*  0.04+0.01*° 0.08+0.01* 0.02+0.002¢
Harina secada 0.05+0.01° 0.04+0.01°¢ 0.05+0.01° 0.02+0.0069 ** ** **
Harina cocida  0.05+0.01° 0.03+0.01¢ 0.05+0.01° 0.02+0.003¢
20:4n-6
Crudo 0.33+0.01°¢  0.36+0.03® 0.36+0.02°  0.63+0.042
Harina secada 0.22+0.01% 0.33+0.03*° 0.26+0.02°¢  0.58+0.082  ** ** o
Harina cocida  0.14+0.01°® 0.27+0.01° 0.34+0.03"° 0.61+0.042
20:5n-3
Crudo 0.74+0.01¢ 1.27+0.1° 1.69+0.12 0.94+0.04¢
Harina secada 0.47+0.03¢ 1.27+0.1° 1.18+0.1%¢ 0.82+0.1¢ *h kK **
Harina cocida  0.41+0.02¢  0.96+0.04% 1.40+0.1° 0.85+0.01¢
22:6n-3
Crudo 1.97+0.012 1.49+0.1° 1.94+0.12 0.26x0.01°¢
Harina secada 1.17+0.07°¢ 1.45+0.1° 1.54+0.1° 0.25+0.01¢ *h kK **
Harina cocida  0.92+0.03¢  1.12+0.04% 1.89+0.12 0.25+0.01¢
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Macarela  Visceras de Visceras de Cabezas de ANOVA
entera hacha calamar camarén SM EP SMxEP
SFA totales
Crudo 3.54+0.2% 2.77+0.2% 3.82+0.12 2.70+0.2¢de
Harina secada  2.82+0.2 2.60+0.2%%  2.69+0.2¢%d® 2.57+0.3¢% *x kX *x
Harina cocida  2.81+0.2 2.19+0.1¢ 3.12+0.1°° 2.52+0.1¢%
PUFA totales
Crudo 0.35+0.01° 0.20+0.014 0.41+0.01*  0.04+0.004¢
Harina secada 0.27+0.01° 0.20+0.01¢  0.30+0.02°  0.03+0.0019  ** ** o
Harina cocida  0.27+0.04°  0.17+0.01¢ 0.31+0.03°¢  0.03+0.0044
HUFA totales
Crudo 3.04+0.02¢ 3.12+0.2°¢ 3.99+0.12 2.33+0.1¢
Harina secada  1.86+0.1% 3.05+0.3° 2.97+0.2°¢ 2.09+0.3¢ *h oKk **
Harina cocida 1.46+0.1° 2.35+0.1¢ 3.64+0.3%° 2.16+0.1¢
Acidos grasos totales
Crudo 0.54+0.42 7.46+0.5¢ 10.89+0.32 7.37+0.44
Harina secada  7.02+0.4% 7.16+0.5¢% 7.86+0.5% 6.88+0.6% *h oKk **
Harina cocida 6.65+0.4¢% 5.93+0.2¢ 8.94+0.7°¢ 7.08+0.6¢%
Relacién n-3:n-6
Crudo 4.8+0.1° 5.6+0.05% 5.7+0.12 1.8+0.04¢
Harina secada 4.0+0.4¢ 5.3+0.02° 6.0+0.22 1.9+0.02¢ *ko kK *k
Harina cocida 4.0+0.01¢ 5.7+0.1% 5.9+0.012 1.8+0.1¢

Resultados en peso seco (Mean + SD; n = 3). Medias compartiendo al menos un literal, no
son significativamente diferentes (p < 0.05). SM = Subproducto marino; EP = Efecto del
proceso; ND = No detectado; ** = p < 0.01; * = p < 0.05; NS = No significativo.
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7.1.6 Carotenoides

El contenido de carotenoides totales en visceras de calamar fue el méas alto (19 mg
100 g?), seguido de visceras de hacha y cabezas de camarén (13-14 mg 100 g?),
y muy por debajo de estos se encontré la macarela (0.5 mg 100 g*; Tabla XV). La
coccioén disminuyo el contenido de carotenoides totales en las harinas de visceras
de calamar y hacha en aproximadamente 60%, y 32% en cabezas de camaron. Asi
mismo, el secado sin coccidn redujo de 28 a 39% los carotenoides totales en casi
todas las harinas, excepto en macarela, en donde el bajo contenido de carotenoides

permanecio similar entre el material crudo y ambas harinas.

En cuanto a pigmentos particulares se puede mencionar que las cabezas de
camaron fue el Gnico subproducto que presentd astaxantina esterificada, que
correspondi6 a mas de la mitad de los carotenoides totales. La astaxantina
esterificada mostroé ser mas estable durante la coccion que la astaxantina libre, ya
que en forma esterificada disminuyd 29% en comparacion a 65% de la forma libre.
En visceras de hacha se detectd astaxantina libre y fucoxantina, las cuales fueron
afectadas de forma similar por los dos procesos de fabricacion de harina,
disminuyendo alrededor de 30-53%; asi mismo, también contenian cantaxantina,
pero esta disminuyd significativamente mas por coccion (72%) que por secado
(54%).
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Tabla XV. Carotenoides (mg 100 g*) en subproductos marinos crudos, y sus
harinas secadas, o cocidas.

Macarela Visceras Visceras  Cabezas de ANOVA
entera de hacha  de calamar camaron SM EP SMxEP

Carotenoides totales

Crudo 0.5+0.1f 14.1+1.2° 18.8+1.32 12.7+0.8°
Harina secada  1.0+0.2f 8.9+0.3¢ 11.5+0.9¢ 9.1+0.6¢  ** ** **
Harina cocida 0.5+0.1 5.5+0.5° 7.6+0.8¢ 8.6+0.6¢

Fucoxantina
Crudo ND 1.7+£0.22 ND ND
Harina secada ND 1.0+0.1° ND ND **oK *k
Harina cocida ND 0.8+0.3" ND ND

Astaxantina libre
Crudo ND 4.0£0.2° 13.4+2.1%°  8.3+0.4°
Harina secada ND 2.6+0.3f 5.4+0.7¢ 4.2+0.2¢ xk o k% **
Harina cocida ND 2.8+0.2f 7.4+0.2° 2.9+0.3f

Astaxantina esterificada
Crudo ND ND ND 8.9+0.32
Harina secada ND ND ND 6.5+0.1° ** % **
Harina cocida ND ND ND 6.3+0.3°

Cantaxantina
Crudo ND 9.5+0.62 ND ND
Harina secada ND 4.4+0.3° ND ND *E KK *k
Harina cocida ND 2.7+0.2¢ ND ND

Xantofila
Crudo 0.9+0.22 ND ND ND
Harina secada 0.7+0.22 ND ND ND ** % *
Harina cocida 0.3+0.1° ND ND ND

Resultados en peso seco (Mean = SD; n = 3). Medias compartiendo al menos un literal, no
son significativamente diferentes (p < 0.05). SM = Subproducto marino; EP = Efecto del
proceso; ND = No detectado; ** = p < 0.01; * = p < 0.05; NS = No significativo.
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7.1.7 Metales pesados

Como se muestra en la Tabla XVI, el mercurio fue el metal pesado més abundante
en las materias primas, y los niveles mas altos los presentaron las visceras de hacha
y la macarela (30-36 mg 100 g?), seguidos de las visceras de calamar (22 mg 100
gl), siendo el mas bajo el de cabezas de camarén (2 mg 100 g*1). El contenido de
cadmio fue mas alto en visceras de hacha (30 mg 100 g1), seguido de visceras de
calamar (18 mg 100 g1), y por Gltimo cabezas de camarén (3 mg 100 g1) y macarela
(<1 mg 100 g1). En general, el plomo fue mas escaso que mercurio y cadmio, y las
visceras de hacha presentaron la mayor concentraciéon (1.5 mg 100 g*), mientras
que las visceras de calamar la menor (0.8 mg 100 g1).

La coccion disminuy6 significativamente el mercurio en visceras de hacha
(59%), el cadmio en cabezas de camaroén (61%) y en visceras de hacha (54%), y el
plomo en cabezas de camardn (15%), visceras de hacha (47%), macarela (64%) y
visceras de calamar (88%). Sin embargo, el secado también redujo los niveles de
mercurio de forma similar a la coccion, excepto en macarela, donde hubo una mayor
reduccion por efecto del secado (61%). El secado también redujo el cadmio en
visceras de hacha (20%), e incluso méas intensamente que la coccion en visceras

de calamar (21%).
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Tabla XVI. Metales pesados (mg 100 g*) en subproductos marinos crudos, y sus

harinas secadas, o cocidas.

Macarela Visceras de Visceras de Cabezas de

ANOVA

entera hacha calamar camarén gy EP  SMXEP
Mercurio
Crudo 30.2¢0.1*  36.5:0.1°  22.2+0.1°  2.5%0.1°
Harina secada 11.7#0.1¢ 13.0£0.1  18.4#0.2°° 2.9+0.1° ** *
Harina cocida  33-60.28  15.130.2¢/  19.740.7°  4.5%0.1°
Cadmio
Crudo 0.07+0.01" 30.3+0.02®  18.3+0.02¢ 2.6+0.03'
Harina secada 0-020.01" 24.4+0.05°  14.4+0.02° 2.50.03' ** *
Harina cocida 0-03t0.01" 19.740.04°  19.0£0.08%¢  1.0+0.01°
Plomo
Crudo 1.1+0.01° 1.5$0.02®  0.8+0.01¢  1.3+0.01°
Harina secada 0-4t0.03°  1.6+0.03°  0.9+0.04%  1.1#0.01° ** *
0.4+0.04°  0.8+0.02° 0.1+0.01' 1.1+0.2¢

Harina cocida

Resultados en peso seco (Mean = SD; n = 3). Medias compartiendo al menos un literal, no
son significativamente diferentes (p < 0.05). SM = Subproducto marino; EP = Efecto del
proceso; ND = No detectado; ** = p < 0.01; * = p < 0.05; NS = No significativo.
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7.1.8 Productos de oxidacion de lipidos

Ambos procesos de produccion de harina incrementaron al menos al doble el
contenido de hidroperoxidos (HPO) en harinas de macarela, sin embargo, en otras
harinas y tal como lo muestra la interaccion significativa, los efectos particulares de
la coccion y el secado fueron diferenciales dependiendo del tipo de materia prima.
Asi, se observo un incremento de los HPO de mas del doble en la harina cocida de
visceras de hacha en comparacion al material crudo, sin efecto por secado. En
contraste, el secado aumentd significativamente (60%) los HPO en harina de
visceras de calamar, sin efecto por cocciébn. Los HPO disminuyeron
significativamente (42-58%) por efecto de ambos procesos en relacién con el

contenido inicial de las cabezas de camaron.

El contenido de malondialdehido (MDA) fue significativamente mas alto (60%)
en harina de macarela secada en comparaciéon con la macarela cruda, mientras que
el contenido de MDA en macarela cocida se triplicé por efecto de la coccion (Tabla
XVII), nuevamente y tal como lo muestra la interaccién significativa, los efectos de
la coccidn y el secado difieren para los distintos tipos de materias primas. El MDA
en visceras de hacha disminuy6 por el secado (32%), mientras que aumento por la
coccion (43%); por otro lado, en visceras de calamar disminuyé significativamente
por la coccién (65%), en contraste, mientras que aumento por el secado (28%). Los
niveles de MDA no fueron significativamente afectados por los procesos de

elaboracion en las harinas de cabezas de camaron.
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Tabla XVII. Productos de oxidacion en subproductos marinos crudos, y sus harinas
secadas, o cocidas.

Macarela  Visceras de Visceras de Cabezas de ANOVA
entera hacha calamar camarén gy EP  SMxEP

Hidroperéxidos (mg 100 g?)
Crudo 13.0+5.0¢ 60.4+14.6° 36.2+5.7° 33.2+1.9°
Harina secada 45.6+2.9° 64.5+7.2°  58.0+8.1° 19.2+#1.9¢  ** o x*

Harina cocida  34.0+2.4° 130+3.92 33.3+11.1¢ 13.9+7.9¢

Malondialdehido (nmol 100 g1)
Crudo 327+8.0¢ 320+15.9°  1,319+72.0° 50.1+8.29

Harina secada 523+26.1¢ 218+25.0"  1,696+55.3% 63.8+16.09
Harina cocida  1,075+£39.7¢ 459+42.99 270+16.2°" 27.5+5.39

*% *% *%

Resultados en peso seco (Mean + SD; n = 3). Medias compartiendo al menos un literal, no
son significativamente diferentes (p < 0.05). SM = Subproducto marino; EP = Efecto del
proceso; ND = No detectado; ** = p < 0.01; * = p < 0.05; NS = No significativo.

7.1.9 Aminoacidos

Se encontré que el proceso de produccion de harina afectd los niveles de
aminoacidos, en visceras de hacha los mayores decrementos fueron de treonina
(5%) y metionina (17%) por secado, mientras que leucina (20%) y lisina (28%)
fueron mas reducidos por la coccion. En visceras de calamar, valina (17%), leucina
(31%) vy lisina (61%) fueron mas disminuidos por coccidon que por secado. En
macarela, el secado redujo la leucina (22%) y lisina (42%), mientras que la coccion
disminuyo la histidina (42%), treonina (7%) y arginina (22%) (Tabla XVIII). Los
aminoacidos esenciales mas abundantes en las harinas de subproductos fueron
treonina (17-23% del total de aminoéacidos), leucina (4-8%) y valina (3-5%). Los

aminoécidos no fueron analizados en la materia prima cruda.
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Tabla XVIII. Aminoacidos (g kg™') en harinas de subproductos marinos secado o
cocidos.

Macarela entera Visceras de hacha Visceras de calamar

Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida

Asp 14.2+0.1 14.6+3.3 24.0+3.2 26.3+6.2 23.3+2.9 21.6+1.9
Glu 31.8+0.2 36.8+8.3 43.9+4.2 45.2+55 42.6£3.7 37.2+¥1.5
Ser 64.2+0.5 51.0+9.4 50.8+7.9 63.5+9.3 44.9+10.7 66.4+2.1
His” 24.0+0.2 13.9+0.3 13.6+1.8 11.9+0.6 12.1+5.8 15.345.5
Gly 28.4+0.2 26.2+0.1 34.0+1.2 34.5+1.5 25.8+£12.6 32.8%+1.1
Tre’ 114.0+0.9 106.4+2.6  107.4+22.5 113.0+16.2 95.1+6.5 95.2+0.6
Arg’ 18.0+0.1 14.1+2.7 13.8+4.1 11.3+0.5 16.8+2.7 14.2+2.7
Ala 14.84+0.1 8.7+1.6 29.0+8.1 23.3+0.3 31.9+2.6 23.1+4.9
Tyr 51.9+0.4 39.3+1.5 25.8%15.5 46.3+x13.0 30.1+2.4 30.8+12.0
Met" 13.6+0.1 11.6+0.9 14.9+0.8 17.943.1 16.0+1.8 15.0+2.3
Val* 18.7+0.1 19.946.3 22.7+7.3 23.6+8.2 27.9+3.1 23.2+6.5
Phe 11.7+0.1 9.7+2.5 13.0+1.9 12.9+1.5 16.2+0.6 13.4+1.9
le® 15.8+0.1 15.145.3 20.3+6.8 20.7+7.2 25.8+3.1 21.5+7.0
Leu 23.4+0.2 30.0+11.1 27.619.6 22.1£1.5 39.6+1.4 27.318.4
Lys” 3.3+0.1 5.7+0.7 2.5+0.3 1.8+1.3 11.245.1 4.3+1.0

Asp = Acido aspartico; Glu = Acido glutamico; Ser = Serina; His = Histidina; Gly =
Glicina; Tre = Treonina; Arg = Arginina; Ala = Alanina; Tir = Tirosina; Met =
Metionina; Val = Valina; Phe = Fenilalanina; lle = Isoleucina; Leu = Leucina; Lis =
Lisina; "Aminoacidos esenciales.
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7.2 Objetivo particular 2. Sustitucion de la harina de pescado en alimentos
para camaron
7.2.1 Composicion de los alimentos

Se encontraron variaciones en proteina cruda de 138 g kg y en lipidos de 44 g kg
L entre los alimentos con la mayor y menor concentracion de dichos nutrientes
(Tabla XIX). El extracto etéreo fue mas alto en los alimentos con visceras de
calamar, y mas bajo en los de visceras de hacha. Las cenizas y fibra cruda fueron
mas altas en el alimento comercial. El menor valor de cenizas lo presento el alimento
con visceras de calamar cocidas. La mayor diferencia entre alimentos fue en el
contenido de carotenoides, altos niveles en los alimentos con visceras de hacha
(25-36 mg kg?) y calamar (32-33 mg kg*) en comparacién con los de macarela (4.4-
7.5 mg kg?) y alimento control (4.9 mg kg), con un contenido ligeramente mayor

en el alimento comercial (11 mg kg?).

La concentracion de acidos grasos de los alimentos se muestra en la Tabla
XX. Los acidos grasos totales fueron significativamente mayores en los alimentos
con visceras de calamar, y mas bajos en los de visceras de hacha. Los HUFA no
siguieron el mismo patrén: los alimentos con visceras de calamar presentaron el
mayor contenido, seguidos del comercial y con macarela secada, después aquellos
con visceras de hacha, y por ultimo los de harina de macarela cocida y control. Las
reducciones en HUFA en el alimento con macarela cocida, en comparacion al de
macarela secada, fueron acompafadas por un incremento significativo en el 18:1n-
9y 18:2n-6. El incremento de 18:2n-6 en el alimento con macarela cocida se pudo
deber a un decremento proporcional de HUFA, ya que la concentracion de 18:2n-6

fue de 9.4 g kg%, inferior a la del alimento con macarela secada (10.3 g kg™).

El colesterol fue el esterol mas abundante en todos los alimentos (Tabla XXI),
no obstante, los alimentos con visceras de hacha contenian 51-54% menos que el
resto. El colesterol en este alimento fue parcialmente sustituido por otros esteroles,

como brassicasterol, campesterol, estigmasterol y B-sitosterol. El brassicasterol no
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se detectd en ningun alimento con harina de pescado y el fucosterol no se detecto

ningun alimento, aun cuando estuvo presente en las harinas de visceras de hacha.



Tabla XIX. Composicion proximal (%) de alimentos control, comercial y experimentales para camaron.
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Macarela entera

Visceras de hacha

Visceras de calamar

Control Comercial
Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida
Humedad
9.0+0.1 6.9+0.1 9.840.1 9.0+0.1 9.9+0.2 9.1+0.1 9.3+0.1 9.240.2
Proteina cruda
35.6+0.3  39.0+0.2  41.5+0.3  43.4+0.1 29.6+0.2 38.5+0.1 35.2+0.4  38.1+0.4
Extracto etéreo
6.0+0.1 7.7+0.3 7.840.3 6.3+0.1 5.00.2 5.2+0.1 9.3+0.4 8.7+0.1
Fibra cruda
1.620.1 4.5+0.2 1.4+0.3 3.240.1 1.5+0.1 1.2+0.1 2.5+0.2 1.2+0.2
Cenizas
10.1#0.2  12.1+0.4 7.420.1 8.8+0.1 9.7+0.1 9.8+0.1 7.620.2 6.8+0.1
E.L.N.
46.7 36.7 41.8 38.3 54.3 45.2 45.4 45.1
f 2
Energiabruta® 41,002  43+002 4.3+005 43+001 4.0:003 4.1+001 4.4+0.02  4.4+0.04
H 3
Carotenoides 4.9+0.7 11.1+2.0 4.422.2 75425 362427 25155 31.626.8 32.7+5.6

Expresados en peso seco, excepto humedad; ! Extracto libre de nitrégeno; 2 kcal kg?; 2 mg kg
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Tabla XX. Acidos grasos (% del total de acidos grasos) en alimentos control, comercial y experimentales para

camaron.

Control Comercial Macarela entera Visceras de hacha Visceras de calamar

Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida

16:0 25.1+0.1 20.5+0.4 21.9+0.4 22.2+0.2 18.2+0.3 18.6+0.1  20.0+0.1 19.7+0.1
18:0 5.7+0.1 5.5+0.4 6.310.1 6.5+0.1 4.8+0.2 5.3+0.1 5.1+0.1 5.4+0.1
16:1n-7 5.1+0.1 2.9+0.1 2.3+0.1 2.0+0.1 1.840.1 2.1+0.1 4.7+0.1 3.6+0.1
18:1n-9 16.5+0.1 19.2+0.9 16.0+0.4 17.8+0.4 14.6+£0.4 13.3+0.3 13.3+0.2 12.2+0.1
18:1n-7 3.0+0.1 2.4+0.1 3.5+0.1 3.3+0.1 2.5+0.1 2.8+0.1 3.2+0.1 2.8+0.1
18:2n-6 31.1+0.3 28.4+0.7 27.2+0.8 31.5+0.5 37.7+0.6 36.910.4  19.2+0.3 22.6+01
18:3n-3 3.3+0.1 3.0+0.1 3.4+0.1 3.8+0.1 4.0+0.1 4.4+0.1 2.6+0.1 2.9+0.1
20:4n-6 0.2+0.1 1.0+0.1 1.2+0.1 0.61+0.1 1.5+0.1 1.4+0.1 1.9+0.1 1.9+0.1
20:5n-3 1.2+0.1 3.4+0.1 4.2+0.2 1.610.1 4.0+0.2 4.0+0.1 8.8+0.1 8.5+0.2
22:6n-3 0.9+0.1 7.1+0.2 6.5+0.3 3.6+0.2 5.1+0.2 5.240.2 10.5+0.1 10.7+£0.2
SFA 37.1+0.2 30.4+1.1 32.9+0.5 33.1+03 26.2+0.5 27.5+0.5 30.7+0.3 29.9+0.4
MUFA 25.7+0.1 25.9+0.7 23.9+0.7 25.2+0.5 21.0+£0.4 20.310.4 25.2+0.4 22.4+0.1
PUFA 34.6+0.3 32.1+0.8 31.2+0.8 35.7+0.6 42.0+£0.6 41.5+0.5 22.840.5 26.5+0.1
HUFA 2.4+0.1 11.5+0.1 11.9+0.6 5.840.2 10.6+0.5 10.6£0.4 21.1+0.2 21.1+0.3
TOTAL? 30.3+1.0 35.4+1.2 38.0+2.7 29.8+1.1 23.9+0.1 23.8+1.4 56.7+1.5 52.8+1.0

1 g kg de peso seco.



Tabla XXI. Esteroles (% del total de esteroles) en alimentos control, comercial y experimentales para camaron.
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Macarela entera

Visceras de hacha

Visceras de calamar

Control  Comercial

Secada Cocida Secada Secada Cocida Secada
Dihidrocolesterol 25+1.1 ND 8.0+£1.0 6.3+20.5 7.9£0.3 7.6x0.7 7.9+1.0 6.2+0.5
Colesterol 76.3+2.3 87.2+1.2 85.6+1.1 88.2+0.7 50.9+0.7 54.3+2.8 84.6+1.3 87.1+0.8
Brassicasterol ND ND ND ND 10.1+0.2 11.0£0.3 1.1+0.3 1.3+0.1
Campesterol 5.8+2.0 4.1+0.1 1.4+0.1 1.1+0.1 8.1+0.9 7.3x0.4 1.3+0.1 0.8+0.1
Estigmasterol 6.0+0.4 3.6+£0.4 2.4+0.2 2.1+0.1 7.920.6 7.4+0.5 2.4+0.2 2.0+0.1
B-sitosterol 9.3+1.0 3.320.7 2.710.1 2.320.2 15.2+0.2 12.4+2.0 2.6x0.4 2.6x0.1
Fucosterol ND ND ND ND ND ND ND ND

ND = No detectado.



89

7.2.2 Parametros zootécnicos y utilizacion del alimento

La supervivencia del camarén en el ensayo de crecimmiento al dia 45 fue superior
a 90% en la mayoria de los tratamientos, y como lo muestra la Tabla XII, sélo se
observaron diferencias significativas con el alimento comercial (77.5%). Los
tratamientos experimentales presentaron mayores pesos finales (4.6-6.6 g) en
comparacion al alimento control y comercial (~3.3 g), excepto hacha secada (3.8 g).
Con el tratamiento de calamar cocido se obtuvieron organismos de un gramo mas
de peso (6.6 g) que los tratamientos con valores mas cercanos, como macarela
secada y hacha cocida (5.7 g). La mayor tasa de crecimiento se observo en el
tratamiento con calamar cocido (1,908%), que presento el doble del crecimiento del
tratamiento control (951%), seguidos por aquellos de los tratamientos de macarela
secada (1,706%) y hacha cocidas (1,666%). En general, los tratamientos
experimentales presentaron tasas de crecimiento superiores al 1,100%, siendo

superiores significativamente a los tratamientos control y comercial.

Los mayores consumos de alimento estuvieron por encima de los 0.2 g por
organismo al dia, el tratamiento de macarela secada y los de calamar presentaron
los valores més altos (0.21-0.25 g); los tratamientos con menor consumo fueron el
control (0.11 g) y comercial (0.09 g). Los tratamientos con harinas secadas
presentaron los factores de conversion alimenticia mas altos, por encima de 1.9, en

cambio los tratamiento con coccidn presentaron valores inferiores.

El menor factor de conversién se present6 en el alimento comercial, con un
valor de 1.31, aunque solo numéricamente, ya que fue similar estadisticamente al
control y a los tratamientos de harinas secadas. Los menores valores de eficiencia
proteica se presentaron en los tratamientos con calamar (1.60-1.79) y macarela
(1.28-1.66). El tratamiento de macarela secada (1.28) fue significativamente menor
de todos, asi mismo, valores similares se presentaron entre el tratamiento control
(1.95), comercial (2.11) y los de hacha (1.97-2.03).
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Tabla XXII. Pardmetros zootécnicos y de utilizacion de los alimentos evaluados en el bioensayo de crecimiento con

camaron blanco.

Control

Comercial

Macarela entera

Visceras de hacha

Visceras de calamar

Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida
Supervivencia (%) 96.7+10.68 77.5+15.0° 98.5+3.82 92.9+9.52 97.1+4.92 98.6+3.8? 95.7+7.92 95.7+7.92
Peso final (g) 3.35+0.22¢ 3.26+0.44° 5.71+0.38> 4.56+0.44°¢ 3.81+0.33% 5.67+0.57° 5.08+0.49°  6.55+0.60%
Crecimiento (%) 951+51° 937+£123° 1,706+214% 1,293+98% 1,158+133¢ 1,666+93% 1,476+215° 1,908+1342
Consumo de alimento! 0.11+0.01¢ 0.09+0.01¢ 0.25#0.032 0.15+0.02° 0.15+0.01°¢ 0.17+0.01¢ 0.21+0.02° 0.22+0.01%
FCA? 1.58+0.11° 1.31#0.14° 2.13+#0.35% 1.54+0.16° 1.91+0.09%°  1.40+0.04° 1.99+0.26% 1.63+0.13"°
Eficiencia proteica 1.95+0.21% 2.11+0.072 1.2840.20 1.66+0.19° 1.97+0.06% 2.03+0.09% 1.60+0.16° 1.79+0.14°
Mudas 0.013+0.01 0.023+0.02 0.018+0.02 0.022+0.01 0.016+0.01 0.020+0.01 0.017+0.01  0.016%0.01

Medias compartiendo al menos un literal, no son significativamente diferentes (p < 0.05). *Alimento corregido, g por

organismo al dia; Factor de conversion alimenticia; 3Mudas por organismo al dia.
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7.2.3 Composicién de hepatopancreas y musculo

El contenido de humedad en hepatopancreas vari6 de 667 a 718 g kg?, y en
musculo de 724 a 738 g kg%, sin diferencias significativas entre tratamientos para
ambos tejidos (Tabla XXIIl). La proteina en musculo fue de 872 a 886 g kg?,
mientras que en hepatopancreas fue similar en todos los tratamientos (217 a 305 g
kg'). Los camarones que consumieron el alimento comercial presentaron un
contenido de proteina en musculo ligeramente menor (872 g kgt), pero significativo,
en comparaciéon con aquellos que consumieron alimentos con calamar, macarela y
hacha cocidas (879-885 g kg™).

Se encontré una acumulacion de lipidos en hepatopancreas en relacién al
contenido de lipidos en el alimento. Sin embargo, los lipidos en musculo (107 g kg
1) y hepatopancreas (340 g kg!) de los organismos del tratamiento comercial fueron
mas bajos que los que consumieron el alimento con hacha, a pesar de que este
altimo contenia menos lipidos; mientras que el resto de los tratamiento con
subproductos mostraron una mayor acumulacion de lipidos en musculo (131-140 g
kgt), mientras que en hepatopancreas solo sucedié en los alimentos con calamary
macarela (310-413 g kg?). Los alimentos con hacha y calamar mostraron las
concentraciones de carotenoides mas altas (25-33 mg kg?), las cuales causaron
una mayor acumulacion de estos en hepatopancreas (44-80 mg kg?).

Por otro lado, los alimentos basados en harinas de pescado, incluyendo el
experimental de macarela, presentaron una menor concentracion de carotenoides
(4-11 mg kg), lo cual produjo una menor acumulacién en hepatopancreas (6-19 mg
kg™t) en relacion a los que comieron alimentos con harinas de subproductos. Los
niveles de carotenoides en musculo de camarones alimentados con subproductos
fue bajo (8.3-2.7 mg kg?), sin embargo, donde se utilizaron las dietas a base de

harinas de pescado, no llegaron a niveles detectables.
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Tabla XXIIl. Composiciéon bioquimica (g kg?) de hepatopancreas y musculos de camarones del bioensayo de

crecimiento
] Macarela entera Visceras de hacha Visceras de calamar
Control Comercial - - -
Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida

Hepatopancreas
Humedad 707.3+£30.8 703.9+39.3 694.2421.4 677.7+46.4 718.3+24.1 703.3+56.8 677.5+35.2 692.6+46.5
Proteina 249.7457.2 305.7+47.2 233.2482.5 217.9+73.6 221.5+36.7 231.8435.7 235.1+41.3 276.8+82.2
Lipidos totales 310.1+39.1° 340.3+40.1° 381.2466.4% 310.0+54.4° 226.4+39.1°¢ 273.4+27.3° 404.1+44.3% 413.6+63.12
Carotenoides? 14.9+3.1% 19.2+3.9% 15.6+2.2¢ 5.8+1.6¢ 66.8+4.62 79.845.12 43.9+3.6° 80.1+5.12
Masculo
Humedad 738.4+11.5 723.8+2.9 737.1+8.4 725.8+10.1 742.3+8.9 733.7+11.9 731.4+7.4 725.9+13.1
Proteina 876.0+2.9 872.9+259 885.8+3.1* 879.8+1.8" 877.0+3.4° 882.9+1.1%" 884.2+3.6%*® 883.8+0.8%
Lipidos totales 126.5+4.5% 106.9+11.2° 131.1+9.228  135.9+10.9% 128.2+10.4%® 140.4+19.5% 131.9+5.72 140.4+11.62
Carotenoides? ND ND ND ND 6.5+2.6 8.3+3.7 7.9+3.9 4.7+0.6

Resultados en peso seco (promedio + DE). Medias compartiendo al menos una literal no son estadisticamente
diferentes (P<0.05); 1 mg kg™.
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7.2.3 Acidos grasos en musculo

La composicion de acidos grasos en el masculo del camarén se asemejé mucho al
perfil de acidos grasos en los alimentos. Niveles altos de HUFA fueron encontrados
en muasculos de ambos tratamientos con calamar (26-30% del total de acidos
grasos), el menor nivel los del alimento control (10%) y niveles intermedios para el
resto de los tratamientos (Tabla XXIV). El contenido de DHA en musculos del
tratamiento comercial (12%) fue similar a los del alimento con macarela secada, con
la diferencia de que el comercial tenia aceite de pescado afiadida, mientras que el
de macarela secada no. El nivel de EPA mas bajo se present6 en musculos del
control (4%), pero no fueron significativamente diferentes de lo encontrado en
macarela cocida (5%). EI ARA también fue méas bajo en el alimento control (1%) en

comparacion al resto de los alimentos (2-3%).

El alimento control provoc6 una mayor acumulacion de PUFA, principalmente
18:2n-6, con un 27%; mientras que el resto oscilaron entre 23 y 14%. El control
también presentd el mayor contenido de MUFA (24%), principalmente 18:1n-9, que
fue similar al alimento comercial y de macarela cocida; el resto de los tratamiento
presentaron un contenido de MUFA menor (17-21%). Hubo una proporcion
significativamente mayor de SFA en los camarones de los tratamientos control,
comercial y ambos con calamar (20.6-21.4%), mientras que los tratamientos con
visceras de hacha y macarela presentaron proporciones significativamente menores
(18.7-20.2%). Las mayores concentraciones de acidos graso totales se presentaron
en los tratamientos con visceras de calamar, control y comercial (82.4-85.6 g kgt),
y menores concentraciones fueron presentadas por el resto de los tratamientos
(74.8-80.8 g kgt).
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Tabla XXIV. Acidos grasos (% del total de acidos grasos) en musculo de camarones del bioensayo de crecimiento.

Control

Comercial

Macarela entera

Visceras de hacha

Visceras de calamar

Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida
16:0 20.6+0.4%> 20.7+0.5%  19.4+0.5%¢ 20.2+0.5"¢ 18.7+0.4%  19.3+0.7% 20.7+1.0%° 21.4+0.52
18:0 11.3+0.3°¢  11.4+0.4*°  12.1+0.4* 11.8+0.3% 11.5+0.5°¢ 11.9+0.8%° 11.0+0.4° 10.8+0.4¢
16:1n-9 1.6+0.2% 1.7+0.1% 2.0+0.3%¢  1.7+0.2« 2.3+0.3% 2.4+0.32 1.8+0.1bcd 1.3+0.4¢
18:1n-9 16.5+0.22  17.0+0.72 13.1+0.7° 15.9+0.8% 10.3+0.3° 9.4+0.2°¢ 12.2+0.9° 10.4+0.4¢
18:1n-7 4.4+0.12 3.6+0.2° 4.4+0.22 4.4+0.12 4.4+0.42 3.9+0.2° 3.840.2° 3.7+0.1°
18:2n-6 26.8+1.02 15.6+0.8¢ 14.6+0.4¢ 22.9+0.6° 22.0+1.0° 21.8+1.8° 15.7+0.7¢ 13.5+0.6¢
18:3n-3 2.0+0.12 0.7+0.05f 0.9+0.03¢f 1.7+0.1° 1.1+0.2¢ 1.4+0.2° 1.0+0.1¢% 0.8+0.1°f
20:4n-6 1.3+0.1¢ 2.5+0.2°¢ 3.0+0.2° 2.0+0.2¢ 3.4+0.32 3.4+0.12 3.0+0.3° 3.4+0.12
20:5n-3 4.3+0.3¢ 8.6+0.4° 10.3+0.8*  5.3+0.5¢ 8.5+0.7°¢ 9.4+0.2°¢  10.5+0.6% 11.3+0.62
22:6n-3 4.2+0.4f 11.7+0.4° 11.9+0.5° 7.9+0.5¢ 9.5+0.3¢ 10.7+0.5° 12.4+0.2° 14.8+0.72
SFA 34.4+0.1® 35.0+0.8% 35.5+0.3%° 33.8+0.4° 34.3+1.1* 34.1+1.1% 35.0+0.72° 35.8+0.42
MUFA 24.8+0.32  23.9+0.9 21.6+0.7° 24.0+0.9* 18.9+0.7¢¢ 17.1+0.3° 20.2+1.0°®  18.1+0.5%
PUFA 30.6+1.12 18.0+0.9¢ 17.4+0.5°¢ 26.7+0.6° 25.0+1.1° 24.9+1.8° 18.7+0.6°¢ 16.3+0.6°¢
HUFA 9.8+0.89 22.8+0.7%¢  25.2+1.1°¢ 15.2+1.1"F 21.4+1.1®¢ 23.5+0.7% 25.8+0.4° 29.5+1.22
TOTAL? 82.4+1.6%® 82.8+1.4%  77.6+1.8% 80.8+2.1°° 74.8+1.4% 77.2+2.8% 82.8+3.9% 85.6+1.92

Resultados en peso seco (Medias + DE). Medias compartiendo al menos una literal son estadisticamente similares
(P<0.05); g kg™.
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7.2.4 Esteroles en musculo

Los alimentos que contenian hacha mostraron menores niveles de colesterol (51-
54% del total de esteroles), en comparacion con los otros alimentos (76-88%; Tabla
XXI). Sin embargo, los niveles de colesterol en musculo (Tabla XXV) fueron muy
similares (~95-97%) independientemente del alimento, aun si fueron ligera, pero
significativamente mas bajos en camarones alimentados con hacha que con el resto
de los tratamientos. El estigmasterol fue el segundo esterol mas abundante en

musculo (1.0-2.1%), sin diferencias significativas entre tratamientos.

Esteroles como B-sitosterol y campesterol fueron escasos en masculo, pero
campesterol fue significativamente mas alto en los tratamientos con hacha. No se
detectd dihidrocolesterol, brassicasterol y fucosterol en musculos de ningun

tratamiento.

7.2.5 Analisis microbioldgico

En la Tabla XXVI se muestran los resultados del analisis microbiolégico de los
camarones completos al final del bioensayo de crecimiento. Se observa que los
organismos estaban libres de coliformes, Vibrio, Lactobacillus y lactococos. No
obstante se observé variadas concentraciones de bacterias heterotrofas vy

levaduras.
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Tabla XXV. Esteroles (% del total de esteroles) en musculo de camarones del bioensayo de crecimiento.

Control  Comercial Macarela entera Visceras de hacha Visceras de calamar
Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida

Dihidrocolesterol ND ND ND ND ND ND ND ND
Colesterol 05.3+0.7¢ 97.4+0.82 96.0+1.6° 96.2+0.3° 95.4+0.7°¢ 95.4+0.7° 96.8+0.5° 97.3+0.12
Brassicasterol ND ND ND ND ND ND ND ND
Campesterol 0.9+0.4° 0.6+0.1¢ 0.3+0.9¢  0.5+0.1%  1.6+0.52 1.6+0.52 0.6+0.1¢ 0.4+0.1¢
Estigmasterol 2.1+0.2 1.0+0.2 1.0+0.4 1.9+0.1 1.9+0.3 1.8+0.4 1.7+0.1 1.5+0.1
B-sitosterol 1.8+0.42 1.0+0.3° 1.7+0.72 1.0+0.1° 1.1+0.3° 1.1+0.5° 0.9+0.2%° 0.8+0.1°¢
Fucosterol ND ND ND ND ND ND ND ND

Resultados expresados en medias + DE. Medias compartiendo al menos una literal son estadisticamente similares
(P<0.05)

Tabla XXVI. Andlisis microbiol6gicos de camarones completos del bioensayo de crecimiento.

UEC Control Comercial Macarela entera Visceras de ha_cha Visceras de cala_lmar
Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida
Coliformes ND ND ND ND ND ND ND ND
Vibrio ND ND ND ND ND ND ND ND
Heterétrofas marinas 6x10° 85x10° 18x10%8  105x10% 35x10° 77x108 23x10° 5x10°
Levaduras marinas 4x10° 67x10° 1x10° 1x10° 1x10° 2x10° 1x10° 1x10°
Lactobacillus ND ND ND ND ND ND ND ND
Lactococos ND ND ND ND ND ND ND ND

UFC= Unidades formadoras de colonias; ND= No detectado.
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7.2.6 Coeficientes de utilizacion digestiva aparente (CUDA)

Se determinaron los CUDA de los alimentos que incluian las harinas experimentales
(Tabla XXVII), asi como de las harinas experimentales (Tabla XXVIIl). Los CUDA
de materia seca en los alimentos experimentales y el control de crecimiento (64-
74%) fueron similares o superiores a lo presentado por el alimento de referencia
(67%), mientras que el alimento comercial presenté el menor CUDA de materia
seca (54%). Asi mismo, el alimento elaborado con visceras de hacha secadas
presentd un CUDA de materia seca 4.3% mayor en comparacion al alimento
elaborado con harina de visceras de hacha cocidas. Los CUDA de proteina fueron
similares para el alimento de referencia, control crecimiento y los dos elaborados

con harina de visceras de hacha (77-81%).

Los mayores CUDA de proteina se presentaron en los alimentos que incluian
harinas de visceras de calamar y macarela entera (87-91%), sin embargo, los con
que contenian harinas secadas fueron significativamente mayores a los elaborados
con harinas cocidas, aproximadamente 4%. El menor CUDA de proteina se
presento en el alimento comercial (66%). Todos los CUDA de lipidos totales fueron
superiores al 90%, siendo el del alimento de referencia el mas alto (97%) y los de
los alimentos control (91%) y comercial (92%) los mas bajos. No se presentaron
diferencias debidas al proceso de elaboracion de la harina.

Los CUDA de MUFA, como 16:1n-7 y 18:1n-9, fueron superiores al 96%; se
observé una ligera pero significativa disminucion de los CUDA de 18:1n-9 en los
alimentos elaborados con harinas de viscera, mientras que lo opuesto se observé
con macarela. Los CUDA de 18:2n-6 en todos los alimentos fueron superiores al
99%, mientras que los del 18:3n-3 oscilaron entre 96% y 99%, encontrandose los
CUDA mas altos en los alimentos control crecimiento y comercial. Los alimentos
con calamar presentaron unos de los CUDA mas altos para ARA (~84%), en el caso
de los alimentos con hacha y macarela, la coccion disminuy6 significativamente los
CUDA de ARA 16% y 23%, respectivamente; el alimento comercial presentd un

CUDA de ARA similar al del alimento con macarela secada (66%), mientras que el



98

alimento control crecimiento mostrdé uno aun mas bajo (55.1%). Todos los alimentos
con harinas experimentales mostraron los CUDA de EPA mas altos (>96%),
seguidos por el alimento comercial (88%) y el mas bajo fue el de control (55%).
Todos los CUDA de DHA en alimentos fueron superiores a 94% y no hubo

diferencias significativas entre tratamientos.

En ingredientes, las harinas de macarela y hacha secada presentaron los
CUDA de materia seca mas elevados (86-89% macarela y 83% hacha secada),
mientras que las coccion disminuy6 13% el CUDA de materia seca. Las harinas de
calamar presentaron los CUDA mas bajos de MS (73-79%). Las harinas de hacha
tuvieron CUDA de proteina de 82-83%, mientras que el resto de las harinas
mostraron CUDA superiores. Las harinas de calamar y macarela tuvieron los CUDA
de lipidos totales mas elevados (85-89%), y por debajo de esto se encontraron las
harinas de hacha (66-72%).

Los CUDA de 18:2n-6 fueron méas elevados en las harinas de hacha y
macarela (89-94%), y mas bajos en las harinas de calamar, en donde la coccién
disminuyo6 el CUDA en 12% en relacidon a la harina secada (85%). En el caso del
18:3n-3 los CUDA fueron mas elevados en las harinas de calamar y macarela (92-
97%), y mas bajos en las harinas de hacha, en donde la coccion disminuyé el CUDA
en 10% en relacion a la harina secada (83%). Las harinas de calamar tuvieron los
mayores CUDA de ARA (92-95%), similar a lo encontrado en macarela secada
(97%), mientras que la coccion disminuy6 en 23% el CUDA. El mismo efecto por
coccion en el ARA se encontro en las harinas de hacha (84% en secada y 69% en
cocida). La harina de macarela cocida present6 el CUDA de EPA mas bajo (91%) y
el resto fueron significativamente superiores (95-98%). La harina de hacha secada
presentd el menor CUDA de DHA (93%), con valores mas elevados en el resto de
las harinas (97-100%).
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Tabla XXVII. Coeficientes de utilizacion digestiva aparente (%) de los alimentos del bioensayo de digestibilidad.

Macarela entera

Visceras de hacha

Visceras de calamar

Referencia Control  Comercial

Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida
Materia seca 67.0+0.6° 64.2+1.5¢ 54.3+2.1° 73.8+0.82 72.8+0.52% 71.9+0.3% 68.8+0.8° 70.9+1.6% 68.7+0.2
Proteina 78.6+1.1% 76.9+1.6° 66.2+0.7¢ 90.7+0.68 87.2+0.6° 80.6+0.3Y 79.8+1.09 90.2+0.72  87.6+0.4°
Lipidos totales  96.5+2.42 91.2+2.2> 91.6+1.4° 93.9+0.4% 092.9+1.2% 91.3+1.3°® 92.0+0.5% 93.4+1.1%* 93.6+0.72°
Acidos grasos
16:0 92.6+0.1° 93.440.22 93.2+0.1%* 93.8+0.22 93.2+0.1% 90.7+0.1°¢ 89.7+0.3¢ 90.4+0.1¢® 90.9+0.7°
18:0 57.6+1.9° 59.3+1.0° 59.4+0.2° 57.7+1.9° 64.4+1.68 52.9+0.5% 58.9+0.5" 55.8+0.7°¢ 51.9+0.6°
6:1n-7 98.5+0.1% 97.1+0.6% 98.7+0.12 97.8+0.1°® 06.4+0.5¢ 97.3+0.2¢ 97.4+0.19 98.3+0.13¢ 97.5+0.2%
18:1n-9 98.9+0.1° 99.3+0.12 99.5+0.12 97.8+0.1¢ 98.2+0.1° 97.6+0.1¢ 97.3+0.2°® 98.3+0.1° 97.5+0.1%
18:2n-6 99.8+0.1 99.8+0.0 99.8+0.1 99.4+0.1 99.6%0.1 99.6+0.1 99.6+0.1 99.5+0.1 99.4+0.1
18:3n-3 98.3+0.1°° 99.4+0.12 99.3+0.1®® 98.2+0.4° 97.7+0.3° 97.1+0.1%¢ 096.4+0.4° 98.0+0.7°¢ 97.8+0.4%
ARA 47.5+4.69 55.1+2.49 73.1+1.4" 85.6+0.58 66.3+4.8° 78.0+0.1%° 65.6+1.4° 84.7+2.22 83.9+4.02
EPA 98.6+0.1* 67.3#5.3° 88.4+1.9>® 98.2+0.58 95.6+1.22 96.4+0.82 96.5+0.58 98.2+0.12  98.2+0.5?
DHA 98.3+0.3 96.4+4.1 99.1+0.3 99.2+0.6  98.7+0.2 94.8+3.6 97.7+0.7 99.4+0.1 99.7+0.1

Resultados expresados en medias + DE. Medias compartiendo al menos una literal son estadisticamente similares

(P<0.05)
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Macarela entera

Visceras de hacha

Visceras de calamar

Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida

Materia seca 88.7+2.52 85.5+1.5% 83.0+0.92° 72.5+2.5¢ 79.445.1°¢ 72.5+£0.7°¢
Proteina 108.5+1.52 101.3+1.6° 83.4+0.8° 81.7+2.7¢ 107.6+1.72 100.9+0.9°
Lipidos totales 88.5+1.32 84.5+4.12 72.1+6.1° 64.4+3.4° 88.7+2.82 87.7+2.02
Acidos grasos

16:0 96.8+0.82 94.6+0.32 85.7+0.4° 81.8+1.1° 84.8+0.2 86.8+2.5°
18:0 57.8+4.4%° 73.4+3.62 42.1+1.8¢ 60.8+1.2° 52.2+2.0° 42.4+1.7¢
16:1n-7 94.0+0.3° 87.4+2.7° 94.6+0.82° 94.7+0.43° 97.7+0.1° 99.8+0.5?
18:1n-9 95.2+0.12 96.5+0.22 81.2+1.8¢ 84.9+1.8° 95.6+0.32 88.6+0.8°
18:2n-6 88.5+0.3% 93.5+0.42 90.0+1.72° 91.1+3.72 84.7+0.7° 74.8+3.6°¢
18:3n-3 97.1+4.12 91.8+3.3% 83.2+0.6° 74.5+5.2¢ 95.1+7.7% 92.0+4.8%°
ARA 96.8+0.62 74.6+6.9% 84.2+0.1° 69.3+1.7¢ 95.2+2.92 92.9+5.0%
EPA 97.7+1.22 90.5+3.2° 95.1+1.22 95.1+0.82 98.0+0.12 97.8+0.82
DHA 99.8+1.02 98.9+0.42 92.9+5.5P 97.3+1.22 100.0+0.22 100.3+0.22

Resultados expresados en medias + DE. Medias compartiendo al menos una literal son estadisticamente similares

(P<0.05)
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7.3 Objetivo particular 3. Inclusién de harinas de subproductos en alimentos
para gallina

7.3.1 Composicion de los alimentos

La humedad de todos los alimentos para gallina fue de alrededor de 9.5%. El
alimento control presenté un nivel de proteina de 18.6% (Tabla XXIX), que
incrementd entre un 9 y un 16% al agregarle 5% de harinas experimentales,
alcanzando un maximo de 21.6% en el alimento con harina de camaron secado. El
extracto etéreo vario aun menos, de 9.7% en el alimento control a un maximo de
10.4% en el alimento con macarela cocida. La fibra cruda fue de 2.3% en el alimento
control, y en el resto de los alimentos vario desde 1.4 a 2.5%. Las cenizas
disminuyeron entre un 2 y un 14% en relacién al contenido de cenizas del control.
La energia bruta en el control fue de 4.2 kcal g%, y en el resto de los tratamientos
varié de 4.1 a 4.3 kcal g*. La composicion de acidos grasos de los alimentos se
muestra en la tabla XXX.

Los SFA variaron de 26.9 a 35.6 g kg (35-37% del total de acidos grasos),
de los cuales los mas abundantes fueron el 16:0 (~22% del total) y el 18:0 (9-10%
del total). Los MUFA oscilaron entre 39.5 y 27.3 g kg* (36-39% del total), de los
cuales el mas abundante fue el 18:1n-9, que a su vez de fue el acido graso mas
abundantes de todos, representando de 30-35% del total &cidos grasos en los
alimentos. Los PUFA en el alimento variaron entre lo 20-26 g kg (25-28% del total);
el PUFA mas abundante fue el 18:2n-6 que acumulo del 20 a 23% del total de acidos

grasos.

Las mayores diferencias se observaron en la composicion de HUFA; el
alimento con calamar cocido presenté la mayor concentracion, de 4.2 g kg? (4%
del total); mientras que aquellos elaborados con harinas de macarela estuvieron
muy por debajo de eso, con 0.5-0.3 g 100 g* (44% del total). El alimento control
mostré una concentraciéon de HUFA muy baja (0.02 g kgt), el cual solo fue a ARA,
mientras que los alimentos con camardn presentaron la mayor concentracion de

este acido graso (0.5 g kg?). El EPA mostré concentraciones de 1.4 a 1.7 g kg™t (2%



102

del total) en los alimentos con hacha y calamar, mientras que aquellos con camarén
y macarela presentaron de 0.3 a 0.7 g kg* (0.1-0.6%). El contenido de DHA fue
mayor en los alimentos adicionados con harinas hacha y calamar, con
concentraciones de 1.0 a 2.1 g kg? (1.2-2.2%); mientras que los alimentos que
contenian camarén y macarela presentaron de 0.4 a 0.7 g 100 g* (0.6-0.8%). No se
detect6 EPA ni DHA en el alimento control.

El alimento control presentd el contenido de colesterol mas bajo (Tabla XXXI),
con 0.15 g kg (12% del total de esteroles), mientras que los alimentos con harinas
de calamar contenian de 1.79 a 2.05 g kg (61-63%), seguidos de aquellos con
camarén, con 0.98-1.05 g kg (49-52%), y niveles de 0.43 a 0.58 g kg en los de
hacha y macarela (25-37). El brassicasterol fue de mas abundante en los alimentos
con hacha, con 0.10-0.12 g kg* (5.8-6.6%), y mas escaso en el control y los de
macarela (0.01-0.02 g kg?), representando del 0.9 al 1.6% del total de esteroles. El
campesterol presenté concentraciones que oscilaron entre los 0.17 a 0.25 g kg?,
equivalentes al 8-15%. El estigmasterol se presenté en mayores concentraciones
en los alimentos con visceras de hacha, con 0.21-0.25 g kg (12-13%), y con niveles
<0.1 g kg (3-7%) en el resto de los alimentos. El B-sitosterol vario entre los 0.79-
0.69 g kg, acumulando el 65% del total de esteroles en e alimento control, y de 24
a 46% en el resto de los alimentos. La mayor concentracion de esteroles totales se
encontré en los alimentos adicionados con calamar, con 3.25-2.94 g kg!; mientras

que la menor concentracion fue la del alimento control, con 1.24 g kg™.
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Visceras de hacha

Visceras de calamar

Cabezas de camarén

Macarela entera

Control Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida

Humedad 9.7+0.2% 9.3+0.2% 9.4+0.1% 9.4+0.3% 9.2+0.2° 9.6+0.12 9.9+0.1* 9.8+0.1%> 9.7+0.3%
Proteina cruda 18.6+0.3°  20.6+0.2¢ 20.9+0.0%¢  20.8+0.2°¢ 21.2+0.2°¢ 21.6+0.1° 20.4+0.1¢ 22.2+0.28 20.4+0.3¢
Extracto etéreo 9.7+0.2° 9.8+0.1° 10.2+0.22 9.7+0.1°  10.3+0.22 9.8+0.1° 10.0+0.1% 10.1+0.0%** 10.4+0.3%
Fibra cruda 2.3+0.12 1.8+0.1° 1.7+0.1° 1.4+0.1° 1.7+0.1° 2.1+0.1% 2.5+0.1*  1.9+0.1% 1.7+0.2°
Cenizas 14.7+0.22  14.5%0.3% 13.6+0.1° 12.7+0.2¢ 14.3+0.28 13.6+0.2° 12.740.19 13.3+0.2°¢ 12.8+0.1°¢
ELN!? 54.6 53.3 53.7 56.5 52.5 52.9 554 52.5 54.8

Energia? 4.2+0.13° 4.2+0.22 4.2+0.12 4.3+0.22 4.2+0.12 4.2+0.1% 4.1+0.1° 4.1+0.1° 4.1+0.1°

Expresado en peso seco (Media + DE). Medias compartiendo al menos un literal, no son significativamente diferentes

(P < 0.05). Extracto libre de nitrégeno; ? kcal g1



Tabla XXX. Lipidos totales y acidos grasos (g kg?) en alimentos para gallinas.
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Visceras de hacha

Visceras de calamar

Cabezas de camaron

Macarela entera

Control

Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida
16:0 21.9+1.8 16.8+1.2 18.4+1.7 20.7+2.0 18.3+1.6 17.2+2.3 18.3+4.8 19.7+4.7 18.5+4.3
18:0 9.7+1.2 6.7+0.5 7.7+0.6 8.7+1.1 7.3£0.7 7.8+1.2 8.312.6 9.2+2.9 8.2+2.3
16:1n-7 2.2+0.1 2.1+0.1 2.3£0.2 2.5+£0.3 2.3+0.2 2.0+0.2 2.1+0.6 1.3+1.0 1.3+1.0
18:1n-9 35.2+3.0 22.5+2.3 25.8+2.8 29.5+3.2 24.5+2.9 26.2+4.4 27.7+9.2 30.2+9.0 27.818.2
18:2n-6 22.9+1.5 16.5£1.5 17.7+2.2 19.5+0.6 17.9+2.0 17.0x2.1 18.1+4.2 18.0£2.8 17.5£3.4
18:3n-3 1.4+0.3 1.3:0.1 1.4+0.2 1.5+0.1 1.4+0.2 1.3+0.1 1.4+0.2 1.1+0.3 1.2+0.3
20:4n-6 0.02+0.01¢  0.2+0.01°  0.2+0.01° 0.4+0.1*  0.2+0.01° 0.5+0.12 0.5+0.1* 0.1+0.01°¢ 0.1+0.01°°
20:5n-3 ND 1.6+0.12 1.4+0.12 1.5+0.22 1.7+0.22 0.7+0.2° 0.7+0.1°°  0.4+0.02¢  0.3+0.01¢
22:6n-3 ND 1.0+0.1° 1.0+0.1° 2.1+0.22 1.1+0.1° 0.5+0.1°¢ 0.4+0.1° 0.7+£0.1°  0.5+0.02°
SFA 35.6+£3.3 26.9+1.9 29.7+£2.7 33.7+3.6 29.3+2.6 28.7+¥4.1 30.4+8.5 32.8+8.5 30.3+£7.5
MUFA 39.5£3.4 27.3£2.6 30.5#4.1 35.7+4.0 29.7+3.4 31.2+5.1 32.5+10.4 33.7+10.5 30.8+10.1
PUFA 24.6+x1.8 21.2+2.0 22.4+2.7 25.8+1.3 23.0+£2.5 20.5+2.8 21.5+4.9 20.7+£3.4 19.9+4.0
HUFA 0.02+0.01° 2.9+0.3° 2.8+0.3° 4.2+0.52 3.2+0.3° 1.8+0.5° 1.6+0.3% 1.2+0.1%d 0.9+0.1¢
TOTAL 98.4+8.6 75.916.7 83.2+9.6 95.8+9.0 82.6£8.6 80.9+12.0 85.0+23.9 87.7+22.6 81.4+21.8

Expresado en peso seco (Media £ DE). Medias compartiendo al menos un literal, no son significativamente
diferentes (P < 0.05).
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Tabla XXXI. Esteroles (g 100 g1) en alimentos para gallinas.

Control Visceras de hacha Visceras de calamar Cabezas de Camardn Macarela entera
Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida
Colesterol 0.01+0.001¢ 0.04+0.001% 0.05+0.01°¢ 0.2.+0.032 0.2+0.012 0.1+0.02° 0.1+0.01°  0.06+0.004¢ 0.06+0.003°

Brassicasterol 0.002+0.001¢ 0.01+0.003? 0.01+0.003? 0.01+0.001° 0.01+0.001% 0.005+0.001°¢ 0.004+0.001°¢ 0.001+0.0002° 0.002+0.0003¢
Campesterol  0.02+0.002°° 0.02+0.0012 0.02+0.0022 0.03+0.0022 0.02+0.002% 0.02+0.001"¢ 0.02+0.001°¢ 0.02+0.001° 0.02+0.001%
Estigmasterol 0.01+0.001¢ 0.02+0.001° 0.03+0.01% 0.01+0.001°¢ 0.01+0.001° 0.01+0.003°¢ 0.01+0.004° 0.01+0.004¢ 0.01+0.0004°
B-sitosterol 0.08+0.01 0.08+0.004 0.08+0.01 0.08+0.01 0.07+0.005 0.07+0.001 0.07+0.003 0.07+0.003  0.08+0.002

TOTAL 0.1+0.1° 0.240.01° 0.2+0.04° 0.3+0.04* 0.3+0.028  0.2+0.01° 0.240.01°  0.2+0.003*  0.2+0.003"

Expresados en peso seco (Media + DE). Medias compartiendo al menos un literal, no son significativamente
diferentes (P < 0.05)
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7.3.2 Parametros productivos y caracteristicas del huevo

La produccion de huevo se vio significativamente afectada por la inclusion de
harinas de subproductos en la dieta de las gallinas. La postura fluctué entre 96.7-
83.3% (Tabla XXXII), y se observé la tendencia de que la inclusion de harinas
elaboradas mediante coccion disminuian el porcentaje de postura en mayor medida
que las harinas elaboradas por secado, aunque esto solo fue significativo con las
harina de hacha. Por otro lado, en la produccion de huevo se present6 la misma
tendencia, fluctuando de 0.54 a 0.63 kg al dia, aunque en este caso si se observaron
diferencias significativas entre tratamientos, excepto en el caso de las harinas de

calamar.

De manera general, el consumo de alimento oscilé entre 88.1-105.8 g al dia.
En el caso de los alimentos adicionados con harinas de camaroén, el elaborado
mediante secado tuvo un consumo significativamente mayor, mientras que para los

alimentos a base de macarela, ocurri6 lo contrario.

El indice de conversion vario entre 2.43 y 2.88; los alimentos elaborados con
harinas secadas presentaron los mejores indices de conversion, excepto en el caso
de camaron. El peso de los huevos de todos los tratamiento oscil6 entre los 55.1 y
58.7 g, no habiendo diferencias significativas. Lo mismo sucedié en relacion al
tamafio, siendo el diametro mayor de 57.4-58.9 mm y el didmetro menor de 41.6-
42.8 mm.
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Tabla XXXII. Pardmetros productivos y caracteristicas del huevo de gallinas.

Visceras de hacha Visceras de calamar Cabezas de camarén Macarela entera
Conirol Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida
Parametros productivos
Postura* 03.8+6.1%*  96.7+2.72  83.3+6.0° 86.3+6.8°¢ 85.8+8.2°¢ 03.8+5.12® 88.8+6.6°° 92.1+5.9%" 85.8+6.5

Produccion diaria® g 62+0.052 0.63+0.05* 0.55+0.06" 0.57+0.06° 0.57+0.07° 0.63+0.08% 0.59+0.06° 0.63+0.05° 0.54+0.07¢
Consumo diario®  gp 54590  935+7.2¢ 88.1+4.9° 935+4.9¢ 87.1+6.1° 96.9+4.4° 103.6+3.7° 105.8+6.9° 98.1+4.9°

4
FCA 2.58+0.23¢  2.47+0.2° 2.88+0.32 2.43+0.3° 2.71+0.3% 2.48+0.2°¢ 2.39+0.4° 2.46+0.2°¢ 2.85+0.42
Caracteristicas del huevo

Peso® 56.8+4.0 56.7+4.1 55.9+3.6 57.3+3.3 55.1+4.7 57.7+3.8 58.6+4.1 56.4+5.0 58.7+3.2
Diametro mayor*  57.4+1.9 57.7+2.2 57.7+1.7 57.6+1.4 57.4+22 589+24 57.9+1.6 57.9+1.9 58.0+1.2

Diametro menor* 42 241 2 42.5+1.0 42.3+1.0 42.6+1.4  41.6+1.2  42.1+1.3 42.9+1.6  42.0+1.0 42.8+1.3

Expresado en medias £ DE. Medias compartiendo al menos un literal, no son significativamente diferentes (P <
0.05). ! porcentaje; ? kilogramos/tratamiento; 2 gramos/individuo/dia; 4 Factor de conversién alimenticia; ® gramos; ©
milimetros.
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7.3.3 Composicion del huevo

La humedad en huevo rondo entre 74-75%, mientras que la proteina varié de 47.2
a 49.6%. Solo fue posible apreciar diferencias significativas en el contenido de
extracto etéreo (Tabla XXXIII), con mayores contenidos en los huevo de los
tratamientos adicionados con harina de hacha secadas, calamar cocido y ambos de
camaroén, (35.7 a 34.4%). Por otro lado, el alimento con calamar presenté el menor
contenido de extracto etéreo (31.7%). Las cenizas oscilaron entre 3.7 y 4.2%, y el
contenido calérico rondé entre 6.6-6.8 kcal g*. Los lipidos totales en yema rondaron

entre 40 y 44%, sin diferencias entre tratamientos.

Se reportan las concentraciones de acidos grasos en la fraccién de lipidos
neutros (LN; Tabla XXXIV) y de lipidos polares (LP; Tabla XXXV). El nivel de PUFA
fue de 5.1-8.8 g 100g°}; el 18:2n-6 fue el PUFA mas abundante, representando el 9-
11% del total en LN. Si bien para SFA, MUFAy PUFA en LN se observaron menores
concentraciones se presentaban en el tratamiento de macarela cocida, en el caso
de HUFA no fue asi; no existieron diferencias entre tratamientos, dado que los
niveles fueron relativamente constantes entre 0.8 y 1.4 g 100g™*. Los HUFA en
representaron el 3-7% de los acidos grasos en LN. En cuanto a HUFA particulares,
el ARA oscil6 entre 0.4 y 0.6 g 100g* (1-4% del total en LN), sin diferencias
significativas entre tratamientos; el EPA fue mas alto en los tratamientos de hacha
y calamar, con 0.03-0.05 g 100g™ (0.1-0.2% del total en LN). El DHA fue mas alto
en el tratamiento con visceras de calamar cocidas, con 0.81 g 100g (6% del total
en LN) y mas bajo en el control, con 0.12 g 100g* (0.5% del total en LN). La
concentracion de acidos grasos totales en LN oscil6 entre 20 y 23.8 g 100g?, que

presentd la menor concentracion.

El nivel de PUFA fue de 1.2-1.8 g 100gten LP, con el 18:2n-6 como el mas
abundante, (10-12% del total). Los HUFA en LP fueron mas altos en ambos
tratamientos con hacha y calamar cocido (1.3-1.6 g 100g?), e inferiores en el control
(0.7 g 100g?) y representaron el 7-10% de los acidos grasos en LP. En cuanto a
HUFA particulares, el ARA en oscilé entre 0.4y 0.6 g 100g* (3-5% en LP); con una
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menor concentracion en el tratamiento con calamar secado (0.35 g 100g™). Los
tratamientos con hacha y calamar presentaron las mayores concentraciones de
EPA en LP, con 0.05-0.06 g 100g* (0.3-0.4% del total de &cidos grasos). En LP las
mayores concentraciones de DHA se encontraron en ambos tratamientos con hacha
y calamar, con 0.69-0.89 g 100g* (5-6% del total en LP) y la menor en el control,
0.12 g 100g* (1% del total en LP). En LP las concentraciones de acidos grasos
totales fueron de 10.9-13.7 g 100g* en la mayoria de los tratamiento, excepto en el

control donde fue significativamente inferior (9.8 g 100g1).

El colesterol fue el esterol mas abundante en yema de huevo, con
concentraciones de 1.28-1.33 g 100g™* (Tabla XXXVI), las cuales representaron
poco mas del 98% del total de esteroles. Asi mismo, se encontraron cocentraciones
muy baja de algunos fitosteroles (<2% del total de esteroles), por ejemplo,
brassicasterol oscil6 de 0.008 a 0.01 g 100g* (0.6-0.8% del total de esteroles);
campesterol vari6 de 0.004-0.007 g 100g* (0.3-0.5% del total de esteroles). El
estigmasterol se presenté con 0.005-0.006 g 100g (0.4% del total de esteroles) y

el B-sitosterol con 0.001 g 100g* o menos (<0.1% del total de esteroles).

Ambos tratamiento con macarela presentaron una concentraciéon menor de
zeaxantina (0.44-0.47 mg 100g™) y luteina (0.46-0.51 mg 100gt), en comparacién
al resto de los tratamientos (0.53-0.96 y 0.53-0.99 mg 100g, respectivamente),
mientras que el control presentd una concentracién de estos carotenoides similar o
inferior a (0.59 y 0.54 mg 100g™) los tratamientos con harinas de subproductos.
Solo se encontrd astaxantina en la yema del huevos de gallinas alimentadas con las
dietas adicionada con harinas de subproductos (Tabla XXXVIII), en concentraciones
de 0.05 a 0.12 mg 10091, excepto en el tratamiento de camarén cocido, que fue el
mas alto de todos (0.22 mg 100g™1).



Tabla XXXIII. Composicién quimica (%) de huevo de gallina.
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Visceras de hacha

Visceras de calamar

Cabezas de camarén

Macarela entera

Control Secada  Cocida Secada  Cocida Secada  Cocida Secada Cocida
Huevo entero
Humedad 74.3+t0.2  74.6£0.1 75.1+0.1 74.8%0.2 75.00.2 74.9+0.1  745:03  74.8%0.2  75.2¢0.1
Proteina cruda 47.8+0.1 49.6+0.1 47.2+0.1 49.6+0.2 48.3+0.2 48.4+0.2  49.1+0.1  48.8+0.2  48.9:0.1
Extracto etéreo 33.4+0.3% 34.3+0.1* 35.7+0.1*> 34.4+0.3% 33.7#0.3%° 34.7+0.1*> 34.4x0.1°> 33.1x0.2% 32.5:0.3"
Cenizas 4.0+0.1  3.7¢x0.1  4.2:#01  3.9¢0.1  4.2:0.1  4.1:0.1 4.1+0.1 3.9:0.1 3.910.1
Fibra cruda ND ND 0.1+0.1 ND 0.10.1 ND ND ND ND
ELN 13.8 16.4 12.8 12.1 15.8 12.9 12.4 14.2 14.2
Energia’ 6.840.01 6.7+0.01 6.8t0.01 6.7+0.01 6.8+0.01 6.8+0.01  6.7+0.01  6.7t0.01  6.6+0.01
Yema
Lipidos totales 40.8+1.7 42.3+22 41.1%19 43518 413+16 43.2+1.8 433+16  40.6+2.1  41.2¢1.2

Valores expresado en peso seco (media £ DE), excepto humedad. Medias compartiendo al menos un literal, no son

significativamente diferentes (P < 0.05). * kcal g*



Tabla XXXIV. Acidos grasos (g 100 g) en lipidos neutros (LN) en yema de huevo de gallina.
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Visceras de hacha

Visceras de calamar

Cabezas de camardn

Macarela entera

Control Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida
16:0 6.16+0.52  5.19+0.7° 5.10+0.5% 5.64+0.7% 5.74+0.6%® 5.88+0.28 5.57+0.4% 4.29+0.6 3.16+0.1°
18:0 2.23+0.2 2.03+0.03  1.98+0.4 1.95+0.2 2.39+0.6 2.33+0.4 2.074£0.2 1.82+0.1 1.72+0.1
16:1n-7 1.04+0.3%  0.78+0.1% 0.89+0.12®  1.03+0.12 1.07+0.1*  0.91+0.2%  0.96+0.12 0.71+0.22° 0.52+0.1°
18:1n-9 11.67+2.12  9.07+1.7% 10.24+0.9% 11.19+1.72% 10.99+1.3% 11.33+0.5% 9.96%1.4% 8.57+1.7% 6.56+0.5°
18:2n-6 2.30+0.3% 2.30+0.3%  2.32+0.2% 2.29+0.04® 2.32+0.4* 2.33+0.22  2.10+0.2% 1.79+0.32 1.43+0.1°
18:3n-3  0.06+0.02% 0.06+0.01#* 0.07+0.012 0.07+0.012 0.07+0.01* 0.06+0.01% 0.04+0.01%** 0.05+0.01%**  0.03+0.01°
20:4n-6 0.49+0.1 0.43+0.1 0.48+0.2 0.40+0.01 0.45+0.2 0.36+0.1 0.51+0.1 0.46+0.04 0.59+0.1
20:5n-3 0.01+0.01¢ 0.03+0.01° 0.03+0.01° 0.03+0.02%* 0.05+0.032 0.01+0.01¢ 0.01+0.01¢ 0.01+0.01° 0.01+0.01°¢
22:6n-3 0.12+0.01¢ 0.53+0.2%> 0.70+0.2%* 0.55+0.03%* 0.81+0.32  0.69+0.1*®  0.31+0.1° 0.41+0.1° 0.41+0.03°
SFA 8.79+0.82  7.59+0.8%® 7.47+1.0%* 7.97+0.928  8.58+1.32 8.62+0.82  7.98+0.7% 6.41+0.8%° 5.14+0.3¢
MUFA 13.60+2.72 10.62+1.9% 12.10+1.1%> 13.23+1.8% 13.06+1.7% 13.09+1.12 11.74+1.7%® 10.07+2.0%° 7.70+0.6°
PUFA 2.44+0.4% 2.43+0.5* 2.45+0.5%  2.41+0.1° 2.44+0.3? 2.44+0.32  2.20+0.3% 1.90+0.32° 1.53+0.2°
HUFA 0.75+0.1 1.04+0.3 1.27+0.4 1.01+0.1 1.36+0.6 1.1240.2 0.91+0.2 0.9610.1 1.10+0.1
TOTAL 23.74+4.1%  20.82+3.32 23.43+2.7% 23.78+2.8% 23.60+4.08 23.40%£2.2% 22.95+2.7% 21.47+3.2%%  19.96+1.2°
n-6:n-3 10.1+0.4° 4.1+0.92 3.3+0.62 3.7+0. 22 2.9+0.52 3.2+0.12 6.2+0.2° 4.3+0.72 4,1+0.22

Valores expresado en peso seco (media + DE), excepto humedad. Medias compartiendo al menos un literal, no son
significativamente diferentes (P < 0.05)



Tabla XXXV. Acidos grasos (g 100 g'%) en lipidos polares (LP) en yema de huevo de gallina.
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Visceras de hacha

Visceras de calamar

Cabezas de camarén

Macarela entera

Control Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida

16:0 2.85+0.3°  4.25+1.23¢ 5,02+0.3%® 5.16+0.28 3.74+0.73°  3.14+0.2° 3.33+0.2° 3.36%0.3°¢ 3.63+0.4%°
18:0 1.42+0.2° 2.01+0.3%¢ 2.26+0.1%*  2.39+0.22 1.61+0.4°¢ 1.56+0.2¢  1.75+0.1% 1.50+0.1° 1.76+0.2°¢
16:1n-7 0.13+0.02° 0.15+0.03¢ 0.20+0.02%> 0.21+0.03* 0.15+0.01°¢ 0.13+0.01° 0.13+0.01®° 0.13+0.01®°  0.14+0.03"c
18:1n-9 3.16+0.3°  4.22+1.1%° 4.76+0.2%*  5.03+0.3? 3.36+0.6° 3.08+0.2° 3.49+0.03°  3.39+0.1" 3.54+0.5%°
18:2n-6 1.18+0.12 1.41+0.32®  1.70+0.2%  1.74+0.03%*  1.21+0.22 1.10+0.12 1.23+0.12 1.18+0.1° 1.37+0.1°

18:3n-3  0.01+0.002° 0.01+0.003 0.02+0.0022 0.02+0.001% 0.01+0.001° 0.01+0.001° 0.01+0.001° 0.01+0.001% 0.01+0.002%
20:4n-6 0.46+0.1%*  0.52+0.1%* 0.54+0.03* 0.60+0.12 0.35+0.1° 0.55+0.12 0.57+0.12  0.43+0.03*  0.56+0.03%
20:5n-3  0.003+0.001¢ 0.05+0.01% 0.06+0.00% 0.05+0.002% 0.05+0.004% 0.02+0.005° 0.02+0.005° 0.01+0.002¢ 0.01+0.003¢
22:6n-3 0.12+0.02° 0.70+0.2%8  0.89+0.1* 0.85+0.02% 0.69+0.1% 0.30+0.03° 0.34+0.01° 0.37+0.1° 0.37+0.04°
SFA 4.36+0.5° 6.36+1.6%° 7.45+0.4®®  7.71+0.4® 5.46+1.1°  4.80+0.3° 5.2040.2° 4.97+0.4° 5.52+0.6"°
MUFA 3.47+0.4°  4.59+1.2%c¢ 532+0.32% 557+0.42 3.72+0.7° 3.42+0.2°  3.85+0.1% 3.76%0.2° 3.95+0.6%°
PUFA 1.25+0.02° 1.48+0.04%° 1.79+0.03* 1.82+0.012 1.26+0.04°® 1.16+0.02° 1.28+0.03>  1.24+0.02°  1.44+0.03"°
HUFA 0.66+0.2¢ 1.32+0.2%®  1.55+0.12 1.55+0.12  1.12+0.2° 0.96+0.2°¢  1.02+0.1% 0.88+0.1¢ 1.02+0.1°¢
TOTAL 90.76+1.1¢  12.78+3.4% 13.15+#1.0® 13.70+0.9% 11.58+2.2> 10.36+0.7° 11.37+0.6®° 10.87+0.7°  11.95+1.4%
n-6:n-3 11.1+0.5°¢ 2.5+0.12 2.3+0.12 2.5+0.12 2.0+0.3?2 4.7+0.1° 4.6+0.5° 4.0+0.5° 4.7+0.2°

Valores expresado en peso seco (media + DE), excepto humedad. Medias compartiendo al menos un literal, no son
significativamente diferentes (P < 0.05)
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Tabla XXXVI. Esteroles (g 100g*) en yema de huevo de gallina.

Control Visceras de hacha Visceras de calamar Cabezas de camardn Macarela entera
Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida
Colesterol 1.28+0.3 1.28+0.1 1.30+0.1 1.30+0.2 1.29+0.2 1.31+0.02 1.31+0.09 1.33+0.05 1.30+0.06

Brassicasterol 0.009+0.001 0.01+0.003 0.009+0.001 0.01+0.001 0.009+0.001 0.008+0.001 0.009+0.001 0.01+0.001 0.009+0.002
Campesterol  0.007+0.001 0.005+0.001 0.005+0.001 0.004+0.002 0.005+0.001 0.004+0.001 0.005+0.001 0.005+0.001 0.005+0.002
Estigmasterol 0.005+0.001 0.006+0.001 0.005+0.001 0.005+0.002 0.005+0.001 0.005+0.001 0.005+0.001 0.005+0.001 0.005+0.002
B-sitosterol 0.001+0.001 0.001+0.001 0.001+0.001 0.001+0.001 0.001+0.001 0.001+0.001 0.001+0.001 0.001+0.001 0.001+0.001
TOTAL 1.28+0.08 1.30+0.1 1.32+0.2 1.32+0.2 1.31+0.2 1.32+0.02  1.33+0.09 1.35+0.05 1.32+0.06

Expresado en peso seco (Media + DE)
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Tabla XXXVII. Carotenoides (mg 100 g*) en yema de huevo de gallina.

Visceras de hacha Visceras de calamar Cabezas de camarén Macarela entera
Control
Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida
Astaxantina ND 0.12+0.04° 0.12+0.02° 0.05+0.01¢ 0.05+0.01¢ 0.09+0.01¢ 0.22+0.032 ND ND

Zeaxantina 0.59+0.04%  0.96+0.3% 0.85+0.3%" 0.54+0.02** 0.64+0.1*® 0.53+0.01** 0.62+0.2%> 0.44+0.02° 0.47+0.02%

Luteina 0.54+0.04> 0.99+0.2% 0.88+0.3* 0.61+0.03" 0.78+0.1* 0.53+0.01® 0.72+0.1** 0.46+0.02* 0.51+0.1°

Expresado en peso humedo (Media =+ DE). Medias compartiendo al menos un literal, no son significativamente
diferentes (P < 0.05). ND = No detectado.
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7.3.4 Evaluacién sensorial

Al finalizar el experimento se llevé a cabo un panel de evaluacion sensorial de los
huevos producidos. Este panel contdé con 60 personas no entrenadas, quienes
consumian huevo al menos una vez por semana. Primer se les pidié apreciar la
coloracién de la yema con abanico DSM, que funciona mediante una escala del 1 al
15, en donde 1 es la més baja intensidad de color y 15 la mas alta. Como se
muestras en la Figura 20, los mayores valores se presentaron en ambos
tratamientos con harinas de cabezas de camarédn azul (13) y visceras de hacha (11-
12); por otro lado los menores valores para este caracteristica fueron los del
tratamiento control y ambos de macarela entera (4).

Para el panel sensorial, los resultados mostraron que la adicion de las harinas
de subproductos al 5% del alimento no afectaba de manera significativa
caracteristicas sensoriales como color (Figura 21), olor (Figura 22), sabor (Figura
23) y consistencia (Figura 24) de huevos hervidos en agua durante 12 min.
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Control Visceras de hacha Visceras de Cabezas de Macarela entera
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Figura 20. Color de yema en huevo crudo. Medias compartiendo al menos un literal,
no son significativamente diferentes (P < 0.05)
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Figura 21. Color de huevo cocido
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Figura 22. Olor de huevo cocido.

116



Escala de aceptacion

Escala de aceptacion

N

w

N

[EnY

Sabor

Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida Secada Cocida

Control Visceras de hacha  Visceras de Cabezas de Macarela entera
calamar camaron

Figura 23. Sabor de huevo cocido.
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Figura 24. Consistencia de huevo cocido.
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8. DISCUSION
8.1 Composiciéon de subproductos frescos y métodos de analisis.

En el presente trabajo, decidimos usar la macarela como testigo/control de analisis
y proceso de produccion de harinas, ya que la macarela y otros peces pelagicos se
usan comunmente para fabricar harinas de pescado, y por ende, su composicion y
variaciones ya se conocen mejor. En otros trabajos se ha reportado que la macarela
entera contiene 61-71% de proteina (Haaland et al., 1990; Feng et al., 2012), lo cual
concuerda con lo reportado en el presente trabajo (67%). La macarela entera
contiene visceras, consecuencia de esto, un mayor contenido de proteina en
comparacion a los subproductos que tenian mayor proporcion de visceras, como es
el caso del hacha y el calamar con 21-25% menos proteina que el pescado. Las
cabezas de camardon mostraron mas proteina (63%) que las visceras, aun cuando
la proporcién de muasculo es baja, y en concordancia con otros trabajos que reportan
50-60% (Nwana, 2003; Andrade et al., 2007; Sanchez-Camargo et al., 2011). Estos
niveles altos de proteina en camarén pueden deberse a la técnica que se utilizé
para cuantificar proteina, que fue el método de Dumas, el cual funciona mediante la
cuantificacion del nitrégeno liberado después de una combustion a 850°C (Miller et
al., 2007). Es probable que el contenido de proteina en cabezas de camaron, y por
consiguiente en sus harinas, este sobreestimado por el contendo de quitina, un
polisacarido con grupos funcionales acetamida (CHsz-CO-NH2) (Mizani et al., 2005)
que puede llegar a ser de 90-110 g kg en peso seco de cabezas de camardn. Se
ha reportado que del total de proteina cruda en cabezas de camaron 69%
corresponde a proteina real y 31% a quitina (Diaz-Roja et al., 2006). Si bien la quitina
es cuantificada como parte de la proteina cruda por ser un compuesto nitrogenado
(Cocoletzi et al., 2009), esta es muy poco digestible para el camarén (Civera et al.,
1996) por lo que se sobreestima la cantidad de proteina biodisponible en presencia
de este compuesto. Una forma de determinar la proteina verdadera cuando hay
quitina, es mediante la cuantificaciébn de la quitina y corregir la proteina cruda

tomando en cuenta el aporte de nitrdgeno de quitina, lo cual no se efectud en el
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presente trabajo. Otra manera de valorar la proteina en crustaceos es mediante el
andlisis de ceniza, que como se observa en cabeza de camaron, es el doble (21%)
en relacion a lo que se encontré en macarela (10%), cuyo contenido de ceniza esta
de hecho asociado a la presencia de huesos (Naylor et al., 2009), por lo que harinas
elaboradas con subproductos de pescado contienen mayor proporcién de cenizas,
y son consideradas de menor calidad, que aquellas elaboradas con pescado entero.
Por otro lado, una particularidad en el hacha fue la presencia de una gran cantidad
de pequefios crustaceos viviendo adentro de la concha, y por ende estuvieron
presentes en las harinas, lo cual posiblemente incremento la proteina en las harinas
de esta materia prima ya que dichos crustidceos contienen una considerable
cantidad de quitina y que al igual que para las cabezas de camaron, lleva a una
sobreestimacion de la proteina. Asi mismo, el alto contenido de cenizas en estas
harinas pudo deberse a dos razones: 1) a la presencia de los crustaceos, ya que
aprox. el 10% de su peso corresponde a cenizas (Heu et al., 2003), y 2) a que las
hachas son filtradores, y cominmente acumulan arena entre sus visceras (Cranford
et al., 1998). La proteina en visceras de calamar fue de 53% y estuvo por debajo a
lo reportado en trabajos previos, 69-75% (Carver et al., 1989; Martinez-Vega et al.,
2000), no obstante, el contenido de extracto etéreo de las visceras del presente
trabajo, al menos duplicé lo encontrado en los trabajo anteriormente citados.

En la presente tesis se utilizaron dos métodos para determinar lipidos; 1) el
extracto etéreo (EE), que es parte del analisis quimico proximal en donde se extraen
los lipidos con éter de petréleo en caliente y, 2) la determinacion de lipidos totales
(LT) por Folch, que utiliza cloroformo-metanol en frio para la extraccién. Ambas son
cuantificaciones gravimétricas del lipido extraido, pero la diferencia entre estos
métodos radica en que la mezcla de solventes cloroformo:metanol utilizados para la
determinacion de LT tienen mayor capacidad de extraer lipidos del tipo polar (Xiao,
2010) y en particular a partir de una matriz organica que consiste en membranas
celulares, mientras que el EE cuantifica mejor los lipidos solubles no unidos a una
matriz organica (Pérez-Palacios et al., 2008), como pueden ser acilgliceridos en

aceites o lipoproteinas. Por ejemplo, Folch et al. (1957) reportaron una extraccion
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de 96% cuando los lipidos se extraian de una matriz organica de musculo de
pescado, que contiene en promedio 10% de lipidos, en su mayoria fosfolipidos de
membrana. En contraste, con éter de petréleo las extracciones en materias primas
donde el contenido de lipidos es menor a 20% tienden a ser de 50-80% en relacion
a valores de referencia, mientras que cuando el contenido de lipidos es superior a
20% (aceites con la mayor parte en forma de acilglicéridos libres) la extraccion de
lipidos tiene una eficiencia de méas del 80% (Pérez-Palacios et al., 2008). Ademas
del tipo de matriz usada, la extraccion de lipidos con EE puede provocar oxidacion
lipidica y pérdida de algunas moléculas polares durante la extraccion, que se realiza
a 80-100°C durante 4-6 horas (Toussaint et al., 2002).

Por lo anterior es necesaria la comparacion de datos de trabajos en los cuales
se midieron los lipidos con uno u otro método para medir el contenido de lipidos en
muestras frescas de un origen similar a las utilizadas en la presente tesis, es decir
organismos marinos, ya sean tejidos, mezclas de tejidos, u organismo completos
(Ver Tabla XXXVIII en Anexos). Solo un trabajo reporta el resultado usando las dos
técnicas en cabezas de camardn, y se observa que los resultados son
practicamente iguales (Sanchez-Camargo et al., 2011). En los demas, de forma
general se obtienen valores mayores de LT por Folch que por EE. Lo anterior
concuerda con nuestros resultados para los subproductos, pero no para la
macarela, donde se obtuvieron datos para lipidos mayores por EE que por LT-Folch.
Es necesario especificar que durante la extraccion de lipidos y en particular cuando
la extraccion se realiza en tejido muscular, algunos carbohidratos y proteinas unidos
a las fosfloipidos son arrastrados en el solvente (De Koning et al., 1985; Lazaro et
al., 1995). En el presente trabajo, para eliminar los compuestos no lipidicos usando
cloroformo:metanol, la mezcla homogenizada y sonicada (para romper membranas)
de solventes-matriz organica se filtro a través de una columna de silica humedecida
al 6% vy fibra de vidrio, con lo cual se obtuvieron reducciones de 20 a 50%, debida
a proteina y carbohidratos. Por ende, los valores de LT en la mayoria de los
subproductos fueron menores a los de EE, con excepcioén de la macarela que tiene

mayor contenido de musculo, y por ende, proteina unida a fosfolipidos.
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Ademés de las variaciones metodoldgicas, hay que tener en cuenta las
variaciones en la composicién quimica de las materias primas debidas a variaciones
en el lugar o temporada de captura, a caracteristicas propias del organismo, como
la edad, sexo o el estado fisioldgico (Fenucci, 2007). Por ejemplo, la concentracion
de acilglicéridos y colesterol en génadas de Argopecten ventricosus disminuye
hasta 50% después del desove (Racotta et al., 1998), mientras que los lipidos
totales en génada y glandula digestiva de N. subnodosus puede variar a lo largo del
afo, oscilando entre 13-24% y 25-45% en cada tejido, respectivamente (Racotta et
al., 2003). Estos incrementos en el contenido de lipidos son probablemente debidos
a la gametogénesis, como fue reportado por Palacios et al. (2000) en gbénada
madura de P. vannamei, con aumentos simultdneos en acilglicéridos, colesterol y
proteinas. Asi mismo, Zheng et al. (2012) reportaron una mayor acumulacion de
lipidos y carotenoides en gdénada femenina de Chlamys nobilis durante la
maduracién, en comparacion a musculo aductor y manto. De Moreno et al. (1998)
observaron que calamares capturados en maduracion (Junio) presentaron ovarios
mas grandes y con mayor cantidad de lipidos en ovarios y glandula digestiva, que
aquellos inmaduros capturados en Febrero; también reportaron que los machos solo
acumularon mas lipidos en glandula digestiva, permaneciendo los testiculos con

contenido similar de lipidos y de tamafio en todas las épocas.

El contenido de acidos grasos también puede variar en relacion a los tejidos
y a la época o estado de madurez de los organismos. Caers et al. (1999) reportaron
mayor cantidad de DHA en musculo aductor y manto en comparacién con branquias
y génadas en A. purpuratus. Las gbnadas maduras acumulan mas del doble de EPA
y DHA que cuando estas son inmaduras, como se demostré para de N. subnodosus
(Palacios et al., 2005) y calamares lllex coindetii y Todaropsis eblanae (Rosa et al.,
2005). Los acidos grasos generalmente son movilizados desde glandula digestiva a
la génada durante la maduracion y su contenido esta afectado por la disponibilidad
de alimento que puede variar a lo largo del afio, como se ha demostado para P.
maximus (Pazos et al., 2003) y N. subnodosus (Racotta et al., 2008), y calamares

(Rosa et al., 2005). Los altos niveles de DHA en gbénadas de moluscos, por lo
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general no acumulan este acido graso, ya que se usa para producir larvas moviles,
que si requieren DHA (Hall et al., 2002). Por otro lado, el contenido de acidos grasos
en P. semisulcatus silvestres varia a lo largo del afio, por ejemplo, DHA sube de 5.1
a 12.2%, el EPA de 7.7 a 12.5% y el ARA de 4.3 a 7.5 (Yanar y Celik, 2005); los
autores atribuyen estas variaciones a la temperatura del agua, encontrando un
mayor proporcién de HUFA en la temporada fria. Variaciones de acidos grasos en
relacion a la temperatura también se han reportado para P. maximus y P.
magellanicus, principalmente para modificar la fluidez de membrana en temporadas
frias (Hall et al., 2002). Similares variaciones en relaciéon al estadio de madurez se
pueden encontrar en calamar y camarén, pero independientemente del estadio
fisiolégico, se sabe que el calamar acumula altas concentraciones de DHA, que
llegan al 25% del total de &cidos grasos (Lian et al., 2005), incluso mayores que los
valores obtenidos para macarela. En contrate, los camarones acumulan poco DHA.
En el presente trabajo, incluso si los valores de HUFA encontrados en cabezas de
camaron café de pesca parecieran bajos en comparacion a los otros subproductos,
estos fueron casi el triple de los HUFA reportados en cabezas de camaron cultivado
L. vannamei (12% del total de acidos grasos). Por otro lado, los PUFA en camaron
de cultivo fueron 20 veces méas altos que los de pesca (Takeungwongtrakul y
Benjakul, 2012); lo anterior se debe a que normalmente los camarones cultivados
consumen alimentos con altas proporciones de harinas de plantas terrestres,
principalmente soya (Samocha et al., 2004), que contiene 18:1n-9, &cido linoleico
(18:2n-6) y otros PUFA en abundancia (Galicia et al., 2010). En contraste con los
anterior, debido a que las cabezas de camardn del presente trabajo provenian de
medio silvestre, la concentracion de PUFA fue muy baja (0.04 g 100g?) en
comparacion a la de HUFA (2.33 g 100g™).

Se encontraron altas concentraciones de colesterol en visceras de calamary
cabezas de camaron, con concentraciones un poco mas bajas para macarela. El
colesterol es el principal esterol en estos organismos, que se acumula en su forma
libre en las membranas celulares externas. En contraste, la composicién de

esteroles en hacha es similar a la de esteroles reportada previamente en almeja
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mano de leon (Palacios et al., 2007). Los bivalvos tienen una limitada capacidad
para sintetizar colesterol a partir de fitoesteroles (Napolitano et al., 1993), por lo que
la composicion de fitoesteroles es reflejo de las microalgas ingeridas. Por ejemplo,
en la almeja Pecten maximus, una dieta a base de Chaetoceros calcitrans
incrementa el colesterol y el fucosterol en tejidos, y por otra parte, Isochrysis
galbana aumenta brassicasterol (Soundant et al., 1998). Se ha reportado que las
almejas acumulan esteroles esterificados (ESE) en glandula digestiva y gbnada y
en algunos periodos del afio, los ESE en gbnada presentan una concentracion
mucho mayor a los esteroles libres en glandula digestiva (Palacios et al., 2007),
mientras que los bajos niveles de ESE en macarela pueden ser resultado de una
mayor cantidad de musculo en relacion a la viscera, ya que el musculo no acumula
ESE. Otros esteroles, como el dihidrocolesterol, son productos finales del
metabolismo de colesterol en los intestinos o sustrato para la sintesis de colesterol
(Kerr y Baker, 1991).

Por lo general, los peces mas grandes tienden a tener niveles mas altos de
mercurio, pero los niveles en la macarela de este trabajo fueron bastante altos en
comparacion a otras especies de macarela (Bae et al., 2011). Las hachas utilizados
en el presente estudio eran muy grandes (30-40 cm) y probablemente de varios
afios de edad (7-10 afios), por lo que bioacumularon altos niveles de metales
pesados (Louma et al., 1990). En contraste, el ciclo de vida de los camarones es
corto, lo cual limita la bioacumulacion de metales pesados. Ademas de la
biomagnificacién por edad, los organismos pueden biomagnificar los metales
pesados a partir del alimento. Las visceras de calamar han sido reportadas como
abundantes en mercurio y cadmio (Wang et al., 2012; Raimundo et al., 2014), dado
que la dieta principal de los calamares adultos son peces pelagicos (Nigmatullin et
al., 2001) los cuales normalmente contiene estos metales pesados (lkem y Egiebor,
2005; Mol, 2011). Los moluscos filtradores biomagnifican metales pesados a partir
del material particulado suspendido en el agua, y comunmente utilizados como
indicadores de contaminacion ambiental en aguas costeras (Cantu-Medellin et al.,

2009). Por ultimo, el mercurio es acumulado en tejidos metabolicamente activos,
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como rifibn e higado, por lo que esperamos que las harinas elaboradas con
subproductos de pescado pueden contener grandes cantidades de mercurio en
comparacion con harinas elaboradas con pescado completo. Sin embargo, el
camarén café Penaeus californiensis silvestre fue el menos contaminado, aun si la
mayor parte de los metales pesados se encuentren en el hepatopancreas (Paez-
Osuna y Tron-Mayen, 1995).

8.2 Composicion de harinas y procesos de produccion.

La composicién nutrimental y calidad de las harinas puede variar en funcién de lo
mencionado en la seccién anterior, pero también hay un efecto determinante de las
condiciones de procesamiento, y particularmente las temperaturas de coccion y
secado (Terrazas et al., 2005), en la Tabla XXXIX (Ver en Anexos) se observan
algunos ejemplos de ingredientes elaboradas con materias primas similares a las
del presente trabajo. Por ejemplo, las pérdidas de proteina debidas a la coccién
eran de esperarse, ya que las proteinas son solubilizadas en el agua caliente y
posteriormente lixiviadas en el caldo de coccién (Guerra et al., 2011). La lixiviacion
de proteina es todavia méas evidente cuando las materias primas para la coccion
son ricas en aminoacidos polares, como asparagina y glutamina, que han sido

reportados como los mas abundantes en peces marinos (Vidotti et al., 2003).

La disminucion en el contenido de proteina en las harinas de macarela fue
tal, que termind siendo similar a la proteina en harinas de hacha, aun cuando la
hacha cruda tuvo el menor contenido de proteina y la macarela cruda el mas alto.
En cabezas de camardn la coccion puede lixiviar la quitina, y esta reaccién es
acelerada por dos factores: la composicién del caldo de coccion y la temperatura de
ebullicion (Percot et al., 2003). La coccién de materias primas como el pescado en
principio desnaturaliza la proteina nativa y mejora su digestibilidad, pero las
proteinas desnaturalizadas son mas reactivas, presentando procesos de oxidacion
en donde se liberan grupos carbonilo y hay pérdida de aminoacidos esenciales

(Papadopoulos, 1989). Al subir la temperatura a 100°C la digestibilidad puede
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reducirse debido a la formacion de enlaces di-sulfuro, lo que impide la accion de las

enzimas digestivas (Opstvedt et al., 1984).

Las harinas industriales de pescado comunmente son sobrecalentadas e
incluso parcialmente quemadas, lo que ademas de lo anterior, produce pérdida de
bases nitrogenada volatiles (Opstvedt et al., 2003). Ademas, en el proceso de
elaboracion de harinas y especificamente durante el secado, es posible que ocurra
racemizacion de aminoacidos, lo cual depende de las condiciones del proceso,
como lo demuestran los resultados de Bellagamba et al. (2015), quienes a
condiciones moderadas de secado (89°C/140 min) observaron una produccion de
D-aspartato 80% menor en comparacion cuando se usé una temperatura mas alta
(110°C/140 min). También, Luzzana et al. (1996) analizando harinas de pescado
comerciales, notaron un grado de racemizacién 6 veces mayor en aquellas que
fueron expuestas a calor por 127°C por 3.5 horas, en comparacién a la misma
temperatura por 1 hora. Cuando las harinas de pescado se sobrecalientan, aumenta
el contenido de minerales o cenizas como resultado de la incineracion de
compuestos organicos (Chapman y Miles, 2006), que aunado al alto contenido de
ceniza que se debe de forma natural a la presencia de huesos en la materia prima
(Naylor et al., 2009), puede disminuir la calidad y precio de la harina; al respecto,
Chapman y Miles (2006) establecen que con hasta 25% de cenizas en una harina
de pescado todavia se le puede considerar una harina de “buena calidad”. La harina
de pescado de origen comercial utilizada en el presente trabajo presenté un
contenido de cenizas del 20%, lo que pudiera indicar que fue fabricada con

subproductos de pescado, o que la materia prima fue incinerada moderadamente.

En el presente trabajo se observé un incremento en la proteina contenida en
la harina secada producida de hacha (52.7%), en comparacion con el subproducto
fresco (50.1%), en contra de lo esperado. Una explicacién a esto es el cambio en el
contenido de humedad de las muestras. Aun si los analisis de proteina se realizaron
en harinas relativamente secas y en materia prima liofilizada, la apliacion de un

proceso térmico previo (en este caso el secado sin coccién) a la determinacién de
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humedad aumenta la extraccion del agua, ya que desnaturaliza algunas matrices
organicas. Por otro lado, la liofilizacion conserva en mayor medida la estabilidad de
las matrices organicas (Ratti, 2001), por lo que la humedad remanente en un
producto liofilizado pudiera ser subestimada y esta diferencia de humedad pueden
también afectar la concentraciones de otros compuestos bioquimicos como los

acidos grasos, carotenoides, esteroles, entre otros.

Al exponer las materias primas a condiciones de ebullicién se desnaturalizan
las matrices orgénicas (Chantachum et al., 2000) lo cual libera lipidos dentro del
caldo de coccién, donde pueden ser mas facilmente hidrolizados a &cidos grasos
libres y oxidados (Miyashita et al., 1994). Por otro lado, cuando las materias primas
son molidas y secadas a baja temperatura (60°C) los lipidos pueden permanecer
unidos a la fraccion proteica (Opstvedt y Mundheim, 1988) o permanecer unidos a
la cadena de glicerol sin ser hidrolizados, y por lo tanto, son més estables. En
concordancia, el contenido de LT en las harinas secadas fue similar al de la materia
prima cruda. Los mayores niveles de EE en harina secada podria deberse a la
liberacion de cierta cantidad de lipidos de la matriz organica por la aplicacion de
calor, dejando expuestos estos lipidos al arrastre por éter de petréleo y permitiendo
asi su cuantificacion. Otras diferencias asociadas a incrementos en distintos tipos
de lipidos en harinas secadas y cocidas pueden ser atribuibles a las diferencias en
la extraccion, analisis y cuantificacidon debido principalmente, al contenido de

humedad, como se menciond antes.

Los niveles de monoacilglicéridos (MG), diacilglicéridos (DAG) y &cidos
grasos libres (AGL) indican una hidrdlisis de triacilglicéridos (TAG) y fosfolipidos
(FL) como resultado ya sea del proceso de fabricacion, pero también por
manipulacion después de la captura y/o durante la conservacion-congelacion, como
es el caso de calamar, con altos niveles de AGL en fresco y que se discutira mas
adelante. Los niveles de TAG y FL se redujeron mas en macarela cocida que en
macarela secada, mientras los valores de MG incrementaron en ambas, y de AGL

en macarela secada. Esto indica una hidrélisis de TAG y FL a favor de una
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acumulacion de MG y AGL en harinas secadas, mientras que en harinas cocidas
los AGL probablemente se pierden por oxidacion y lixiviacion en el caldo de coccion
caliente (Pérez-Santin et al.,, 2013). Asi mismo, se observé una disminucién de
esteroles estetificado (ESE) a favor de esteroles libre (ESL) en las harinas cocidas,
probablemente al hidrolizarse los &cidos grasos de los ESE produciendo una
acumulacion de ESL.

Los resultados en los otros subproductos no fueron tan claros. En visceras
de almeja, hubo un incremento de DAG, tanto en harina cocida como secada, pero
los AGL incrementaron mas en harina cocida, mientras que en la harina secada
aumentaron mas los lipidos polares no identificados (LPN). Los LPN,
probablemente glicerol, fosfatos y cabezas polares derivados de la hidrélisis de FL,
son mas polares que los FL per se, y pueden ser lixiviados durante la coccién; esto
ya ha sido documentado en el caldo de coccion de cabezas de camardén (Pérez-
Santin et al., 2013). En macarela cocida, el incremento de LPN indica que estos no
fueron perdidos tan rapidamente en el caldo de coccién, y pudieron quedar
contenidos entre las capas de tejidos, mientras que las visceras estan mas
expuestas al agua, y es probablemente por esto que los LPN se incrementaron
significativamente en las harina secadas de hachay calamar. Los resultados indican
que la hidrélisis y oxidacion de lipidos no son un resultado directo de la coccién o el
secado, si no que depende en gran medida de la composicién de la materia prima

cruda, de la conservacion tisular, y probablemente de su contenido de pigmentos.

Un caso interesante es el de visceras de calamar, con niveles altos de DAG
y AGL desde el inicio en la materia fresca. La acumulacién de DAG y AGL puede
deberse a hidrolisis enzimatica, i.e. lipasas, que puede estar activas aun durante el
almacenamiento bajo condiciones de congelacion (Aubourg, 2001), lo que puede
ser particularmente notorio en subproductos que contengan glandulas digestivas,
gue son facilmente fragmentadas durante el eviscerado de los organismos. En el

caso de calamar, hubo un incremento de AGL y de LPN en las harinas secadas a la



128

vez que disminuyeron los DAG, mientras que en las cocidas disminuyeron los FL y
AGL, probablemente por lixiviacion.

A nivel de acidos grasos individuales, los tratamientos térmicos muestran un
efecto significativamente mayor sobre los FL en comparacion a los TAG (Yamamoto
e Imose, 1989). Esto se debe a que los primeros son mas polares y ademas,
cuentan con una mayor proporcién de PUFA, que son muy susceptibles a hidrélisis,
y posteriormente a peroxidacion (Igene et al., 1980). Una vez hidrolizados, los PUFA
son mas susceptibles de sufrir peroxidacion. Sin embargo, los PUFA parecen resistir
el proceso de coccién en particular si estan unidos a FL o TAG; por otro lado, los
procesos térmicos a menor temperatura (55°C) favorecen la estabilidad de los

lipidos debido a que se inactivan las enzimas cataliticas (Aubourg, 2001).

La pérdida de ESE después de la coccién no siempre estuvo acomparada
de incremento de ESL, como fue el caso de visceras de calamar y cabezas de
camaron, indicando que no solo ocurre hidrolisis de ESE y acumulacién de ESL, si
no que también puede producir oxiesteroles (esteroles oxidados), los cuales no son
detectados como ESL por el analisis usado. Los ESE son mayormente depositados
como vesiculas de grasa en el citoplasma, mientras que los ESL son incorporados
en la membranas celulares y pueden ser perdidos cuando estas se desnaturalizan.
La coccién puede romper membranas mas rapidamente que el secado, y los
esteroles hidrolizados con mas susceptibles a la oxidacion (Shahidi, 1994), y
probablemente son perdidos en el caldo de coccion. Por lo tanto, uno de los
mayores efectos de la coccion fue la hidrélisis marcada de TAG, FL, y ESE, y
probablemente la oxidacion parcial de algunos de ellos y formacion de LPN, en
contraste con el secado, donde la hidrélisis fue menor y hubo una mayor
acumulacion de AGL en lugar de LPN. Mientras que la coccién desactiva enzimas,
el secado fue precedido de molienda, lo que expuso a la materia prima a enzimas
autoliticas presentes en las visceras de los subproductos (Shahidi, 1994); si los
fitoesteroles presentes en las vesiculas de grasa son hidrolizados, seran

rapidamente oxidados por el secado a 60°C (Rudzihska et al., 2009). La correlacion
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entre los LPN y el dihidrocolesterol (r = 0.64; P<0.01) sugiere que el anterior pudiera
ser un primer paso de oxidacion del colesterol. Algunos fitoesteroles disminuyeron
a medida que hubo aumento de AGL, por ejemplo, el estigmasterol que se
correlaciono significativamente con estos (r = -0.40; P<0.05), indicando que este

compuestos probablemente estaban en forma esterificada.

El procesamiento a harina de las materias primas tuvo un efecto negativo
sobre los carotenoides totales en las harinas de calamar, hacha y cabezas de
camaron, pero no en las harinas de macarela, la cual presento los niveles mas bajo
de carotenoides. En contraste con calamar y hacha, donde la coccién provoco6 una
mayor disminucion que el secado, los carotenoides de harina cocida de camarén
presentaron niveles similares a la secada. La astaxantina se encuentra en forma
esterificada en el exoesqueleto y cefalotérax de los camarones (Kantha, 1989) y
puede tener diferentes grados de esterificacion (monoesteres o diesteres); esto, y
el tipo de acido graso al cual se encuentran eterificado define su labilidad (Yang et
al., 2015). Una de las formas de astaxantina esterificada, unida a proteina, es
llamada crustacianina. Los camarones cambiaron de color después del
calentamiento por coccion, ya que las la crustaceanina se desnaturaliza y libera
astaxantina (Jauregui et al., 2011), la cual le da el color rojizo al camarén (Parisenti
et al., 2011). La astaxantina esterificada presente en el camaron puede ser
responsable del bajo decremento de HUFA y acumulacion de AGL en cabezas de
camaron cocidas, probablemente por su alta capacidad antioxidante (Miki, 1991).
Los moluscos no tienen astaxantina esterificada (Kantha, 1989), pero si se encontrd
fucoxantina y cantaxantina en hacha; la cantaxantina ha sido reportada como mas
resistente a coccion con vapor que la astaxantina (Choubert y Baccaunaud, 2010)
y de hecho, encontramos correlaciones negativas de cantaxantina (r = -0.43;
P<0.05) y fucoxantina (r = -0.41; P<0.05) con AGL, lo que sugiere que estos
carotenoides pueden disminuir la hidrolisis de TG y FL.

Los subproductos que contienen génadas y hepatopancreas son usualmente

ricos en pigmentos, pero también en otros antioxidantes naturales, como catalasa y
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glutation peroxidasa, en comparacion al masculo (Parrilla-Taylor et al., 2013). Altos
niveles de pigmentos y antioxidantes son deseables por que estos puede proteger
los HUFA y otros componentes bioquimicos de la oxidacion, en particular en
presencia de un oxidante fuerte, como es el caso de los metales. Los metales
pesados inducen la formacion de especies reactivas de oxigeno y peroxidacion de
lipidos, como ha sido reportado en almeja Megapitaria squalida (Cantu-Medellin et
al., 2009). Los niveles de mercurio méas altos se encontraron en hacha y macarela,
y los mas bajos en camaron, mientras que el hacha también presenté altos niveles
de cadmio. Los bajos niveles de metales en camaron, junto con la astaxantina
esterificada, pueden ser los responsables de la baja pérdida de LT y HUFA durante
el proceso de coccion o secado y concuerda con la baja produccién de productos
primarios (HPO) de oxidacion. Los HPO se generan y degradan constantemente
(Girotti, 1998), y se ha reportado un contenido de HPO de 49 mg de hidroperdxido
de cumeno por 100 g en musculo fresco de jurel (Trachurus trachurus) 12 h
después de la captura y enhielado (Eymard et al., 2005), que fue cercano a los que
encontrado en el presente trabajo para macarela secada. EIl MDA es un producto
secundarios de oxidacion, y aun si aumenté en ambas harinas de macarela, sus
valores estuvieron dentro de los reportado como “pescado de buena calidad” (Bilen,
2010). En calamar, los altos valores iniciales de MDA concuerdan con lo reportado
en tejidos de cefalbpodos como resultado de su edad, alta tasa metabdlica y baja
actividad de enzimas antioxidantes (Zielinski y Pdrtner, 2000). El MDA puede afectar
la conformacién y asociacion intermolecular de las proteinas, ya que este aldehido
es responsable de la formacion de bases de Schiff y entrecruzameinto de proteinas
(Schaich, 2008), por lo que los altos valores iniciales en calamar pueden reducir
solubilidad de proteinas. La disminucién de MDA en harina cocida de calamar
probablemente se debe a que el MDA es soluble en agua y se pierde en el caldo de

coccion.
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8.3 Desempefio zootécnico de camarones alimentados con alimentos que

contienen harinas de subproductos.

Cuando se formularon los alimentos para camarones, se sustituyo al 100% la harina
y aceite de pescado con la harina de los subproductos: los nutrientes no fueron
balanceados a propdsito para hacer una comparativa de sustitucion de alimentos,
en lugar de solo sustituir ingredientes; como consecuencia de esto esperabamos

diferencias en el contenido de proteina y lipidos entre alimentos.

El alimento comercial presento altos niveles de HUFA y el control muy bajos,
sin embargo, es importante destacar que el alimento comercial probablemente
contenga aceite de pescado, mientras que el control no. Ningun alimento
experimental contenia aceite de pescado, por lo que la concentracién de acidos
grasos la confirieron las harinas de los subproductos, a las que no se les removieron
los lipidos, por lo que su composicion de acidos grasos no se perdié durante el
proceso de fabricacion. Una excepcion fue el alimento con macarela cocida, que
tuvo niveles significativamente mas bajo de HUFA en comparacion al alimento con

macarela secada.

Se sabe que la calidad del alimento puede tener un efecto importante en la
supervivencia del camarédn (Rodriguez et al., 2000). En el presente trabajo, la mayor
mortandad de organismos que se presentd en el tratamiento comercial
probablemente esté asociada con la poca resistencia al estrés por manipulacion,
dado que dicha mortandad ocurrié principalmente durante las biometrias realizadas
cada 15 dias, aun cuando el manejo fue el mismo para todos los tratamientos. Una
tolerancia reducida al estrés no parece ser efecto de mudas, dado que no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos (Tabla XXII). La baja
tolerancia a estrés en los organismos que consumieron el alimento comercial
pudiera estar relacionada con la calidad y no con la cantidad de compuestos
presentes en el alimento, tales como los carotenoides, ya que se sabe que la
capacidad antoxidante de cada carotenoide es variable (Niu et al., 2014). En un

experimento paralelo, se determind que los organismos que consumieron los
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alimentos con harinas de calamar y hacha tenian una mayor carga adenilica y
niveles de fosfagenos, lo que les conferia un mejor estatus energético que los que
consumieron el alimento comercial, y por consiguiente una mayor capacidad de

tolerar el estrés por manipulacion (Licona-Jain, 2015).

Otro factor que pudo afectar la supervivencia de los organismos que
consumieron el alimento comercial fue la baja digestibilidad de materia seca y
proteina, probablemente ocasionada en parte por su alto contenido de cenizas,
caracteristico de harinas de pescado quemadas (Opstvedt et al., 1984). A nivel de
estanque, la supervivencia en cultivo es cercana a 80% (Solis-Guzméan, 2008)
debido a que los organismos estan expuestos a cambios en las condiciones
climaticas y de calidad del agua, enfermedades y canibalismo. Sin embargo, bajo
condiciones controladas en laboratorio, como fue realizado el bioensayo en este
trabajo, se esperan supervivencias mayores a la ocurrida en el tratamiento
comercial, dado que se monitorean los parametros fisicoquimicos del agua para
evitar cambios subitos, el alimento es suministrado segun la demanda de los
organismos y se mantiene la higiene de los acuarios. La baja supervivencia de los
camarones que son mantenidos con alimento comercial en condiciones de
laboratorio, en comparacién a los estanques, puede deberse a la presencia de
alimento natural en estos Ultimos, mientras que en laboratorio los ensayos se

realizan con agua clara.

En contraste con la supervivencia para el alimento comercial, la
supervivencia fue alta en los camarones con el alimento control, lo cual es
sorprendente porgue el control no tenia aceite de pescado y sus niveles de DHA y
otros HUFA eran 10 veces inferiores que en los otros alimentos (ver Tabla XX). Esto
indica que los bajos niveles de DHA contenidos en el alimento control (3 g kg™ de
alimento) fueron suficientes para lograr una adecuada supervivencia durante el
periodo de experimentacion, sin necesidad de agregar aceite de pescado, y pone
en duda la necesidad de agregar aceites con altas concentraciones de DHA (como

el aceite de pescado) en el alimento para camarones. Esto contrasta con lo
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reportado por Izquierdo et al. (2006) quienes en un experimento de 8 semanas
obtuvieron una supervivencia en L. vannamei de 56% con un alimento sin aceite de
pescado (DHA de 2.6 g kg?! de alimento), en comparacién con 96% de
supervivencia en un tratamiento con un nivel mayor de DHA (6.1 g kg de alimento).
El alimento control también presento los niveles mas bajos de carotenoides, y se ha
reportado que estos afectan el crecimiento y la resistencia a estrés y a
enfermedades (Lifian-Cabello et al., 2002). La dieta comercial presentd valores altos
de carotenoides y DHA, pero baja supervivencia. Es posible que existan
micronutrientes necesarios para el camarén que no fueron analizados aqui, y que

estuvieron presentes en el alimento Control.

A diferencia de la supervivencia, el crecimiento fue bajo tanto para la dieta
control como para la dieta comercial, y mucho mas alto en cualquiera de las dietas
a base de subproductos marinos. El crecimiento en estos dos tratamientos fue
menor incluso que la dieta a base de hacha, que presentd los menores niveles de
proteina (35-39% vs. 29%, respectivamente), lo cual indica que el contenido de
proteina por si solo, no es determinate en el crecimiento en camaron. El mayor peso
final se obtuvo con visceras de calamar cocidas, aun si los niveles de proteina
fueron mayores en macarela (38% vs. 41-43%). El incremento en peso en
camarones alimentados a base de calamar en comparacién con macarela, tampoco
esta determinado por el consumo de alimento, dado que los camarones alimentados
con macarela presentaron tanto un consumo como un FCA mayor. Por otro lado, la
harina de sardina con la que se elabor6 el alimento control contenia 65% de proteina
pero también 10% de lipidos, mientras que la harina de macarela entera secada
presentd una concentracidon menor de proteina (52%) y ligeramente superior de
lipidos (16%).

En un estudio a nivel de diversas granjas de engorda de camarén en Sinaloa
y Sonora se observo que las dietas comerciales con mayor contenido de lipidos
promovian mayor crecimientos (Magallon-Barajas, com. pers.). La harina de

macarela secada resulté en camarones con mayor peso final y tasa de crecimiento
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y mejor eficiencia proteica, en comparacion con los tratamientos control y comercial,
ambos elaborados con harinas de pescado producidas industrialmente. La harina
de macarela secada produjo mejores resultados que la cocida a nivel de desempefio
durante la engorda, lo que indica que el secado de harina de pescado expone
menos la materia prima al deterioro, como se observa en los mayores niveles de
HUFA en harina secada, probablemente por oxidacion, que puede producir
anormalidades en el hepatopancreas y, a la larga, afectar el crecimiento
(Laohabanjong et al., 2009). El secado (sin coccién) es un proceso mas rapido y
econdmico que incluso pudiera reducir los costos de produccién del alimento,
ademas, el uso de harina sin coccion en alimento para L. stylirostris produjo peso
final y FCA similares a un alimento elaborado con harina comercial de pescado
(Acosta-Ruiz et al., 2011).

Otros trabajos donde se han usado subproductos similares a estos para la
sustitucion de la harina y aceite de pescado de la dieta de camardn blanco, han sido
el de Navarro et al. (2013) quien elabor6 alimentos a base de harina de visceras de
Atrina maura con un alto contenido de lipidos, y que observaron mayores pesos
finales sin afectar la supervivencia, en comparacion a un alimento de referencia
elaborado con harina de pescado. Martinez-Vega (1997) prob6é harinas de
diferentes partes corporales de calamar (Dosidicus gigas), entre ellas visceras, en
alimento para camarén blanco y observo que el peso final de los organismos del
tratamiento de harina de visceras de calamar fue similar al alimento control con
harina de sardina. Cabe mencionar que la harina de dicho trabajo se produjo
mediante secado al sol hasta por 5 dias y su almacenamiento fue a temperatura
ambiente. Reyes-Becerra (2011) encontré que la sustitucion total de la harina de
pescado por harina de subproductos cocida (5 min/100°C) de A. ventricosus en la
dieta de camaron blanco no provocé diferencias significativas en el peso final de los
organismos cuando se utiliz6 un alimento control a base de harina de pescado
(sardina entera). De los trabajos anteriores, s6lo en el de Navarro et al. (2013) se
obtuvo mayor crecimiento de los camarones usando subproductos. Dicho trabajo y

este fueron efectuados en la misma planta de alimentos, poniendo precaucion en
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cada paso de procesamiento, almacenamiento y descongelado para garantizar la
calidad de las materias primas. Otras diferencias podria deberse a la gran
heterogeneidad de la composicion fisica y bioquimica de las materias primas, tales
como especie, estado fisiolégico, tejido, parte corporal, procesos aplicado a la

materia prima, etc. (Fenucci, 2007).

En contraste con los mejores resultados con macarela secada, las visceras
de calamar cocido resultaron en un mejor desempefio, como se observa por un
mayor FCA y crecimiento de los camarones. Segun los resultados de este trabajo,
parece ser necesario aplicar algun proceso adicional al secado cuando se manejan
visceras de calamar, en este caso coccion, con la finalidad de mejorar la utilizacion
por los camarones. Por ejemplo, los lipidos en tejidos de calamar se encuentran
estrechamente unidos a las matrices proteicas (Rubio-Rodriguez et al., 2012) y
parecen necesitar de calor himedo, como la coccion, para mejorar su extraccion y
deteccion. Como se menciona antes, los altos niveles de MDA en calamar fresco
pueden reducir solubilidad y extraccién de proteinas, por lo que se requiere de
coccion para haceralas disponibles. Al respecto, se observé que las harinas
secadas presentaron un FCA cercano a 1.9, mientras que los tratamientos con
harinas cocidas mostraron FCA menores, mas similares al comercial y control. Un
FCA de 1.9 esta por encima de lo recomendado por Davis et al. (2004) para L.
vannamei, y esto significa que la coccién puede mejorar la utilizacion de los
nutrientes de un ingrediente, lo cual concuerda con los valroes de la tasa de

eficiencia proteica (TEP).

A diferencia con lo que ocurre en harina de pescado, se he demostrado que
un grado de coccién similar a la usada en el presente trabajo (95°C/10 min) no
disminuye el contenido de amino&cidos en calamar (Fu et al., 2007). El aminoacido
mas limitante para crecimiento en camaron es la metionina (Forster y Dominy,
2006), que estuvo en un rango de 2.8 a 3.7% en las harinas de visceras, valores
cercano a lo encontrado en harinas de macarela entera (2.3-2.6%), e incluso mas

altos a lo reportado por Terrazas-Fierro et al. (2010) para harina de sardina (1.2%),
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harina de subproductos de atiin (1.0%) y concentrado proteico soluble de pescado
(1.6%), lo cual sugiere que el hacha y calamar son una fuente de metionina tan
buena como el pescado. En contraste, se han reportado bajos niveles de metionina
en otros ingredientes elaborados por procesos industriales y que son utilizados en
alimentos para camaron, como la pasta de soya (0.5%) (Forster y Dominy, 2006) o
harinas de atun (1.5%), arenque (1.6%) y sardina europea (1.9%) (Tacon, 1987).

Por otro lado, se ha reportado que la harina de calamar contiene factores
promotores de crecimiento que son particularmente efectivos para camarén (Cruz-
Ricque et al., 1987). De acuerdo con nuestros resultados, estos factores promotores
de crecimiento son mas efectivos cuando las visceras de calamar son cocidas, en
lugar de solo secadas. Mendoza et al. (1997) sugiere que el componente promotor
para camarén puede ser de origen esteroidal. Guillaume et al. (1989) concluyeron
que un posible modo de accion de dichos promotores es acelerar el proceso de
muda, o mejorar la digestion y/o absorcién de nutrientes. Al respecto cabe
mencionar que los resultados de la presente tesis no mostraron mayor cantidad de
mudas, ni la digestibilidad del alimentos o harinas de calamar fueron diferentes al

resto, por lo que el efecto promotor de crecimiento parece tener otra ruta de accion.

El alimento con hacha cocida mostré también mejorar el crecimiento, ya que
al final del experimento encontramos camarones mas grandes en comparacion a lo
gue consumieron hacha secada. Este efecto de la coccidén parece aplicar en las
visceras de hachay calamar, sugiriendo que los factores promotores de crecimiento
son compartidos por los moluscos y es necesario aplicar coccion (~100°C) en agua
para mejorar su efecto. Estos factores de crecimiento aparentemente no estan
relacionados con la palatabilidad y mayor consumo de alimento, dado que el

alimento mas consumido fue el de macarela secada.

El coeficiente de utilizacion digestiva aparente (CUDA), que representa la
proporcion del ingrediente que fue absorbida por el tracto intestinal del organismo
en cuestion (Lin et al.,, 2004), fue menor para los alimentos control y comercial,

ligado a su alto contenido de cenizas, ya que junto con un alto contenido de fibra,
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estos son los principales factores que limitan la digestibilidad de materia seca en el
alimento para camaron (Yang et al., 2009). No es comun encontrar valores de CUDA
para algun nutriente por encima de 100%, no obstante, esto ya se ha reportado en
otros trabajos (Cruz-Suarez et al., 2001; Rivas-Vega et al., 2009). Cruz-Suarez et
al. (2009) establece que la digestibilidad de algunos aminoacidos puede ser
afectada si estos son solubles en agua, como lisina y metionina. Asi mismo, CUDA
poco comunes pueden ser resultado interacciones entre los ingredientes o
variaciones del material endégeno, como la membrana peritrofica de las heces del

camaron (Akiyama et al., 1989).

La digestibilidad también puede ser afectada por la temperatura a la cual se
procesan los ingredientes, lo cual puede producir dafio en los aminoacidos y/u
ocasionar reacciones de Maillard, lo que evita el uso apropiado de los nutrientes por
el organismo (Terrazas-Fierro et al., 2005). Lo anterior pudiera explicar en cierta
medida las digestibilidades arriba del 100% en las harinas de calamar y macarela,
asi como los CUDA superiores para algunos nutrientes en harinas secada en
comparacion a las cocidas. En contraste, la aplicacién de procesos térmicos en la
produccion de harinas de origen vegetal es esencial, ya que esto degrada
estructuras proteicas y paredes celulares que encapsulan los almidones, y por
consiguiente facilita la gelatinizacion de estos; ademas de reducir antinutrientes que
son comunes en las semillas de legumbres (Rehman y Shah, 2005; Siddhuraju y
Becker, 2005). Cabanillas-Beltran et al. (2013) probaron la digestibilidad de harinas
de granos de leguminosas como frijolillo (Rynchosia minima) y gandul (Cajanus
cajan) en alimentos para L. vannamei, observando que las harinas sin
procesamiento térmico presentaron menores CUDA para materia seca, proteina
cruda, lipidos crudos y aminoacidos en comparacién con harina procesada con calor
hamedo (121°C) durante 45 min. Asi mismo, cuando el proceso térmico se prolongo
a 90 min, también se observo una disminucion de los CUDA; los resultados de
crecimiento mostraron un comportamiento similar a los CUDA. Resultados similares
en digestibilidad de aminoéacidos fueron reportados por Terrazas et al. (2005)

utilizando harinas de pescado sometidas durante 0, 30, 60 y 90 min a condiciones
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de autoclave (121°C/1 kg cm?), en donde a partir de los 30 min de procesamiento
se observo una disminucion significativa de la digestibilidad de aminoacidos.
Opstvedt et al. (2003) realizaron bioensayo de digestibilidad de harinas de arenque
con diferentes procesamientos en salmén (Salmo salar), en donde observaron que,
a nivel de planta piloto, las temperaturas de 70-80°C afectan en menor grado la
digestibilidad (93%) comparado con harinas elaboradas a 100°C (90%), y a su vez,
ésto también se reflejé en la digestibilidad de los alimentos elaborados con estos

ingredientes (91% y 87% respectivamente).

La digestibilidad de acidos grasos puede ser afectada por la longitud de su
cadena, numero de insaturaciones y nivel de incorporacion en la dieta, entre otros
factores (Lin et al., 2006). Resultados similares al presente trabajo han sido
reportados por Oujifard et al. (2012), quienes utilizando un alimento a base de harina
y aceite de pescado, obtuvieron CUDA superiores a 80% para PUFA y HUFA
individuales. Sin embargo, al reemplazar gradualmente la harina de pescado por
concentrado de proteina de arroz, los CUDA disminuyeron linealmente. En P.
monodon, se observaron los mas altos CUDA para EPA y DHA, pero también se
observaron altos CUDA para todos los acidos grasos insaturados. Los acidos grasos
saturados de cadena mas larga fueron los menos digeribles, con digestibilidades
decrecientes a medida que la longitud de la cadena aumentaba (Glencross et al.,
2002). Las diferencias de digestibilidades entre acidos grasos pudiera deberse a
que las lipasas digestivas pueden tener una mayor actividad hacia ciertos acidos
grasos, y a que la tasa y eficiencia de absorcién entre acidos grasos pueden diferir
(Gunasekera et al., 2002).

8.4 Efecto de alimentos conteniendo harinas de subproductos sobre la

composicion quimica de camarones.

Los valores de humedad en musculos encontrados en el presente trabajo fueron
similares a lo reportado por Zhou et al. (2007) y Zhong et al. (2011) en L. vannamei
de cultivo, y Puga-Lopez et al. (2013a y 2013b) para organismo silvestres. En
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contraste, el rango de valores de proteina cruda en los trabajos antes mencionados
estan ligeramente por debajo de lo encontrado en el presente trabajo, los cuales
estuvieron mas cercanos a lo reportado para organismo silvestres (750 g kg; Puga-
Lépez et al., 2013a), una caracteristica deseable para organismo cultivados desde
el punto de vista de nutricion humana. Los lipidos totales en musculo fueron mas
altos (106-140 g kg-1) que los reportados en musculos de L. vannamei (Gonzalez-
Félix et al., 2002a) y Fanneropenaeus indicus (Ouraji et al., 2010) cultivados, y P.
borealis (Heu et al., 2003) y P. monodon (O'Leary y Matthews, 1990) silvestres. Los
alimentos de subproductos en general promovieron mayor acumulacién de lipidos
en musculo que el alimento comercial, aun si el alimento tenia cantidades
equiparables de EE; esto podria indicar que en el alimento comercial los lipidos no
son de la calidad deseada, o que se usan mas lipidos para satisfacer la demanda
energética en estos camarones. Las diferencias de lipidos de la dieta son mas
evidentes en la composicion de lipidos del hepatopancreas, como también fue
evidenciado por D'Abramo (1989). Es posible que la transferencia de lipidos del
alimento al hepatopancreas, y después al musculo, haya sido comprometida por
una posible deficiencia en FL para la formacion de lipoproteinas (Gonzéalez-Félix et
al., 2002a) en caso del alimento comercial. En el presente estudio hubo 2% de FL
aportados por la lecitina de soya en todas los alimentos experimentales, pero no se
sabe cuanto contenia el alimento comercial. Las lipoproteinas también estan
conformadas por colesterol; sin embargo, los menores niveles de colesterol en los
alimentos con harinas de hacha parecen ser suficientes para promover una
adecuada transferencia de lipidos del hepatopancreas al musculo (D'Abramo,
1989), lo cual una vez mas indica que los valores base de colesterol pueden estar

sobreestimados en las dietas de camarones.

Aun con la variacion en los niveles de esteroles y particularmente, del
colesterol en los distintos tratamientos, se encontraron niveles similares de
colesterol (95 a 97%) en musculo de camarodn. Niveles similares de colesterol han
sido previamente reportado previamente para muasculo de camarén (Krzynowek y

Panunzio, 1989; Tsape et al., 2010). Esperabamos menores concentraciones de
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colesterol en los musculos de los tratamientos con hacha, dado que contenian 51-
54% de colesterol en comparacion con los otros tratamientos (76-87%), debido a
gue los camarones no pueden sintetizar colesterol de novo (Teshima y Kanazawa,
1971), pero los niveles encontrados fueron de ~95%, bastante cercanos al resto de
los tratamientos (96-97%), aunque significativamente menores. Los niveles de
colesterol en los alimentos con hacha parecen ser suficientes para satisfacer las
necesidades para crecimiento, ya sea usando solo el colesterol disponible, o bien,
haciendo uso de precursores de colesterol como [3-sitosterol (Teshima et al., 1983).
Gong et al. (2000) establecié que los requerimientos de colesterol para L. vannamei
son del 0.14% del total de la dieta, cuando hay 1.5% de FL; este nivel de colesterol
es cubierto por el aporte de las harina de subproductos, ya que ambas harinas de
hacha contienen alrededor 0.10-0.16% de colesterol en relacion al total de la dieta,
ademas de 0.04-0.06% de fitoesteroles; y las harinas de visceras de calamar y
macarela contienen 0.4-1.0% de colesterol.

Los alimentos con mayores niveles de HUFA produjeron mayor acumulacion
de HUFA en musculo. Los niveles bajos de DHA y otros HUFA en el alimento control
provocaron una baja acumulacién de éstos en el musculo (4.2% y 9.8% del total de
acidos grasos, respectivamente), en comparacion el resto de los tratamientos (Tabla
XXV). Los camarones no son capaces de sintetizar HUFA, y se ha observado que
enriquecer el alimento comercial con DHA incrementa el desempefio de los
camarones durante el cultivo y los hace mas tolerantes al estrés (Mercier et al.,
2009). Por lo general, se ha propuesto que se requiere por lo menos 1.5% de DHA
(del total de &cidos grasos) en el alimento (Hurtado et al.,, 2006). El alimento
comercial contenia 7% (del total de &cidos grasos) o 20 g kg' de DHA,
concentraciones similares a los niveles de DHA en el alimentos con hacha secada
o0 cocida, 21-22 g kgt (o0 5% del total de acidos grasos), y calamar secado o cocido,
19-20 g kg! (0 10% del total de acidos grasos. El alimento de macarela secada
presentd una proporcién de DHA, similar al comercial (6.5% vs 7.1%), pero menor
concentracion (17 vs 20 g kg1), mientras que con macarela cocida la diferencia fue

mas notoria (3.6 % del total de acidos grasos o0 12 g kg™).
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Sin embargo, como se discutié antes, la supervivencia y crecimiento fueron
mejores con los subproductos en comparacién al control, lo que era esperado dado
su bajo contenido de DHA (0.9% del total de acidos grasos o 3 g kg™), pero también
lo fue con el comercial, aun con un mayor contenido de DHA. Lo anterior podria
sugerir que los niveles de DHA estan sobrevaluados en el alimento para camaroén,
y que la probable ventaja de incluir altos niveles de DHA se deban a otros factores,
como la inclusion de FL, colesterol, carotenoides, o incluso, otros acidos grasos.
Incluso, es posible que la cantidad de DHA este asociada a la forma de su
esterificacién. Por ejemplo, se ha descrito que el DHA unido a FL se encuentra mas
disponible para el organismos, que aquel que esta unido a los TAG (Gisbert et al.,
2005). El alto contenido de FL en las visceras de calamar podria explicar en este
caso, la mejor incorporacion de DHA en musculo de camaron. Asi mismo, desde el
enfoque de salud humana, es importante que los acidos grasos se encuentren en
forma esterificada, ya que consumo de &cidos grasos libres se ha asociado con la
sobreexpresion del factor de necrosis tumoral en higado (Feldstein et al., 2004).

La concentracion de HUFA en muasculo disminuy6 significativamente con el
uso del alimento con harina de macarela cocido en comparacion con el de harina
de macarela secada; estas disminuciones fueron en 21% de ARA, 38% EPA, 20%
DHA y 28% en HUFA totales. Aubourg (2001) reporta que después de la coccién y
el almacenamiento del pescado hay una diminucion de HUFA, principalmente por la
hidrolisis de FL, y formacion de compuestos de peroxidacion lipidica. La disminucién
de HUFA en musculo no se presentaron en los tratamientos donde los camarones
consumieron harinas de hacha y calamar cocidas, lo cual posiblemente se deba a
la gran cantidad de carotenoides presentes en estas (Tabla XV), que protegen a los
HUFA durante la coccion. Los camarones que consumieron bajos niveles de HUFA
(2.4% en control y 5.8% en macarela cocida) aparentemente acumularon mas
18:1n-9 en musculo, lo que pudiera indicar una sobreactividad de la enzima A9-
desaturasa, causada por una deficiencia de acidos grasos esenciales (Tocher et al.,
1996).
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En general, los camarones alimentados con alimentos a base de calamar,
hacha y macarela secada presentaron un perfil de acidos grasos en el musculo
similar al que presentan camarones silvestres (Bragagnolo y Rodriguez-Amaya,
2001; Ouraji et al., 2011). Lo anterior podria indicar que fabricando harina de
pescado mediante secado (sin coccidn), asi como usar harinas de visceras de
moluscos, podria otorgarle al camaron un perfil de HUFA similar al de su dieta en
medio silvestre, lo cual es de interés desde el punto de vista de nutricibn humana.
Esto debe de ser evaluado a una escala mayor y con diferentes harinas de pescado,
e incluso otros subproductos marinos, ya que la menor pérdida en HUFA en las
harinas producidas por secado, en comparacion a las que se fabrican con coccién,
podria disminuir o eliminar la inclusién de aceite de pescado, asi como los costos

asociados con esto.

El contenido de carotenoides en hepatopancreas es un claro reflejo de los
carotenoides en el alimento; los carotenoides son acumulados en ese tejido para
ser movilizados via hemolinfa a otros tejidos para pigmentacion y como antioxidante
(Wouters et al.,, 2001). Sin embargo, la gran diferencia del contenido de
carotenoides entre el alimento comercial y el control, se perdi6 a nivel de
hepatopancreas y musculo, indicando una baja absorcién y/o elevada pérdida de
los carotenoides del alimento comercial. Primero, la absorcion de carotenoides en
camaron esta limitada por la presencia de FL en el alimento, debido que la
astaxantina tiene cierta polaridad que le otorgan los grupos hidroxilos, lo cual la
hace afin a las cabezas polares de los FL (Britton, 1995), los cuales puede actuar
como emulsificadores, facilitando la absorcion de compuestos liposolubles
(Coutteau et al., 1997). En segundo lugar, se desconoce el tipo de carotenoide que
contiene el alimento comercial, y debido a que la capacidad antioxidante de cada
uno de estos compuestos es diferente, es probable que un carotenoide de baja
capacidad antioxidante se gaste mas rapidamente; por ejemplo, para causar un
efecto similar de 100 mg kg de astaxantina son necesarios 250 mg kg* de B-
caroteno, lo cual fue probado en P. monodon (Niu et al., 2014).Ya a nivel de

musculo, solamente se encontraron carotenoides en camarones alimentados con
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subproductos. Las concentraciones de carotenoides totales en musculo encontrada
en los camarones que consumieron alimentos con harinas de calamar y hacha
fueron similares a lo reportado por Parisenti et al. (2011) en L. vannamei. De
acuerdo con los resultados de Niu et al. (2009) y Ju et al. (2011), la pigmentacién
de los camarones del presente trabajo fue baja, incluso en aquellos en donde los
carotenoides fueron detectables, ya que de segln estos autores, son necesarios al
menos 100 mg kg de astaxantina en el alimento para lograr un contenido de

carotenoides en musculo (30-60 mg kg?) y pigmentacién optima.

El andlisis microbiolégico mostré que los camarones estuvieron libres de
patdgenos de coliformes, lactobacilos, lactococos y del genero Vibrio (asociado al
Colera), asociados a infecciones del tracto gastrointestinal del humano (Colwell,
2004), independientemente del tratamineto. El Vibrio en particular, toma al camaron
como hospedero, utiliza la quitina del exoesqueleto como fuente de nutrientes y
superficie de adhesion (Vezulli et al., 2010). Por otro lado se detect6 la presencia
de levaduras marinas y bacterias heterotrofas, este tipo de microorganismos suelen
ser un componente dietario importante para detritivoros, ya que los nutrientes del
alimento no ingerido son reciclados por estas bacterias, produciendo biomasa
disponible como alimento para el camardén (McGraw, 2002); también se sabe que
algunas levaduras marinas, como Debaryomyces hansenii, pudieran actuar como

probiéticos en camarén (Pacheco et al., 2012).

8.5 Produccién de huevo por gallinas alimentadas con subproductos.

La inclusién de harina de pescado es bastante comun en avicultura de carne, con
inclusiones del 10% en la dieta para pollos en etapas iniciales. Por otro lado, en
aves de postura, si es que se utiliza, las inclusiones son menores al 5%, con la
finalidad de evitar sabores y olores no deseados en huevos (Ravindran, 2013) y
para mantener constante el consumo de alimento de las gallinas (Cornejo et al.,
2008).
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La adicion de 5% de harinas de harinas de subproductos marinos cocidas no
disminuy¢ significativamente el consumo de alimento en relacion al control, y las
gallinas alimentadas con 5% de harina de cabezas de camar6n cocida o con 5% de
harina de macarela secada, presentaron mayor ingesta de alimento. En otros
estudios donde se han probado otros ingredientes marinos, no se han encontrado
efectos significativo sobre el consumo de alimento cuando se usé 5-10% de
inclusién de microalga N. gadinata secadas por aspersion durante 28 dias (Bruneel
et al., 2013), 10-20% de harina comercial de cabezas de Penaeus sp. durante 28
dias (Carranco et al., 2003), o0 3-6% de harina de Pleuroncodes planipes (escaldada
a 60°C por 5 min y secadas a llama directa a 118°C) durante 21 dias (Carrillo et al.,
2005). Se ha propuesto que las aves poseen un sentido del gusto poco sensible
(Cornejo et al., 2008), pero que el agregar mayores inclusiones de ingredientes
marinos podria disminuir la produccion de huevo y colateralmente, aumentar los
niveles de agua en las heces, provocando diarrea en las gallinas. Es destacable que
si se presentaron diferencias entre las gallinas alimentadas con distintos
subproductos por proceso de produccién (cocido vs. secado): Para cabezas de
camarén el consumo fue 7% mayor con harina cocida, y en macarela el consumo
fue 7% mayor con harina secada. Esto indica que las gallinas probablemente tienen
una palatabilidad mayor a la que se cree.

Aun si el consumo de alimento fue mayor para camardn cocido y macarela
secada, los resultados del presente trabajo en cuanto a postura indican que los
mejorse resultados se obtuvieron con hacha secada y los peores, con hacha cocida,
indicando una vez mas la importancia del proceso de produccién. La produccién de
huevo diaria fue similar entre hacha secada, macarela secada, camarén secado y
control (0.63-0.57 kg), y menor para hacha cocida y macarela cocida (0.55-0.54 kg).
La produccién es destacable en comparacion con lo reportado por Carranco et al.
(2003) y Carrillo-Dominguez et al. (2005), quienes observaron valores de 70% de
postura, con un consumo de 110 g por dia. De acuerdo con lo establecido por
Baucells et al. (2000), los resultados de postura y consumo de alimento en la

presente tesis son adecuados para un experimento en donde se evallan
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ingredientes alternativos, ya que no hubo problemas de salud en las gallinas
(diarreas, vomito negro, neumonias), no se presentaron aparentes problemas de
palatabilidad, la postura nunca bajo del 80% y el consumo de alimento nunca
disminuyo en relacion al control, aun cuando se incluyeron ingredientes de origen

marino, a los cuales las gallinas no estaban habituadas.

De acuerdo con la Norma Mexicana para productos avicolas (2004) y
considerando el peso de los huevos del presente trabajo (55-59 g), estos entran en
la clasificacion de huevo mediano, la cual comprende huevos de 55 a 60 g; las otras
clasificaciones son extra grande (>64 g), grande (60-64 g), chico (50-55 g), y canica
(<50 g). Se ha observado que la inclusion de 2% de aceite de arenque por 55
semanas en el alimento para gallinas puede reducir el peso del huevo (Gonzalez-
Esquerray Leeson, 2000). Castillo-Badillo et al. (2005) usando 2% de aceite de atin
por 28 dias observaron una disminucion de 7% del peso del huevo en relacién al
control (sin aceite de pescado), de 70.5 g a 63.4 g, lo que pudiera deberse a que los
HUFA n-3 disminuyen los niveles de TAG en sangre, limitando la disponibilidad de
lipidos para la formacion de la yema (Van Elswyk, 1997); con los ingredientes aqui

utilizados no se presento la problematica antes mencionada.

A nivel de la composicion del huevo entero, solo se observaron diferencias
signficativas a nivel del EE, con la harina de macarela cocida produciendo huevos
con menos EE. Debido a que a totalidad de los lipidos de huevo estan contenidos
en la yema (Grobas y Mateos, 1996), los trabajo al respecto estan enfocados a esta
estructura, mas que al contenido de lipidos en huevo entero como se analizé aqui,
lo que dificulta la comparacion. No obstante, Anderson (2013) determiné que el valor
de EE en huevo de gallinas Bovans white es de 35%, lo que concuerda con los
resultados del presente trabajo. El contenido de LT en la yema encontrado en el
presente trabajo concordé con lo reportado por Milinsk et al. (2003), quienes
encontraron 41-44 g 100g* utilizando el mismo método de extraccién. La falta de
una diferencia mayor de EE en huevos contrasta con los niveles mayores de EE en

las harinas de subproductos cocidos que presentaron mayores cantidades que los
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secados. Al respecto, numerosos autores sefialan que el contenido de lipidos en
yema es estable y que dificilmente varia en relacidn al agregar una fuente de lipidos
(Baucells et al.,, 2000; Milinsk et al., 2003; Carrillo-Dominguez et al., 2005;
Ramasamy et al., 2009; Coorey et al., 2015). Sin embargo, un excesivo aporte de
lipidos en la dieta puede disminuir la produccion de huevo al producir saciedad antes
y/o al reducir las concentraciones de vitamina E en plasma y tejidos (debido a que
es usada como antioxidante para proteger los HUFA), ya que para la formacion del
huevo la gallina requiere el doble de la reserva en el higado (Surai y Sparks, 2000).
En el presente trabajo no se presentd esta problematica, ya que la concentracion
de HUFA en el alimento fue al menos tres veces inferior que en los trabajos de
Gonzélez-Esquerra y Leeson (2000) y Castillo-Badillo et al. (2005), quienes
agregaron 2% de aceite marino al alimento. Los otros parametros analizados
quedaron dentro de lo reportado anteriormente: La humedad en huevo entero
concuerda con lo resportado por Sauveur (1988), quien menciona que el agua
conforma el 90% de la clara 'y el 50% de la yema. El contenido de proteina cruda en
los huevos experimentales esta dentro del rango reportado por Grobas y Mateos
(1996), entre 46 y 49%. El contenido de cenizas 4%, lo que corresponde con lo
reportado por Benjumea y Gomez (2010) y Ramirez et al. (2010).

Hasta hace 20 afos, la alternativa para el enriquecimiento del huevo con
acidos grasos n-3 ha sido el uso de semillas o aceite de linaza, con niveles de hasta
el 20% de 18:3n-3 en la dieta (Ferrier et al., 1992). Diversos trabajo han demostrado
su efectividad en el enriguecimiento del huevo con PUFA n-3, no obstante, la
conversion del 18:3n-3 a HUFA n-3 es baja, menor al 7% (Aymond y Van Elswyk,
1995; Ferrier et al., 1995; Scheideler y Froning, 1996). Después, con la intencién de
aumentar las caracteristicas benéficas del huevo para la nutricion humana del huevo
se ha usado aceite de pescado, en niveles de 1 a 6% de la dieta, logrando aumentar
al menos al triple el contenido de EPA y DHA en comparacion a ingredientes
vegetales terrestres (Baucells et al., 2000; Gonzalez-Esquerra y Leeson, 2000;
Gillingham et al., 2005). Se propuso que a diferencia del 18:3n-3 que tenia una baja

conversion a DHA en huevos, el EPA en el aceite de pescado podia ser
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transformado a DHA y acumulado en los FL de la yema (Gonzalez-Ezquerra y
Leeson, 2001). En el presente estudio, aun si la mayoria de los alimentos tenian
iguales 0 mayores cantidades de EPA que DHA (con excepcion de calamar secado),
se presentd una concentracion de DHA mucho mayor en comparacion al EPA, tanto
en LN como en LP en todos los tratamientos. A nivel de salud para el consumidor,
la ingesta diaria recomendada de HUFA n-3 es 600 mg al dia, donde al menos 220
mg de esto deben corresponder a DHA (Kris-Etherton et al., 2002). De acuerdo con
los resultados de este trabajo, un huevo del tratamiento control aportaria a la dieta
humana 22 mg de HUFA n-3, mientras que los tratamientos con harinas de visceras
aportarian 112-145 mg de HUFA n-3, los de los tratamientos con camaron 58-87
mg y aquellos con macarela ~68 mg. El 18:2n-6 y la suma de PUFA n-6 en general
fue mayor en los huevos control, por lo que la relaciéon n-6/n-3 rondé 10:1 tanto en
LN como en LP, mientras que en los huevos de los tratamientos con calmar la
relacion n-6/n-3 fue de aproximadamente 3:1 en LN y 2:1 en LP, esto dltimo mas
cercano a las recomendaciones de Simopoulos (2000), quien menciona que esta
relacion debe ser de 1 a 2:1, ya que a medida que esta se incrementa, también

aumenta el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2.

Auln si los niveles de colesterol en el alimento fueron muy diferentes, con
valores signficativamente mayores en harinas de calamar y menores en el control,
el contenido de colesterol en huevo no fue afectado. El colesterol esta
estrechamente relacionado con las necesidades nutricionales y/o estructurales para
el desarrollo del embrion (Elkin, 2006), por lo que es uno de los componentes mas
estaticos en la composicion del huevo (Hargis, 1988). Los niveles de colesterol en
huevo tradicionalmente se consideran altos, en este trabajo rondaron en 1.3 g 100
g en todos los tratamientos, similar a lo reportado por Castillo-Dominguez (2004) y
Carrillo-Dominguez et al. (2005), con 1.3-1.4 g 100 g*; comparativamente, los
niveles en carne de res son de 0.2-0.4 g 100 g* (Uzcategui-Bracho et al., 2008),
0.2-0.3 g 100 g* en carne de cerdo (Reitmeier y Prusa, 1987) y 0.1-0.2 g 100 gt en
musculo de camaron (Casas-Valdez et al., 2006; Krzynowek y Panunzio, 1989),

debido a esto se recomienda limitar el consumo de huevo en personas con
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incidencia de enfermedades cardiovasculares, que en Latinoamérica representan el
31% del total de las defunciones (Tudela, 2002). Se ha propuesto cambiar la dieta
de las gallinas para disminuir el colesterol en el huevo: por ejemplo, se han usado
inclusiones de 10-30% de aceites vegetales en la dieta, como cartamo y linaza, dado
gue estos no contienen colesterol; sin embargo, con esta dieta se observaron
incrementos en el contenido de colesterol en yema (Combs y Helbacka, 1960; Weiss
et al., 1964). Después se descubrioé que niveles similares de inclusion de diferentes
fuentes lipidicas vegetales durante un mes provocaban efectos variados sobre el
contenido de colesterol en yema, por ejemplo, el aceite de cartamo y coco elevaban
el colesterol, y el aceite de maiz lo disminuye (Weiss et al., 1967; Bartov et al.,
1971). También se han empleado harinas de origen vegetal en la dieta, como alfalfa
al 7% por 84 dias (McNaughton, 1978) y cebada al 10% por 8 semanas (Beyer y
Jensen, 1993), pero sin efectos significativos sobre el contenido de colesterol en
yema. Elkin y Lorenz (2009) enriquecieron la dieta con fitoesteroles (campesterol y
B-sitosterol) y observaron que las concentraciones del primero no superaron el 1%
del total de esteroles y solo trazas del segundo pudieron ser detectadas. Los
resultados de ese estudio son similares a los de la presente tesis en relacion a los
fitoesteroles en huevo. La baja absorcion de fitoesteroles en la gallina pudiera
deberse a que estos son hidrofébicos y tienden a formar cristales estables, lo que
los hace menos disponibles (Ostlund, 2007). Incluso si los fitoesteroles estan en
complejos con lecitina, que los hace mas biodisponibles, es probable que el higado
de la gallina discrimine entre colesterol y otro tipo de esteroles, regresando al lumen
intestinal todo aquello que no sean colesterol a través de sales biliares (Igel et al.,
2003). Sin embargo, Carrillo et al. (2012) lograron disminuir hasta en 26% la
concentracion total de colesterol en huevo utilizando 6% de Sargassum spp. en el
alimento para gallinas ponedoras; esta diminucion en colesterol la atribuyen a
alguno de los factores que a continuacion se enumeran: 1) a la presencia de ciertos
fitoesteroles especificos, que interfieren con la sintesis endégena de colesterol o
compiten con los sitios de absorcidon de este (Nishide and Uchida, 2003); 2) a que

los polisacéridos (i. e. alginatos) aumentan la viscosidad en el intestino, que a su
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vez disminuye la velocidad de paso del bolo alimenticio; ademas, se forman coloides
ibnicos que retienen a colesterol, o que pudiera interferir con su absorcién
(Panlasigui et al., 2003); y 3) a que los PUFA n-3 provocan una estimulacién de la
sintesis de lipoproteinas de alta densidad (HDL), responsables de transportar el
colesterol de los tejidos y érganos al higado para ser metabolizado y eliminado
(Welch y Borlak, 2008).

Para aves en confinamiento es comun que aproximadamente el 90% de los
carotenoides en yema sean zeaxantina-luteina (Van Ruth et al., 2011), dada la dieta
a base de granos, principalmente maiz. Por otro lado, en animales silvestres o bajo
condiciones de pastoreo libre la gama de carotenoides tiende a ser mas amplia,
como lo han reportado Sinanoglou et al. (2011) para varias especies de aves como
avestruz, pavo, perdiz, pato y ganso, en donde encontr6 una variedad de 6
carotenoides: zeaxantina, luteina, neoluteina, cantaxantina, criptoxantina y pB-
caroteno, con diferentes concentraciones para cada especie. Mas recientemente, el
uso de algas y microalgas marinas ha logrado un doble beneficio, el aumento de los
HUFA n-3 y la acumulacion de carotenoides en la yema, lo cual hace al producto
atractivo para consumo Y le brinda mayor estabilidad oxidativa (Carrillo et al., 2008;
Rizzi et al. 2009; Bruneel et al., 2013). Con el uso de harinas de hacha y calamar,
asi como con las cabezas de camaron (pero no con macarela) se logré enriquecer
el huevo con astaxantina, o que es valioso ya que a pesar de estar en bajas
concentraciones, este carotenoide es un poderoso antioxidante, hasta 10 veces
mas potente que la zeaxantina, luteina y B-caroteno (Miki, 1991). La presencia de
un antioxidante tan potente como la astaxantina, y el hecho de que los lipidos estan
encapsulados dentro de las células, aumenta la estabilidad oxidativa de los lipidos
en el huevo, lo que a su vez mejora las caracteristicas sensoriales y la coloracion
en yema, aunque esto ultimo depende de la preferencia del consumidor, ya que se
sabe que en los paises de norte de Europa hay preferencia por huevos con yema
mas palidas, mientras que en el sur las yemas de color rojizo son mas aceptadas
(Fraeye et al., 2012). Carranco et al. (2003) lograron aumentar la pigmentacion de

la yema de huevo de un valor de 4 hasta 7 (abanico de colores) usando harina de
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cabezas de camardn al 20% en el alimento, ellos atribuyen esto al contenido de
astaxantina en la harina, ya que este es uno de los pigmentos con mayor afinidad
por la yema de huevo (Belyavin y Marangos, 1989). Aun asi, sus resultados estan
por debajo de lo encontrado aqui, en donde el valor aumento de 4 hasta 13, lo cual
pudiera deberse a que las harinas del trabajo de Carranco et al. (2003) fueron
elaboradas con cabezas de camaron cultivado (no especificada), en comparacion a

cabezas de organismo silvestres aqui utilizadas.

Los otros parametros sensoriales, como color, olor, sabor y consistencia de
huevos cocidos no fueron afectados significativamente por la inclusion de
subproductos marinos en el alimento para gallinas. En contraste, Gonzélez-
Esquerray Leeson encontraron que la adicion de aceite de arenque en 2% (regular)
y 4% (desodorizada) durante 55 semanas en el alimento de gallinas ponedoras
afectaba de manera negativa el olor y sabor, ademas de dejar un regusto (aftertaste)
con sabores desagradables, en comparacion a huevos de un alimento sin aceite de
pescado. Algo similar ocurri6 cuando se adicion6é de 1 a 5% de grasa de foca
durante 9 semanas en el alimento de gallinas; la mitad de los panelista descubrieron
diferencias entre el los huevos del tratamiento control y aquellos del 5%, menores
niveles de inclusién fueron menos detectados (Schreiner et al., 2004). Un regusto
podria deberse a acidos grasos volatiles de cadena corta, producidos por oxidacién
de HUFA, y mas considerando que ni el aceite de pescado ni el de foca son ricos
en pigmentos. El que no se haya observado un efecto aqui podria indicar que la
harina no contenia este tipo de moléculas oxidadas. El uso de aditivos de origen
vegetal, como aceite de linaza (1.5%) oly fructo-oligosacéridos (1.5%) durante 4
semanas, no causo ningun efecto sobre las caracteristicas sensoriales (Yi et al.,
2014), posiblemente porque los PUFA de origen vegetal son mas estables en si, y
contienen pigmentos que limitan la oxidacion. En contraste, con las harinas de
subproductos marinos fue posible mejorar la calidad del huevo en terminos de
composiciéon de HUFA n-3 y carotenoides, sin disminuir las caracteristicas que

determinan la aceptacién de este producto.
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9. CONCLUSIONES

- Los procesos de secado (sin coccién) y de coccién durante la fabricacion de las
harinas de macarela y subproductos marinos, tuvieron diferentes efectos en

funcién de la materia prima empleada.

- La coccién produjo reduciéon de diversos nutrientes, tales como la proteina, los
lipidos totales y los HUFA, probablemente hidrolizdndolos y lixiviandolos al caldo
de coccion, mientras que el secado sin coccion preserva mas los nutrientes
presentes en las materias primas, excepto en el calamar, donde produjo pérdida

de proteina y DHA.

- La inclusién de harinas de subproductos marinos cocidos en el alimento de
camarén, como sustitutos de la harina de sardina, aumenta el consumo de
alimento y el crecimiento, mientras que disminuye el FCA, en comparacion con
el alimento Control y los alimentos que contienen harinas de subproductos
secados.

- La sustitucion de la harina de sardina con harinas de visceras de hacha y
calamar cocidas en el alimento aumenta el contenido de HUFA en el musculo de

camaron en mayor medida que con la inclusion de harinas secadas.

- Lainclusién de las harinas de subproductos marinos en el alimento para gallina
permite, en la mayoria de los casos, obtener parametros productivos iguales o
mayores a los del alimento Control, yemas de huevo enriquecidas en HUFA n-
3, con mayores relaciones n-6:n-3, asi como mayor acumulacion de astaxantina
y pigmentacion en yema, sin afectar las caracteristicas sensoriales del huevo

cocido.
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Tabla XXXVIII. Contenido de lipidos en muestras de origen marino analizadas por

dos métodos.

Contenido lipidos

Especie EE LT Tejido
Visceras de almejas y otros bivalvos
Argopecten purpuratuk?! 19.1 Gonada femenina
28.8 Glandula digestiva
Clamys nobhilis? 13.0 Gobnada
04 Manto
Mactra violacea® 1.5-9.5 Mezcla de tejidos
Nodipecten subnodosus* 13-24 Glandula digestiva
25-45 Goénada
No especificada® 3.5 Visceras mezcladas
Pecten maximus® 24-55 Glandula digestiva
Pinctada margaritifera” 16.0 Gonada femenina
Placopecten magellanicus®® 5.9 Mezcla de tejidos
13.6 Glandula digestiva
5.2 Gonada femenina
Spisula solidissma?® 1.3 Visceras mezcladas
Pinna rugosa*® 6.4 7.4 Visceras mezcladas
Visceras de calamar y otros cefalépodos
Architeuthis sp.'! 55.0 Glandula digestiva
31.7 Goénada
Berryteuthis anonychus'? 20-36 Glandula digestiva
Berryteuthis magister®? 56.9 Higado
Dosidicus gigas* 4@ 8.4 Visceras mezcladas
3.7 Cabezas
18.5 20.4 Visceras mezcladas
Gonatus antarcticus?®® 54.3 Glandula digestiva
Loligo pealeil® 5.6-7.6 Mezcla de tejidos
Loligo vulgaris'! 10.9 Gobnada
9.9 Glandula digestiva
Moroteuthis ingens?’ 27-41 Glandula digestiva
Moroteuthis robsoni'® 22.3 Glandula digestiva
No especificada* 7.4 Visceras mezcladas
Octopus vulgaris®® 5.2-8.7 Glandula digestiva
48-7.1 Goénada
Sepia elegans* 4.9 Gobnada
19.5 Glandula digestiva
Sepia officinales® 30-34 Glandula digestiva
13-18 Goénada femenina
Cabezas de camar6n y otros crustaceos
Aristeus antennatus?®! 41-51 Hepatopancreas
Euphausia superba?? 6-17 Organismo entero
Farfantepenaeus paulensis?® 4.8 4.9 Cabezas
Litopenaeus vannamei?* 25 48 12.6 Cabezas
11.2 Cabezas
4.5 9.1
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Pandalus borealis?® 2.9 Cabezas
Penaeus aztecus?’ 6.1 Cabezas
Penaeus esculentus®® 19-25 Glandula digestiva
Penaeus monodon?® 10.1 Cabezas
Penaeus indicus®® 9.1 Cabezas
Pleuroncodes planipes3! 2-14 Organismo entero
Trachypena curvirostris?® 3.3 Cabezas
Peces
Clupea harenqus??32 9.6 Mezcla de visceras
25.8 Piel, huesos v visceras
39.5 Cabezas
15.5 Gonadas
Gadus morhua® 17.2 Visceras
Micromesisitius poutassou® 11.3 Organismo entero
Oncorhynchus nerka3® 47.7 Cabezas
Salmo salar®’ 62.1 Cabezas
Sardina pilchardus® 18.5 Visceras
Sardinella aurita®® 6.3 Cabezas v visceras
Sardinella lemuru®° 22.8 Cabezas

29.8 Higado

Scomber australasicus* 9.7 Organismo entero

Scomber japonicus?!: 45 46. 48 44.6 Organismo entero

475 Organismo entero

7.5-23.6 Organismo entero

14.5 11.7 Organismo entero

Scomber scombrus* 39.2 Organismo entero
Thunnus albacares*4347 16.8 Visceras

32.9 Visceras
16.4 Cabezas
5.8 Visceras
Literatura citada: 'Caers et al. (1999); 2Zheng et al. (2012); 3Laxmilatha (2009); “Racotta et
al. (2003); *Myer et al. (1988); °Pazos et al. (2003); ‘Ehteshami et al. (2011); 8Milke et al.
(2004); °Napolitano y Ackman (1992); °®Wonhlt et al. (1994); 'Rosa et al. (2005); *?Hayashi
y Bower (2004); *Hayashi y Kishimura (2002); *Martinez-Vega et al. (2000); **Phillips et
al. (2002); *®Lian et al. (2005); *’Phillips et al. (2001); *Phillips et al. (2002); °*Valverde et
al. (2012); ?°Blanchier y Boucaud-Camou (1984); 2!Rosa y Nunes (2003); ?*Clarke (1980);
ZSanchez-Camargo et al., 2011; ?*Cao et al., 2009; »Zhang et al. 2009; ?*Heu et al. 2003;
Z'Franco-Zavaleta (2010); #Chandumpai et al. (1991); ?*Narayan et al. (2010);
%0Ravichandran et al. (2009); 3'Spinelli et al. (1974); *2Aidos et al. (2002); **Sathivel et al.
(2003); **Shahidi et al. (1991); *°*De Lurdes et al. (1998); *6Sathivel et al. (2005); *’Gbogouri
et al. (2004); *8Dumay et al. (2006); **Souissi et al. (2007); “°Khoddami et al. (2009); “'Bae
etal. (2011); “?Ovissipour et al. (2012); “*Nguyen et al. (2011); “*Carver et al. (1989); °Oduro
et al. (2011); “Jahncke y Gooch (1997); 4’Hernandez et al. (2004); “8Presente trabajo.
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Tabla XXXIX. Composicién de ingrediente fabricados a partir de subproductos.

Proteina Extracto

Producto Materia prima y/o caracteristicas .
cruda etéreo

Subproductos de almeja

Harinal 2 1819 Musculos cocidos (100°C/20 min) y secados 84.2% 2.4%
(55°C), especie no especificada
Visceras de A. ventricosus cocidas (100°C/10 min)
y secada (60°C/24 h)
Visceras de A. maura cocidas (100°C/10 min) y
secadas (60°C/24 h)
Visceras de P. rugosa cocidas (100°C/10 min) y
secadas (60°C/24 h)

50.2% 14.5%

53.9% 10.1%

49.9% 6.7%

Visceras de P. rugosa secadas (60°C/24 h) 52.7% 8.2%
Ensilado®45 Visceras de Aequipecten gibbus 85.0% 2.5%
. - 0 . .
Visceras de S. solidissma (56%) con maiz molido 19.4% 4.3%
(44%)

Visceras de Mizuhopecten yessoensis (40%) con
pasta de soya (60%)
Subproductos de calamar

51.9% 7.2%

Ensilado® Visceras (50%) con pasta de soya (50%) 46.3% 10.4%

Coextruido’ Visceras (46%) con pasta . de c)soya (54%); 54 7% 0.7%
temperatura de procesamiento: 160°C

Harina® ® 1° Visceras 34.5% 17.0%
Manto 80.5% 4.0%
Higado 50.8% 17.2%

Visceras de D. gigas cocidas (100°C/10 min) y 0 0
secadas (60°C/24 h) 52.7%  154%
Visceras de D. gigas secadas (60°C/24 h) 52.1% 23.5%

Subproductos de camarén
i 10,11,12,13,19 H H H o

Harina Cf_:lbezas de F. mgrgwenss cocidas (100°C/20 58.3% 4.9%
min) y secadas (55°C)
Cabezas de Penaeus sp. 50.6% 8.8%
Cabezas de Penaeus sp. cocidas (95°C/10 min) y 0 0
secadas (75°C/5 h) 50.2% 6.6%
Ensilado de cabezas de P. kerathurus secado
(60°C/48 h)
Cabezas de F. californiensis cocidas (100°C/10 0 0
min) y secadas (60°C/24 h) 53.5% 4.8%
Cabezas de F. californiensis secadas (60°C/24 h)  59.4% 5.0%

65.9% 4.0%

Hidrolizado'#'>  Cabezas de L. vannamei 46.7%
Cabezas de P. Semisulcatus 81.5%
Macarela
Harinal6:17:19 S. Scombrus entera, produccion comercial 65.6% 13.6%

S. japonicus entera secada (60°C/24 h) 30.7% 2.0%
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S. japonicus entera cocida (100°C/10 min) y 0 0
secada (60°C/24 h) 47.4% 11.8%
S. japonicus entera secada (60°C/24 h) 52.5% 16.0%

Composicion: PC= proteina cruda y EE= extracto etéreo; Literatura citada: 'Sudaryono et
al. (1995); ?Reyes-Becerra (2011); *Myer et al. (1990); “Wohlt et al. (1994); *Kader et al.
(2011); ®Kader et al. (2012); "Carver et al. (1989); 8Mai et al. (2006); °*Hertrampf y Piedad-
Pascual (2000); °Sudaryono et al. (1995); !Carranco et al. (2003); 2Andrade et al. (2007);
BNwanna (2003); “Bueno-Solano et al. (2009); *Mizani et al. (2005); ®Anderson et al.
(1997); Y"Acosta-Ruiz et al. (2011); Navarro et al. (2013); **Presente trabajo.
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- USE OF MARINE BY-PRODUCT MEALS FOR REPLACEMENT
I OF FISHMEAL IN FEED FOR SHRIMP Litopenaeus vannamei

Eduardo A. Toyes-Vargas, Elena Palacios and Roberto Civera*

CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS DEL NOROESTE
Instituto Politécnico Nacional 195, Col. Playa Palo de Santa Rita Sur, La Paz, Baja California Sur, México.

CONACYT *rcivera04@cibnor.mx
INTRODUCTION. C ion of meals were (Table 1),
* Fish (FM)isan ive protein ingi in | shrimp feed. and then included at 32% into shrimp feed, totally

replacing FM and fish oil in the feed.

Eight diets were tested in a growth trail (Table 2):
+ 1control diet (sardine meal).
+ 1 commercial feed (35% protein).
.6 diets ( 3 by-pi
cooked or dried).

= Several terrestrial protein sources have been tested as FM substitutes, however, these lack
highly unsaturated fatty acids (HUFA) and the appropriate amino acid balance that affects
not only growth and survival of shrimp, but also its final quality for consumers.

Marine by-products may account for 50% of the raw material, are generally discarded,
contain and can be ob d at low cost, thus could reduce the costs of
feed compared to FM. They can also be used to replace fish oil in feed.

+ Raw fish for FM production are usually cooked, hence their nutrient content can undergo

degradation of lipids and other molecules, reducing the final quality of feed. Growth trail:
In an attempt to reduce of two meal p i thods were tested: * 45-days trail with juvenile shrimp L. vannamei (0.3 g
1) Cooking and 2) Direct drying. By-product meals obtained were then used in shrimp feeds to mean initial weight)
replace FM. * 7 replicates per treatment, 10 shrimp/tank.
* Culture conditions: 60-L indoor tanks, 27-28°C, 39%.
MATERIALS AND METHODS. and >5 mg/L dissolved oxygen.

RESULTS.
Table 1. Chemical (%) of by meals prep: by cooking (CM) or
direct drying (DM). Asterisk indicates dlﬁerences due to preparation process in each by-
product(6<0.05) Penshell viscera _ Squid viscera Whole
M DM v DM ™M DM
By-products tested were viscera (gut, digestive gland, gonad, and gills) from penshell (Atrina Crudeprotein 499  714* 527 519 508 563*
maura), viscera (gut, digestive gland, gonad, eyes, liver and nervous system) from squid Ether extract 8.8 71* 166 254* 126 17.1*
(Dosidicus gigas), and whole mackerel (Scomber japonicus). ARA 45 46 45 3.8* 24 36"
1 . 3% -
By-product meals preparation was done as shown in the diagram: UER 5;1 igi ;ZJ:‘ x: 127235 16595 179'71.
Total pigments 1.4 19* 16 21* 009 011
*Percentage of total fatty acids.
Table 2. Per of L. fed diets different by-product meals (CM

or DM). Means with different letters are significantly different (P<0.05)

Control Commercial Penshell viscera Squid viscera Whole mackerel

diet diet CM_DM__CM DM _CM DM

9 Protein (%) 324 36.3 350 267 346 319 396 375

& Ether extract (%) 5.4 7.7 48 45 79 85 57 70

Survival (%) 96.7° 77.5°  98.6° 97.1° 95.7° 95.7° 92.9° 985°

§ Final weight (g) _ 3.4° 3.3 570 38! 66 51% 469 57

< Growthrate (%) 951¢ 937¢  1,666° 1,158¢ 1,908° 1,476% 1,293 1,706°

§ Feed intake' 0.11¢ 009°  017° 0.15° 022 021° 0.5 0.25°

§ FCR? 1.6 13 14°  19® [16* 200 15 21

PER® 1.9 2.1° 20% 19% Fgigeigee 170 13¢

intake i Protein y

...................................................................................... ;
Cooking had negative effects on the ion of whole kerel meal. ;
H

Mackerel DM diet had better final weight, growth rate and FCR compared to mackerel CM diet.
Diets containing cooked viscera meals (penshell and squid) showed better final weight, growth rate and FCR :ompared.
!o same diets :ontamlng drled by-products meals

AC This study with support of FINNOVA 2011 03 173655 and SEP-CONACYT 156118 projects. The authors are grateful to CONACYT for the scholarship granted to E. Toyes,
to CIBNOR's Program for th provided this meeting, as well as to all the people who helped during this research at CIBNOR.




