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RESUMEN

La harina de pescado es una de las fuentes nutricionales mas importantes
desde el punto de vista econdomico y biolégico para especies de altos
requerimientos nutricionales; sin embargo, la calidad de las harinas de pescado que
se requiere para la nutricién del camarén y la sensibilidad del mismo a algunas
sustancias que pueden ser formadas durante la elaboracion de las harinas de
pescado, como bases volatiles totales (TVN), aminas biogénicas, mollerosina,
peréxidos, etc. no se conocen ain. En el presente proyecto se determiné el efecto
del grado de frescura de la materia prima (evaluada por el contenido de bases
volatiles totales o TVN), el score biotoxicologico (determinado en pollos) de
diferentes harinas de pescado y de la DL-Mollerosina sintética a diferentes
concentraciones en el alimento, sobre el camardn blance Penaeus vannamei. Se
prepararon 3 dietas con harinas de pescado de diferentes grados de frescura:
harina de pescado elaborada con fresca (HPF), harina de pescado con materia
prima moderadamente fresca (HPFM) y harina de pescado con materia prima
descompuesta (HPD); posteriormente se elaboraron 4 dietas con harina de pescado
de diferente score biotoxicolégico (0.1, 0.1,1.1, y 1.4): harina de pescado normal,
(HPN,), harina de pescado normal, (HPN,), harina de pescado de toxicidad media
y alto contenido de histamina (HPM,) y harina de pescado de toxicidad media y bajo
contenide de histamina (HPM,); ademas, con la HPN, se prepararon otras 4 dietas
a las que se les agregaron diferentes concentraciones de mollerosina (1.0, 3.0, 6.0
y 9.0 mg/kg.). Las harinas de pescado se analizaron por varios métodos de
evaluacion quimica (TVN, analisis proximal, contenido de aminas biogénicas y
digestibilidad). Las dietas experimentales de diferente frescura se evaluaron en 2
bioensayos, alimentando ad libitum a postlarvas de P. vannamei de 0.9g y 1.5,
durante 14 y 28 dias, respectivamente. Las dietas con harinas de diferente score
biotoxicolégico y DL-Mollerosina se evaluaron en 1 bioensayo con postlarvas de P.
vannamei de 0.066g de peso promedio, durante 28 dias. Al final de los bicensayos
se determind, la tasa de crecimiento, consumo de alimento, la tasa de conversién
alimenticia y la sobrevivencia. Se demosiro que el camarén es sensible a la calidad
de las harinas de pescado. El grade de frescura de la materia prima con la que se
elaboran |las harinas de pescado disminuye significativamente el crecimiento (desde
un 15 hasta un 25%) y el consumo de alimento en camarones menores de 1g. La
frescura de la materia prima también puede afectar la estabilidad en el agua del
alimento balanceado. Las harinas de pescado con score >1.0, y el téxico DL-
Mollerosina disminuyen (20%) significativamente la sobrevivencia de las postlarvas
del camarén blanco. Se recomienda que el grado de frescura de la materia prima
de las harinas de pescado se evalle en camarones mayores a 1g, elaborando dietas -
con porcentajes menores de proteina y con un disefno experimental mas sensible.
También es recomendable realizar més estudios para determinar el modo de accion
de la mollerosina en camarones, Los parametros de calidad que se evaluaron en el
presente trabajo., no se consideran en la Norma Oficial Mexicana para certificar
harinas de pescado, por lo que se puede recomendar, en base a los resultados
obtenidos, que estos parametros sean tomados en cuenta para las harinas de
pescado destinadas a la alimentacion del camardn, considerando el impacto
economico que éstos pueden tener en la produccion del mismo.



ABSTRACT

Fish meal availability and quality are important limitants to get good quality
aquatic feeds. However, the standards of fish meal quality required for shrimp
nutrition are not known, since the sensibility of shrimps to some chemical
substances than can be produced in the fish meal during its manufacture, such as
TVN, bicgenic amines, gizzerosine, peroxides, etc., remain unkown, but highly
suspected. The present work was performed to determine the effect of freshness of
raw material used to prepare fish meal, on its nutritional value for shrimp (Penaeus
vannamei) and to determine the shrimp sensibility to fish meals of different
biotoxicological scaore and to the toxic DL-Gizzerosine. To carry out this study, three
experimental diets were formulated with fish meals elaborated from the same raw
material graded freshness: fish meal from fresh raw material (FFM), fish meal from
moderately fresh raw material (MFFM) and fish meal from stale material (SFM).
Later, 8 experimental diets were formulated with chilean fish meals with different
biotoxicological score {0.1, 0.1, 1.1 and 1.4): normal toxicity fish meal (NFM_), normal
toxicity fish meal (NFM,), medium toxicity fish meal and with high histamine level
(MFM,) and medium toxicity fish meal with low histamine level (MFM,). The
remaining 4 diets were elaborated with the normal fish meal (NFM,) supplemented
with different concentrations of synthetic DL-Gizzerosine (1.0, 3.0, 6.0 and 9.0 ppm).
Fish meal quality was also evaluated by chemical analysis (TVN, proximal analysis,
biogenic amines content and in vitro digestibility). The experimental diets with fish
meals of different freshness were evaluated through 2 bicassays with P. vannamei
(of 0.9 and 1.5g initial mean weigth), during 14 and 28 days, respectively. The
experimental diets with fish meals of different biotoxicological score and DL-
Gizzerosine were evaluated through 1 bioassay with P. vannamei (of 0.066g initial
mean weight), during 28 days. At the end of the bioassays, growth rates, feed
conversion rates and survival rates were determinated, ANOVA and Scheffe test
were realized to determine significant differences between treatments. Results
demostrate the shrimp sensibility to the freshness of the raw material: growth and
feed consumption decreased significantly in the shrimps of 0.9¢ initial weigth fed
with the moderately fresh and stale fish meals. The lack of freshness of raw material
also affected the feed stability in the water. Fish meals biotoxicological score higher
than 1.0 and the DL-Gizzerosine decreased significantly the shrimp survival. Its
suggested to evaluate the effect of the raw material freshness on shrimps large than
1g with diets cointaining a lower protein level. it is also recommended to realize
more studies for the determination of the path way of the Gizzerosine on shrimp.
Quality parameters that were evaluated in the present study are not considered in
the Mexican Official Regulation to certificate fish meal; from our resuits, it may be
recommended that these parameters should be taken in account for fish meals to
be used in shrimp nutrition, due to the economic impact they may have on shrim
production. _ -
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I.- INTRODUCCION

El cultivo de camaron en México, es una actividad que esta tomando un auge
considerable, debido a la disponibilidad de areas con optimas caracteristicas para
el cultivo y al cambio reciente de la legislacién de pesca, que ha permitido Ia
inversion de la iniciativa privada en este rubro. Las estadisticas nacionales de
produccion de camarén por acuacultura indican un crecimiento gradual pero
constante. En 1989 y 1993 4000 y 9000 toneladass de camarén cultivado,
respectivamente (Rosenberry, 1989 y 1993).

La industria de alimentos balanceados para camarén es uno de los pilares
fundamentales para el desarrollo de la acuacultura; debido a que el alimento
representa del 50 al 60% del costo de produccién, la deteccién y solucién de los
problemas que afectan esta industria, determinara en gran medida el grado de

desarrollo de esta actividad acuicola en México.

La calidad de los ingredientes utilizados en la elaboracién de alimentos
balanceados es la principal limitante en la produccién constante de alimentos
eficientes (Akiyama et. al., 1990).

La harina de pescado es una fuente de proteina practicamente indispensable
en la formulacion de alimentos balanceados para acuacultura por su valor
nutricional; su disponibllidad y su calidad son factores Importantes para la
obtenciéon de alimentos balanceados de buena calidad. En México, estos factores
no son controlados, y la variabilidad en la calidad y disponibilidad de harinas de
pescado se ha detectado como un problema grave en la industria de alimentos

balanceados (Com. pers. Cruz-Suarez, 1993).

Esta limitante se ha tratado de reducir realizando investigaciones para
evaluar los requerimientos de cada especie y tratando de encontrar substitutos
proteicos mas econdmicos. La pasta de soya es el substituto parcial con mayor

.éxito, ya que se usa como un insumo en proporciones iguales a la harina de
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pescado (1 a 1) en muchas formulaciones comerciales, por su costo y su valor
nutricional (Com. pers. Cruz-Suarez, 1993).. En férmulas para aves, cerdos y
rumiantes la soya ha logrado remplazar totalmente a la harina de. pescado,
disminuyendo en los Gltimos aifios el consumo en estos rubros (Chavez, 1991). Sin
embargo ,la substitucion de harina de pescado en alimentos acuicolas es parcial,
y en cierta medida el porcentaje de inclusién de la soya o de otros substitutos va
depender de la calidad de la harina de pescado remplazada o substituida y del nivel
proteico del alimento formulado. Ademas, la inclusion de soya en altos niveles,
modifica algunas caracteristicas del alimento comao su palatabilidad y su estabilidad

en el agua.

La calidad de la harina de pescado puede variar ampliamente dependiendd
de 5 factores (Pike y Hardy, 1992):
1.- Tipo de materia prima: especie, péscado entero o subproductos.
2.- Frescura de la materia prima.
3.- Temperatura de secado y tiempo de permanencia de [a materia en el secador.
4.~ Calidad de los lipidos.

5.~ Calidad microbiclédgica.

Por o tanto, es necesario realizar estudios que indiquen los problemas
nutricionales y biotoxicologicos que podrian causar las harinas de pescado de
diferente calidad en la produccion animal en general , especificamente en la
produccién de camarén. '

La calidad de harinas de pescado requeridas para otras especies, como aves,
cerdos y salmoénidos ya ha sido definida ; sin embargo, para camaron esta

informacion adn no existe.

En el presente trabajo se pretende determinar la calidad de las harinas de
pescado adecuada para la nutricion del camarén blanco en cultivo, estudiando el
efecto de diferentes parametros de la calidad nutricional y biotoxicologica de

- diferentes harinas de pescado como: el grado de frescura de la materia, el score
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biotoxicoldgico de la harina y el contenido de mollerosina sintética.

Conociendo la sensibilidad del camarén a estos parametros de calidad de las
harinas de pescado, se podra contribuir en el establecimiento de especificaciones
que debe cumplir el producto para consumo de camaron y consecuentemente
reducir los costos de produccién y se podra orientar a los productores de harinas
para que mejoren sus procesos y establezcan un buen control de calidad del

producto final, especiailmente los dirigidos a Ia nutricién del camarén.



Il.- ANTECEDENTES.
1. CULTIVO DEL CAMARON.

El cultivo moderno de camardn se originé en la década de los aiios 30’s en
Japén con Penaeus japonicus (Rosenberry, 1993). En nuestro pais, la camaronicultura se
intcié en [a Universidad de Sonora en 1970 con Penaeus califomiensis y P, styllrostris (Orbe
y Arias, 1987).

Actualmente alrededor de 50 paises cuitivan camarén, En 1993 se produjeron 609,000
tons,; el continente Americano produjo el 22% (132,000 tons) de |la produccién mundial, de
las cuales, Ecuador produjo ol 68% (90,000 tons, valuadas en 400 millones de dlls.);
Colombia, México y Honduras incrementaron su produccidn de 8000 a 9000 tons. La mayoria
de las granjas en América son semiintensivas, y el 90% de la produccién es de la especie
P. vannamei. El 75% del camarén cultivado en América es vendido a Estados Unidos, aunque
actualmente Espafa y Francia ya representan un mercado importante (Rosenberry, 1993).

México éuenta con 140 granjas, de las cuales el 20% son de tipo extensivo, 75%
semiintensivo y el 5% intensivas. El 80% de la produccion es de la especie P. vannamei, el
15% de P. stylirostriz y el resto de otras especles (Rosenberry, 1993).

El desarrolio de la acuicultura a nivel mundial tende a realizarse a través de sistemas
de explotacion semiintesiva e intensiva, por lo cual se requiere del suministro de cantidades
considerables de fertilizantes y alimentos. El drea de la nutricién acuicola esta
comprometida con ol suministro de nutrientes en dietas para peces o camarones, tanto de
manera indirecta como directa (Tacon, 1989).

E! alimento es uno de los principales insumos en la explotaclén de cualquler espeacie
animal, ya que llega a representar del S0 al 60% del costo de produccién (Almazan, 1991;
Urlarte-Pérez, 1991). Como la proteina es uno de los nutrientes mas costosos de cualquier
alimento balanceado (Parsons, 1993), la productividad en la camaronicultura estara
intimamente ligada a la disponibilidad y al costo de la proteina (Cruz-Suarez, 1991). Esto se
debe, principalmente, al hecho de que el camarén requlere alimentos con elevados
contenidos de proteina, entre 30 y 60% (Tacon, 1989).



La harina de pescado se considera como la principal fuente de proteinas en
alimentos balanceados para peces y crusticeos, ya que no se han encontrado otras fuentes
de proteina que contengan las caracteristicas nutricionales que puedan substituir totalmente
a la harina de pescado (Chavez, 1991). El nivel de inclusién de harina de pescado en dietas
comerciales para camarén es de 20 a 40% (Akiyama et. al., 1991); por lo ianto, la calldad y
la disponibilldad de la harina de pescado son una limitante Importante para obtener

alimentos halanceados de buena calidad para este crustaceo.

2. HARINAS DE PESCADO.
2.1 HISTORIA.

La Industria .de harlna y aceite de pescado empezd en el Norte de Europa a
principios del siglo XIX, con proceésamiento de Arenque. Se producia principalmente aceite
para elaborar Jabones, gliceroles y para el curtimiento de picles; los residuos se usaban
como fertilizantes. Postoriormente, se procesd para obtener harina de pescado para
alimentacion animal. En fa década de los 30's la harina de pescado fue considerada como
un Importante ingrediente en alimento para pollos, fue reconoclda como un suplemento de
proteina animal y como una fuente de vitaminas, minerales y factofes desconocidos de
crecimiento. En la actualidad se sigue usando por las mismas razones y se conocen con
mas precision sus componentes y su valor nutriclonal en la alimentacién animal {Satnsby
and Karrick, 1963; Martin and Flick, 1990). |

En México, la produccion de harina de pescado se iniclé en 1938, cuando se instalé
en Pesquerias del Pacifico, S.A. la primera planta reductora de pescado, slendo la materia
prima los desperdicios (visceras y espinas) del proceso del enlatado del atimn, sardina y
macarela. Actualmente, se elabora princlpalmente de anchoveta entera y de desperdicios del
enlatado de especies marinas. Las. principales zonas productoras se encuentran en las
costas de Baja Callfornia Sur y Norte y en el Edo. de Sonora. Tamblén se encuentran plantas
reductoras en el Golfo de México, Costa sur del Pacifico y en el Golfo de Californla. Sin
embargo, la produccion nacional no ha sido suficiente para satisfacer la demanda y se ha
tenido que importar del Per(, Chile, Ecuador y E.U. (Corrales, 1988).

La Industria reductora a nivel mundial, ha crecido en formaimportante en los Ultimos



afios y este desarrollo se ve reflejado en la utllizacion de herramientas de la bioingenieria,
ingenieria bioquimica, quimica y electrénica, como consecusncia de las exigencias del
mercado y del mayor conocimiento de los parametros de calidad necesarios para diversas

aplicaciones y para el consumo de los productores (Cia. Pesquera San Pedro, 1991).
2.2 PRODUCCION MUNDIAL.

La pesca anual asclende alradedor de 90 millones de toneladas (Martin y Flick, 1990},
de las cuales aproximadamente un tercio no es uiilizado para consumo humano directo y
puede considerarse como materia prima para subproductos de pesqueria. Alrededor del 95%
de estos subproductos es procesado a harina de pescado, debido a que es un concentrado
estable, de alto contenido proteico, que puede ser transportado airededor del mundo sin
sufrir deteriore en circunstancias que el pescado mismo es altamente perecedero (Barlow
¥ Windsor, 1984).

Casl cualquier pescado o marisco puede ser usado para elaborar harina de pescado.
De la produccién mundial de harina de pescado, el 90% es producida de especies de carns
roja como anchoveta, capelina y sabalo, menos del 10% se produce a partir de pescado
blanco comeo bacalac y merluza. El resto es producida a partir de ballenas y mariscos
(Barlow y Windsor, 1984; Hardy y Masumoto, 1991).

2.3 PRODUCTORES.

~ Los principales productores de harina de pescado en el mundo son Perdl, Chile,
Noruega, Estados Unidos, Japén, Islandia, Dinamarca y Sudéafrica (Tabla No. 1). En algunocs
paises la harina de pescado es elaborada a partir de pescado entsro, mientras que en otros
se elabora con los subproductos de pesqueria. Los principales exportadores de harina de
pescado en los Ultimos afos han sido Chile, Pert y Estados Unidos. En aquellos paises
donde la acuacultura se ha desarrollado grandemente (como Noruega, Japén y Canad4), se
neceslta mas harina de pescado de [a que producen, por lo que tienen que importarla (Hardy
and Masumoto, 1991).

La harina de pescado as clasificada en la mayoria de los paises de acuerdo a su contenido
de proteina, clasificandolas en seis categorias, cinco de las cuales son utilizadas para la

 alimentacién animal terrestre y acuicola. Cuatro de ellas son consideradas harinas de
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pescado de calidad especial. (Hardy y Masumoto, 1991).

Tahla No. 1.- Tipos de Harinas do Pescado Producidas an varios pafses.

" PAIS TIPO DE HARINA DE PESCADO

Sdbalo, la mayoria procesada con
E.U.A. flama directa. En ol sur se procesa con
vapor/aire clasificada como premium.

Canada, Arenqus, procesada con vapor/aire.
Peni, Anchoveta. Lilama directa y vapor/faire,
Sudafrica. Pilchard.
Arenque y Capolina, procesada a
Noruega e Islandia. bajas temperaturas (Norseamink y LT-
94).
Chile. Anchoveta y Macarela, llama directa y
vapor aire.
Japén. Sardina,

2.4. PROCESO. (Fig. 1)

*  La Harina de Pescado es producida por cocimiento, prensado, secado, y molienda
del pescado en maquinarias destinadas para este propdsito. Al procesar pescado blanco fa
etapa de prensado es omitida ya que no contiene 'acelte para exiraer (Barlow y Windsor,
1984; Chavez, 1991). '

2.4.1. COCCION. (Fig. 2).

El proceso de cocclén se desarrolla en un cocedor, que consiste en un equipo
cilindrico, con un eje térmice y en forma de tornillo, que permite el avance de la carga; y una
camisa térmica, que tieno, ademas de su funcién térmica, la de alslamiento. Los objetivos
do la coccidn son esterilizar, coagular 1a proteina y liberar los lipidos retenldos intra e

intermuscularmente en la materla prima.

2.4.2, PRENSADO.
El objetivo de prensar es obtener una torta con una minima cantidad de agua y
lipidos, y un licor de prensa pobre en sélidos solubles e insolubles. Con una coccidn

: c'?pﬁma, la materia debe poder soportar la presién relativamente alta que requiere para



separar eficazmente el aceite.

El pescado cocido es transportado a través de un tubo perforado mientras es
sometido a una presién creciente, mediante un eje conico, dentro de un transportador de
tomillo. Una mezcla de aceite y agua, y algunos solidos, son exprimidos a través de las
perforaciones y el solido remanente, conocido como torta de prensa (press cake), sale del

extremo de la prensa.

2.4.3. DECANTACION.

El licor de prensa (lipidos, agua y un minitmo de sélidos solubles e insolubles) se
procesa en el decantador, que consta de centrifugas horizontales, para separar los sélidos
insolubies. El objetivo final es lograr una torta rica en sélidos inselubles y un minimo de
agua, aceite y solubles. El licor obtenido debera contener una minima cantidad de
insolubles. '

2.44. CENTRIFUGACION.

El licor d_e decanter, rico en aceite, se procesa en centrifugas verlicales, las cuales
separan este producto del agua y de los sdlidos insclubles. Asi mismo, los sélidos
insolubles arrastrados de los procesos anterfores, son eliminados en forma pulsants,
mediante procesos programados de vaciado de acumulaciones en el interior de los equipos.
De esta etapa se obtiene: aceite, agua de cola (compuesta por agua, sélidos solubles y un
minimo de aceite) y por ofra parte, lodos de sélidos insolubles acompafados de agua, aceite
Iy solubles. El aceite obtenido es purificado en centrifugas especlales y posteriormente
deshidratado.

2.4.5. CONCENTRACION.

El agua de cola debe ser concentrada a fin de eliminar el agua que la acompaiia y
recuperar los sélidos, que corresponden casi en su totalidad a proteinas sclubles.

La deshidratacién del agua de cola se aobtiene mediante la evaporacién del agua por -
tratamientos térmicos, mediante un evaporador convenclonal o de pelicula descendente. En
el primero, el liquido se arrasta por los tubos y por ende es sometido a temperaturas mas
elevadas. En el segundo, el liquido se arrastra mediante una pelicula perimetral en los tubos
y se somete a menores temperaturas. El costo de operacion de este evaporador es mas

conveniente gue el tradicional.



2.4.8. SECADO. (Fig. 3).
-Consiste en deshidratar las tortas de prensa, de decanter y los solubles
concenirados, mezclados y homogenizados previamente, La principal razon de secar es

reducir la humedad del material no acuoso, para eviiar el crecimiento de microorganismos.

" Existen dos tipos basicos de secadores: El directo y el indirecto.

- El secador directo consiste en tambores rotatorios con diversos sistemas de avance de

carga. El calor es transferido por contacto directo entre la masa himeda y aire caliente. El
vaper liquido es transportado por el aire caliente, que puede alcanzar temperaturas hasta
de 500°C. La harina no alcanza la temperatura del aire calisnte debido a que, la rapida
avaparacion del agua de la superficle de cada particula causa un enfriamiento, normaimente

el preducto mantiene una temperatura de 80 a 95°C.

- - El secador indirecto consiste en un ciiindro con chagueta de vapor o en un cilindro que
contiene discos térmicos con vapor, los cuales también mezclan la harina. En los secadores
indirectos el calor es transferido a la masa himeda a t.ravés.. de una pared de retencion. El
vapor liquido es removido independientemente del medlo de calentamiento. La proporcion

del secado depende del contacto del material hiimedo con la fuente caliente.

2.4.7. MOLIENDA.

El material procedente de los secadores posee un tamano de particula muy variado,
afectando su composicion. El objeto de la mollenda consiste en producir un polvo
homogéneo, exento de sustancias extrafias, con buen aspecto, que pueda pesarse,
ensacarse y transportarse. El producto usualmente se muele en molinos de martillos. La
molturacion se produce por sl choque viclento de los martillos gue ruedan junto con la
harina, que una vez desmenuzada, sale del molino atravesando una placa perforada. El
molino dispone-de placas con perforaciones de varios tamafios, para producir el tamano de
particula que se requiera.

Antes de [a molienda, e! producto se criba por vibracion y se somete a un campo

magnético para eliminar sustancias extranas como maderas, ¢lavos, anzuelos, efc.

2.4.8. ADICION DE ANTIOXIDANTE.

Las grasas de la harina de pescado se estabilizan medlante la adicion de
antloxidante, inmediatamente después de la fabricacion. Los antioxidantes tfpicamente
utilizados son BHT y Etoxiquina. La concentracién del antioxidante decrece con el tiempo
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de almacenamiento. Dicha disminucié_un, es acelerada al principio y luego paulatina; su

concentracion disminuye casi a la mitad en las primeras 60 hrs.

La descripcion del proceso fue tomada de Stansby y Karrick, 1963; Barlow y Windsor,
1984; Martin' y Flick, 1990; Cia. Pesquera San Pedro, 1991.

Desodarizacor

Liguidosy -
sdlidos de
pequeiia
tamafio

R Sélidos

Caldera

Dashidratadar

Centrifu-
ga de de-
- can tacion

Solidos

Concentraco @

Aceitefagua de cola

Harina

Aceite - ; de
de escado
pescado Aguada cola A

Evaporador

Figura No. 1. Diagrama de Flujo de la elaboracion de la harina de pescado.
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Figura 3. Esquema de secadores utllizados en Ia elaboracién de harina de pescado.
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2.5. VALOR NUTRICIONAL DE LA HARINA DE PESCADO.

La harina de pescado es una fuente de proteina, energia, acidos grasos esenciales,
minerales y vitaminas (Barlow y Windsor, 1984) y representa una de las fuentes nutritivas
més importantes en la alimentacién de aves, cerdos, peces y crusticeos (Castro, 1990).

LA proteina en la harina de pescado tiene un alto valor biolégica, ya que es rica en
aminoacidos esenclales, particularmente lisina y aminoacidos sulfurados. La composicion
de la grasa en la harina de pescado difiere de la mayoria de los aceiies vegetales por
contener altos niveles de acidos grasos de cadena larga (C20 y mayores) poliinsaturados
que en su mayoria pertenecen a la familia de los acidos linclénicos (W,) (Castro, 1990; Pike
et. al. 1990).

Aporta ademas, selenio, calcio y fdsforo, este Gitimo se encuentra completamente
disponible. Por otro lado, tamblén es una buena fuente de colina. Ademas, varios autores
reportan que coniiene factores desconocidos de crecimiento (Barlow y Windsor, 1984;
Castro, 1990; Akiyama et. al,, 1991; Hardy and Masumoto, 1991).

En general, las harinas de pescado de buena calidad estin libres de toxinas fales
como ureasas, antitripsina, tioglucasidos, entre otras, que genetralmente se presentan en

fuentes proteicas de origen vegetal (Castro, 1990).
E! valor nutricional de fas harinas de pescado esti determinado por cinco factores

principales concernientes al tipo de materia prima utilizada y a parametros de procesamiento
{Pike y Hardy, 1992).

2.6. PARAMETROS DE CALIDAD Y ESPECIFICACIONES RECOMENDADAS PARA
SALMONIDOS.

2.6.1. GRADO DE FRESCURA DE LA MATERIA PRIMA.

El grado de frescura de la materia prima, juega un papel muy importante en la
calldad de la harina. Por esta razén, es importante tener presente sl grado de deterioro que

- se produce en ol pescado durante el periodo de almacenamiento previo a su procesamlento.
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Este proceso de deterioro se verifica a través de 3 mecanismos:

- Accién bacterlana: En este caso el deterloro se produce como resultado de la actividad

enzimatica de Jas bacterias presentes y trae como consecuencia la formacion de histamina,
cadaverina, putresina, ac. organicos, etc.

- Autdlisis: Se genera por la accién de las enzimas propias del tejido del pescado. Hidrolizan
las proteinas de alto peso molecular proporcionando los nutrientes necesarios para el
crecimiento bacteriano.

- Oxidacién: Se produce en la fraccidén grasa , generandose peréxidos, hidroperéxidos,
aldehidos, cetonas, ete. (Castro, 1990; Pike, et. al, 1990; Zaldivar, 1992).

La velocidad a la cual el pescado se descompone depende de varios factores como
la especie, el tiempo de almacenamiento y temperatura. El pescado se deteriora mas
rapidamente a altas temperaturas y cuando el Intestine dsl pez se encuentra lleno al
momento de su captura.

Para detorminar el grado de frescura de la materia prima, se recomienda medir el
contenide de nttrégano. volatil total (TVN). Esta prueba determina el contenido de amonio,
mono y trimetil aminas principalmente y trazas de dimetilaminas. El principio de la
determinacién es por precipitacion de proteina con acido tricloro acético y determinacién
de nitrégeno amoniacal por el método Kjeldahl. Este indicador es usado por los principales
paises productores de harina de pescado como son Chile, Peri, Noruega, etc. (Castro, 1990;
Pike y Hardy, 1992; Zaldivar, 1992).

En Noruega, es obligatorio medir el TVN de [a materia prima en las harinas de
pescado denominadas LT-84 y Norseamink, harinas especlales para la alimentacién acuicola.
Su TVN no debe superar valores de 50 y 90 mg N/100g de muestra, respectivamente (Castro,
1990; Pike, et. al. 1990).

Experimentos realizados por diversos investigadores han demostrado que lafrescura
de la materla prima de Ya harina de pescado puade afectar la ganacia diaria de peso,
consumo de alimento y eficiencia alimenticia de los cerdos de Inlclacién y de engorda y
salmonidos, cunado los valores de TVN son mayores a 50, 80 y 90 mg N/100g de muestra,
respectivamente (Watanabe et. al., 1987; Castro, 1990; Pike, ot. al, 1990; Hughes, 1991 visto
- en Pike y Hardy, 1992). ’
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La pérdida de frescura de la materia prima, ademas de disminuir el valor nutriclonal

del producto final, repercute sobre el proceso, tarniandolo més dificil y menos eficiente:

Para diminuir la pérdida de frescura de la materia prima desde el momento de la
captura hasta su proceso, se deben evilar los tiempos prolongados entre la pesca y la
descarga en la planta, Es recomendable ademas, mantener el pescado en hiejo durante este
periodo y no mezclar productos frescos con aiejos. Los pozos de recepcion o de
almacenamiento de la materla prima de las plantas reductoras, deben estar limplos,
techados y se debe procurar no almacenar por periodos largos para evitar generar grandes
cantidades de agua de sangre. En caso de que se forme es necesario separarta rapidamente
de la materia prima, ya que puede ser un medio de cuitivo para la formacion de aminas
biogénicas. (Zaldivar, 1992).

2.6.2.1. AMINAS BIOGENICAS.

Las aminas biogénicas son productos quimlcoé. orga'nicos provenientes de la
degradacién enzimitica, por la accién de la amino-descarboxllasa que cataliza Ia
transformacién de los aminoacios en aminas blogénicas. Cuando se encuentran en altas
concentraciones pueden tener efectos 16xicos o antinutriclonales, (Poole, 1993; Huisman,
etal, 1992). Las aminas biogénicas y sus amincacldos precursores com(nmente

shcontradas en la harina de pescado son:

AMINOACIDO AMINA

Arginina Putresina y Agmatina,
Histidina Histamina.

Lisina Cadaverlina.

Tirosina Tiramina.

El contenido de aminas biogénicas también se incrementa cuando los solubles son
incorporados a la harina al momento del procesamiento, al no efectuarse un estricto control
de calidad (Veclana, 1990; Pike and Hardy, 1992; Zaldivar, 1992).

Las aminas biogénicas por ser termoestables, son (tiles indicadores de la calidad
de la materia prima y del producto terminado. El contenido de aminas blogénicas refleja el

grado de frescura de la materia prima con la cual fue elaborada ia harina y del estado de
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frescura del concentrado que se incorporé durante el proceso {Galleguilos, 1993).

Actualmente la determinacion de aminas biogénicas se efectila mediante técnicas de
cromatografia en columna liquida de alta presion (HPLC).

En los pollos, al consumir histamina en altas concentraciones se deprime el
crecimiento y produce muertes ocasicnales. El modo de accidon es sobre las glandulas
proventriculares causando un aumento en la secrecién géstrica y en la acidez de estas
secreciones. Lo cual, provoca erosion generalizada de la mucosa de la molleja (Harry et. al.,
1975; Poole, 1993). El crecimiento de los salménidos también es afectado por el consumo
de altas cconhcentraciones de histamina (Watanabe et. al., 1987). Se recomlenda que las
harinas de pescado utilizadas para la alimentacién de salménidos no contengan mas de 500
ppm de histamina y no mas de 1000 ppm para pollos (Castro, 1990; Pike et. al, 1990).

En cuanto a los efoctos tdxicos de otras aminas blogénicas, se conoce muy poco.
Se sabe que la putresina y la cadavarina potencializan el efecto de la histamina. La tiramina
estimula la actividad cardiaca, y por lo tanto, aumenta la breslén sanguinea, disminuye la
circulaclon en e! tracto intestinal y el consumo voluntarioc de alimento . Ademas de los
efectos toxicos que presentan las aminas, disminuyen por otro lado, el valor blolégico de
la proteina, en este caso en particular de la harina de pescado (Veclana, 1990; Galleguillos,
1993; Poole, 1993).

Para evitar la formacion de altas concentraciones de aminas blogénicas se debe

tener un control en las siguientes otapas:

- _Durante el proceso de captura y entrega a plantas. Se deben evitar los tiempos
prolongados enire la captura y la llegada a la planta,-ya que el pescado inicia su proceso

de descomposicién al momento de su captura.

- Durante la etapa de almacenamiento de la materia prima en la planta.

- En la manipulacién y utilizacién del agua de sangre, ya que ésta puede ser un linportante

caldo de cultivo en la formacién de aminas biogénicas, dado su contenido de agua, sal,
proteinas y grasas. La accién deteriorante del agua de sangre se evita con una adecuada
manipulacién del producto en las etapas de transporte y aimacenamiento y disminuyendo
la temperatura en ambas etapas.

- Durante la manipulacién y procesamisnto del concentrado de agua de cola. Este material
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puede formar aminas biogénicas, por lo que se recomienda que los almacenamientos
intermedios, entre la etapa de prensado y concentracién, sean los mas cortos posibles, dado
que en estas operaciones se dan las condiclones idealss para la descomposicion de las

partes protéicas y lipidicas (Zaldivar, 1992; Galleguillos, 1993).
2.6.3. CALIDAD BIOTOXICOLOGICA,

La temperatura y el ttempo de residencia de la materia prima en al secador, pueden
afoctar la calidad nutricional y biotoxicolégica de las harinas de pescado {Osuna, 1984). Este
proceso debe ser cuidadosamente controlado an la planta con el fin de prevenir las graves
consecuencias que causa el sobrecalentamiento, ya que Incidirda en una digestion
insuficlente, una menor asimilaclén de lisina, en la destruecion de aminoécidos, vitaminas
y compuesios grasos sensibles al calor y puede ayudar a formar sustancias toxicas como
la mollerosina {Osuna, 1984; Castro, 1990, Rodriguez, 1990; Chavez, 1991).

2.6.3.1. MOLLEROSINA.

En el aho de 1993, Okazaki y cols. identificaron la moilerosina como el téxico
presente en harinas de pescado sobrecalentadas, que causa el sindrome del vémito negro

aviar o erosién de la molleja.

El término mollerosina se deriva de [2-amino-9-(4-imidazol)-7 acido azanonanoico];
relaciona a la molleja (moll) con srosiones {eros) (Osuna, 1984). Se forma al reaccionar por
sobrecalentamlento la L-histidina o la histamina con el radical épsilon amino de la lisina. La
histidina forma parte de los aminoécidos solubles del pescado y se puede encontrar en el
extracto acuoso {Osuna, 1989). Por lo tanto, la toxina se produce en harinas de pescado
ricas en histidina libre y calentadas a temperaturas elevadaa por varlas horas (135°C x 3 -
horas 6 160°C x 1 hora). Todo parece indicar que la histidina es el precursor de [a sintesis
de la mollerosina al scbrecalentarse la harina de pescado (Okazaki et al., 1983; Osuna,
1984; Gonzalez, 1985). {Fig. 4).

No todos los peces contienen histidina en su componente de aminoécidos solubles,
solo so encuentira en los pascados de carne roja, como anchoveta, macarela, jurel, sardina,
etc. Sila harina de pescado es deficlente an histidina, el sobrecalentamiento no producira
efectos téxicos. (Osuna, 1985; Masumara, et. al.,, 1985; Castro, 1987; Rodriguez, 1990;
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Chavez, 1991).

Aun cuando el precursor de Ja mollerosina es soluble en agua, se ha demostrado que
el material toxico presente en la harina de pescado es insoluble en agua, una vez formado
el compuesto. (Osuna, 1985).

Segim Osuna (1984), existen 3 factores predominantes en la formacién de la
mollerosina durante el procesamiento de la harina de pescado. Estos son: temperatura de
secado, tiempo de calentamiento y frescura de la materia prima.

COOH
C C CH,CH NH,

NH N HISTIDINA

zh

CH C CH, CH, NH, + NH, (CH,), CH COOH
MK N ‘ NH,

CH HISTAMINA, l LISINA

CH C CH, CH, NH (CH), CH COOH

NH N NH,

Figura 4. Posible reacsion ontre la histidina o la histamina con la lisina en la formacién de
mollerosina por calontamiento de la harina de pescado

El sindrome del vémito negro es un problema mundial que afecta a la Industria
avicola. Se han reportado casos de vémito negro en Alemania, Australia, Brasil, Chile,
Colombia, Ecuador, Estados Unidos, Japén, México, Perii, Venezuela, Yugoslavia y Reino
Unido (Pokniak et. al, 1978 citado por Rodriguez, 1990). En México y Perll se conoce el
problema desde 1968 (Morales et. al, 1991).
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El vomito negro aviar se relaciona principalmente con la presencia de erosiones y
ulceraciones severas del revestimiento de la molleja, también se presenta distencién y
acidez del proventriculo y del buche. Esto provoca una disminucion en la tasa de
crecimiento, on la eficiencia alimenticla y puede aumentar considerablemente la mortalidad
de las aves (Osuna, 1984; Castro, 1987; Rodriguez, 1990; Morales et. al., 1991). La erosion
de la molleja es el resultado del exceso de Acido en el proventriculo. La regurgitacién de
bilis desde el ducto biliar hacla la molleja tiende a neutralizar el acido; por lo tanto, cualquier
interferencia en la produccién de bills hacia el Intestino puede producir erosion de la
molleja. (Osuna, 1989; Rodriguez, 1990; Morales eot. al., 1991).

La mollerosina se absorbe en el duodeno y transportada en el torrente circulatorio
pudiendo detectarse en el plasma y actuando posteriormente en los receptores Histaminicos
H, , principalmente del proventriculo causando asi, un aumento de la secrecién acida (lto
et. al., 1988).

Masumara ot. al. (1985) afadieron 6.25 mg de mollerosina sintética/kilo de dieta y
con ellas alimentaron a pollos ad hibitum durante 7 dias, al final observaron severas
erosiones an la molleja. También estudiaron el efecto de diferentes niveles de mollerosina _
e histamina sobre el contenido total de acldo géstrico an los pollos, observando que éste
aumenta con la mollerosina e histamina,. Sin embargo, observaron que ia mellerosina es 10
veces mas potente para inducir la secrecion gastrica en los pollos que la histamina y 300

veces mas potente para causar erosion en la molieja.

La toxicidad letal de la moilerosina por via oral, provoca una mortalidad creclente del
20 al 50% cuando se dosifica directamente en el buche de pollos de engorda; por otro lado,
los estudlos de toxicidad letal realizados a través de concentraciones crecientes de
mollerosina en la dieta (0.1 a 18ppm) indican que los pollos de engorda no mueren al
consumir menos de 2ppm de mollerosina, aunque si se presentan lesiones en la molleja. Por
lo cual, se insiste que la concentracion maxima permisible de mollerosina en las dietas para

pollos es de 0.3ppm para no afectar la productividad. (Masumara et. al., 1985; Osuna, 1989).

El efecto de la mollerosina se disminuye al inyectar Intramuscularmente cimetidina,
un antagonista de loa receptores histaminicos H,. La cimetidina también previene la erosién
de la molleja, causada por la mollerosina (Masumara et. al., 1985; lto et. al, 1988). El efecto

de la mollerosina no se disminuye al Inyectar pirilamina, un antagonista de los receptores
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H,, indicando que la moilerosina es un agonista muy fuerte de los receptores histaminicos
H,. Ademas, la mollerosina muestra méas afinidad por la superficie de las células receptoras
de la histamina, que la histamina misma, lo cual explica, en parte, la potente actividad de la

mollerosina para inducir secrecion gastrica y causar erosién en la molleja (Ito et. al, 1988).

" La mollerosina se pusade determinar por ¢cromatografia liquida (HPLC): sin embargo
es un prueba dificil y costosa. Por esta razén, Castro en 1987, desarrollé una prueba
biotoxicolégica que identifica verasmente las harinas causantes de vémito negro aviar. Esta
prueba biotoxicolégica consiste en bioensayos con pollitos de 1 dia de edad que se
alimentan por tres dias con una dlata basal sin harina de pescado y postericrments se
alimentan durante una semana con dietas que incliyen niveles altos (40%) de la harina de
pescado a evaluar. Terminado este periodo de alimentacion, los pollos sobreviviehtes se -
sacrifican y se evaltian las lesiones en [a molleja. El grado de severidad de estas lesiones
" permite clasificar la calldad bictoxicoldgica de las harinas de pescado en 4 grados: normal,

leve, mediana y grave y se les da un valor o score biotoxicolégico:

- Harinas de pescado de toxicidad normal o nula: Son aquéllas que no causan ningiin dafo
o lesién en la moileja. Score 0 - 0.5.

- Harinas de pescado de toxicidad leve: Causan lesiones histopatolégicas muy leves en la
molleja, caracterizadas por pequenas filceras, hamorragias y necrosls o bien enrojecimiento
de las corrugaciones. El mercado sudafricano considera este nivel de biotoxicidad como el
limite méximo aceptable para las harinas que Importa. Score >0.5 - 1.0.

- Harinas de pescado de toxicidad media: Causan evidentes signos de lesiones
histopatologicas en extensas areas de la molleja. Score >1.0 - 1.5.

-_Harinas de pescado de toxicidad grave: Causan severas y mortales lesicnes

histopatolégicas de [a molleja. Pueden Incluso perforar [a molleja y causar los tipicos casos
de vémito negro aviar. Su uso no es recomendable en alimentacién animal. Score > 1.5.

En salmonidos hay evidencias que la L-Mollerosina puede provocar alteraciones en
la mucosa intestinal y atrofia de la capa muscular del estémago, reduciendo en
consecuencia el cracimiento. Y se recomlenda un score biotoxicolégico <0.8. Se ignora su
efecto en crusticeos. (Castro, 1987; Chavez, 1991).

Cabe sefalar, que la mollerosina no es el dnico factor, aunque si el mas importante,

para causar erosién en la molleja. La erosién de la molleja se ha relacionado con el
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consumo de altos niveles de cobre en la dieta, Acidos grasos poliinsaturados, dietas
deficientes en vitamina Ky en metionina, (Galleguillos, 1993), altos contenidos de histamina
(Harry et. al., 1975) y pérdida del grado de frescura de la materia prima (Osuna, 1984).

Para verificar si la harina de pescado fue sobrecalentada se recomienda determinar:

- Disponiblilidad de lisina : Esta determinacién mide el grado de deterioro térmico sufrido

por las proteinas. L3 lisina tiene un grupo amine libre y reactivo que debe permanecer como
tal, pues de lo contrario, aunque puede evaluarse quimicamente, no estara biolégicamente
dispenible. Durarite e procesamiento de la harina de pescado, sl grupe amine libre de la
lisina puede reaccionar con moléculas no protelcas para formar compuesios, los cuates,
pueden ser toxicos y ademas, la lisina ya no estara disponible para el animal (Uriarte, 199%),
La dlsponlbllidad de la lisina se puede determinar mediante el método de Carpenter {Castro,
1990; Cia. Pesquera, San Pedro, 1991).

- Digestibilidad de la Proteina:

No basta que la proteina de |a harina de psscado se encuentre en aitos porcentajes,
sino que debe ser digerible para que pueda ser aprovechada por el organisma gue la
consuma. (Cia. Pesquera San Pedro, 1991). El método de digestibilidad in vitro con pepsina

es un buen iIndicador para evaluar el proceso de secado de la harina de pescado, y
diferenciar entre una harina de mala calidad y una buena, pero no diferencia una buena de
una excelente. Actualmente, se usa como indicador, Ia digestibilidad in vivo .con mink y
truchas y se estan tratando de establecer nuevas determinaciones in vitro que sean mas
sonsibles (Pike, 1988 visto en Castro, 1990; Pike and Hardy, 1992; Com. pers. Cruz-Suarez,
1993).

Una digestibilidad deficiente también ocasionara problemas Iimportantes de
contaminacion al ser eliminados al medio ambiente excretas con alto contenido de nitrogeno
y fésforo (Cia. Pesquera San Pedro, 1992).

2.7. NORMA OFICIAL MEXICANA.

La Norma Oficial Mexicana (SECOFI) NOM-Y.13-1990. Harina de pescado para
consumo animal, clasifica las harinas an 4 calldades A, B, C y D principalmente en funcién

de [a proteina. Los (micos parametros de calidad que considera son la composicion
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bromatoidgica, la digestibilidad in vitro con pepsina y la calidad mlcrobioléglca, No
considera el contenido de bases volatiles totales (TVN) de la materia prima, contenido de

histamina en la harina de pescado y el score biotoxicolégico.
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1l.- OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Proponer estandares de calidad con respecto a la frescura de la materia
prima, score biotoxicoldégico y contenido de mollerosina en harinas de
pescado recomendadas para la nutricion del camaron blanco (Penaeus

vannamei).

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.-

Determinar el efecto de la frescura de la materia prima sobre la calidad
nutricional de las harinas de pescado utilizadas en alimentos balanceados

para camaron.

Evaluar los posibles efectos toxicolégicos de harinas de pescado con

diferente calidad biotoxicolégica (determinada en pollos).

Evaluar los posibles efectos toxicologicos del toxico DL-Mcllerosina en

nutriciéon del camardn.

IV.- HIPOTESIS.

El crecimiento de los camarones cultivados depende, en gran medida, de la

calidad de las harinas de pescado con las que son alimentados. La frescura de la -

materia prima de las harinas, el score biotoxicologico y la mollerosina pueden

afectar el crecimiento, la tasa de conversién alimenticia y la sobrevivencia de dichos

organismos.

22



V.- MATERIAL Y METODOS.
1.- EFECTO DEL GRADO DE FRESCURA.
1.1. HARINAS DE PESCADOQO EXPERIMENTALES.

Para determinar si la frescura de la materia prima afecta la calidad nutricional
de las harinas de pescado, se evaluaron ( en dos bioensayos) 3 harinas de pescado
provenientes de Sudamérica, elaboradas a base de anchoveta y procesadas a baja
temperatura, variando unicamente el grado de frescura de la materia prima en cada
una de ellas; materia prima fresca (HPF) elaborada 12 horas después de la captura,
frescura media (HPFM), elaborada después de las 25 horas de captura vy
descompuesta (HPD) procesada 36 horas después de la captura (Tabla No. 2). Las
harinas fueron proporcionadas y analizadas por el Dr. lan H. Pike, director de
nutricion de la Asociacion Internacional de Productores de Harina y Aceite de

Pescado (IFOMA, por sus siglas en inglés), Londres, U.K.

Tabla No. 2.- COMPOSICION DE LAS HARINAS EXPERIMENTALES.

PARAMETRO HPF HPMF HPD
Base humeda

Humedad (%) 7.8 9.3 9.7
Ceniza {%) 1.3 1.4 10.7
Grasa cruda (%) 8.3 7.8 9.8
Proteiha cruda (%) 66.9 84.8 3.0
HistamIna (ppm) 28.0 1850.0 4701.0 1
Cadaverina (ppm) 51.0 803.0 1599.0
Putresina {ppm) 35.0 446.0 216.0
Tiramina (ppm) 0.0 285.0 857.0
TVN de [a MP 14.0 30.0 50.0

{mg N/100g muestra)

Digestibilidad 1.4 89.7 89.8
en Mink (%)

HPF: Harina de pescado fresca.

HPFM: Harina de pescado de frescura modia.
HPP: Harina de pescado descompuesta.
TVN: Contenido de bases volatiles totales.
MP: Materia prima.
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La composicion bromatolégica, ol contenido de bases volatiles totales y
aminas biogeénicas y el porciento de digestibilidad en mink, fueron analizadas

mediante los métodos propuestos por la JAFMM (1985ay b) y la A, O. A. C. (1990).

1.2. DIETAS EXPERIMENTALES.
1.2.1. FORMULACION Y COMPOSICION DE LAS DIETAS.

Con estas harinas se formularon 3 dietas experimentales (Tabla No. 3). Las
formulaciones se realizaron por medic de un programa computacional Mixit-2, en
funcién de la composicion bromatolégica de las harinas de pescado experimentales
y de los demas ingredientes, para obtener dietas isoenergéticas, cumpliendo con

los requerimientos nutricionales para camaron publicados por Akiyam et. al. (1991).

Tabla No. 3.- COMPOSICION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

INGREDIENTE (%) DF DMF oD
H.P. Fresca 30.0 ——— ———
H.P. moderadamente fresca — 30.0 rmm——
H.P. Descompuesta — ————— 30.0
H. de Camardn 6.0 6.0 6.0
Pasta de Soya : 1.0 . 13.0 4.0
H. de Trigo 38.0 36.0 34,0
Gluten de Maiz 8.0 _ 8.0 8.0
Lecitina de Soya 2,8 2.8 2.8
Acelte de Pescado 1.7 1.7 1.7
Mezcla vitaminica 1.0 1.0 1.0
y mineral

Aglutinante 0.6 0.6 0.6

*DF; Diota a bass de H.P. fresca.
DFM: Dieta a base de H.P. frescura media.

DD: Dista a base ds H.P. descompuasta.
Mezcla vitaminica y mineral: Potasio 250mg; Vitamina C 200mg; Riboflaviba 100mg;Calcio 10mg;ViLE

100mg; Vit. B, 100mg; Zine 100mg; Biotina 50mg; Manganaso 0.5mg; Cloro 50mg; Sodlo25mg;

VH.A 25my;Tlamina 100mg; Niacinz 100mg; Vit. D 50mg; VIL. B, 100my; Magnesio 10mg; Cabre

25mg; Ac. pantoténico100mg ¥ Selisnio 50mg. excipiente c.b.p. 12g de carbohidratos.

Las harinas de pescado fueron incluidas a 30%. Se varié el nivel de inclusion
de la pasta de soya y la harina de trigo para obtener dietas Isoenergéticas. El nivel

de inclusién del resto de los ingredientes se mantuvo constante en las 3 dietas
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experimentales, El aporte de nutrientes de cada ingrediente se presentan en el

anexo .
1.2.2. PREPARACION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.

Tados los ingredientes se molieron finamente utilizando un molinc de café
Moulinex. Se pesaron de acuerdo a la formulacién y se mezclaron en una batidora
Kitchen Aid de 5 litros. Primeramente se mezclaron la harinas de pescado, soya,
trigo, camarén y gluten de maiz. Posteriormente se tomé una porcién de esta mezcla
para adicionar las vitaminas; el resto de la mezcla de harinas se fue anadiendo
lentamente con el fin de homogenizar la mezcla global. El aceite de pescado y la
lecitina de sbya se agregaron después de mezclar las harinas. Finalmente, se
afadieran 275 ml de agua. La mezcla de ingredientes se pasé por un molino de
carne para obtener los pellets (1mm de diametro), los cuales se secaron en una
estufa eléctrica a 50° C durante 15 horas y se conservaron en refrigeracion dentro

de recipientes herméticos.
1.2.3. ANALISIS DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.

Cada una de las dietas fue analizada en el Laboratorio de Alimentos de la-
Facultad de Ciencias Biologicas mediante el método de analisis proximal descrito
por la A.O.A.C. (1990), en el cual se determinan los siguientes parametros:
humedad, ceniza, extracto etéreo, fibra cruda, proteina cruda y extracto libre de

nitrégeno.
Se realizaron pruebas de.estabilidad del alimento en el agua o de lixiviacion

en cada una de las dietas mediante el método Aquacop (1978) para determinar la

pérdida de materia seca en agua marina a 35%o durante una hora.
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1.3. BIOENSAYOS.
1.3.1. DESCRIPCION DE LA SALA DE BIOENSAYOS.

Los bicensayos se llevaron a cabo en la sala de bioensayos del programa
maricultura de la Facultad de Ciencias Biolégicas, la cual consta de 48 tanques de
fibra de vidrio de 60 x 30 x 35 ¢m, con un volumen de 69 litros, cada acuario posee
un doble fondo de 3 mm de diametro cubierto con tela de gasa. Los tanques estan
equipados con un sistema de "airlift" para fomentar [a circulacion interna entre el
doble fondo y el resto del acuario. El recambio de agua fue de 560 mi/min. en cada

acuario.

La sala cuenta también con 3 tanques de 500 | de capacidad para
preengorda y con 5 tanques de 1100 |, de los cuales, dos son reservorios que
abastecen de agua a los acuarios por gravedad y el resto reciben el agua de
recambio. Cada tanque reservorio cuenta con un contactor biolégico rotatorio.
Ademas, el sistema esta equipado con 2 filtros de cartucho, 2 filtros de carbén
activado y 2 espumadores. Para mantener la temperatura deseada se cuenta con un
sistema cerrado de agua dulce e Intercambiador de calor en los tanques

reservorios. (Ver anexo ll, figs. 5,6 y 7).

Diariamente se registra la temperatura con un termémetro,la salinidad
mediante un salinémetro y el pH con un pHmetro. Semanalmente se determina el
contenido de amonio, nitratos y nitritos con estuche de diagnéstico rapido (Sea
test). Quincenalmente se prepararan 500 1 de agua marina sintética Fritz y se

renueva el carbén activado.

1.3.2. CARACTERISTICAS DE LOS CAMARONES,

Para realizar los bioensayos se utilizaron postlarvas de Penaeus vannamel

con un peso promedio de 900 mg y 1.5g que se obtuvieron del Laboratorio de
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Produccién de Postlarvas de la Universidad Auténoma de Tamaulipas, las cuales
fueron transportadas a la sala de bioensayos de la Facultad de Ciencias Biologicas,
en bolsas de plastico con agua del tanque de colecta y se colocaron en hieleras con
un poca de hielo para bajar el metabolismo de los camarones. Se aclimataron en
los tanques de preengorda de la sala de bioensayos.

1.3.3. DISENO EXPERIMENTAL.

Se realizaron dos bicensayos. En el primero se colocaron 15 camarones por
acuario con un peso promedio de 900 mg y se alimentaron ad libitum 2 veces al dia
{ 1/3 de la racion en la manana y el resto por la tarde) con las 3 dietas
experimentales durante 14 dias. . ‘

En el segundo biocensayo se colocaron 8 camarones por acuario con un peso
promedio de 1.5g y se alimentaron ad libitum con Ias dietas experimentales durante
28 dias.

En ambos bioensayos cada tratamiento se corrié con 4 replicas.

Diariamente se registré la mortalidad y resta de alimento. Se sifoned el fondo

de los acuarios para efiminar heces y residuos de alimento.
1.4. EVALUACION BIOLOGICA.

Al final de ambos bicensayos se determind la tasa de crecimiento (TC), consumo
de alimento (CA), la tasa de conversion alimenticia (TCA) y sobrevivencia (8) de los

ejemplares de cada tratamiento, mediante las siguientes férmulas:

peso final - peso inicial
Tasa de Crecimiento (TC)= x 100
peso inicial (g)
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Alimento consumido
Tasa de Conversidon Alimenticia= x 100

Peso ganado

No. final de animales
Tasa de Sobrevivencia = x 100

No. inicial de animales

1.5. ANALISIS ESTADISTICO.

Para determinar si existieron diferencias significativas entre los tratamientos
de los parametros biolGgicos evaluados se realizaron analisis de varianza (ANOVA)

y pruebas de comparacién de medias de Scheffe, por medio de computadora con
el programa Statgraphics.
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2.. EFECTO DEL SCORE BIOTOXICOLOGICO Y DEL TOXICO DL-MOLLEROSINA.
2.1. HARINAS DE PESCADO EXPERIMENTALES.

Para evaluar la calidad de las harinas de pescado de diferente score en la
alimentacion del camaroén, se evaluaron 4 harinas de pescado de diferente score
biotoxicoldgico (tabla No. 4). El score biotoxicolégico de las harinas, fue evaluado
por Emilio Castro de Fundacion Chile en Santiago, Chile, mediante un bioensayo

biotoxicolégico en pollos (Castro, 1990).

Las Harinas fueron clasificadas de la siguiente manera:
Score 0.1: Normal o atoxica (HPN_). Harina normal (a). Control.
Score 0.1: Normal o atéxica (HPN,). Harina normal (b).
Score 1.1: Toxicidad media (HPM,) y con alto contenido de histamina.
Score 1.4: Toxicidad media (HPM,) v bajo contenido de histamina.

Estas harinas y el aceite de pescado fueron proporcionadas por Pesquera
IQUIQUE-GUANAYE, de Santiago, Chile.

La calidad quimica de las harinas de pescado fue evaluada en Fundacion
Chile mediante, analisis bromatolégicos (A.0.A.C. 1990), contenido de bases
volatiles totales (TVN) en materia prima y producto final, contenido de aminas
biogénicas, contenido de calcio, fostoro, sal, arena, acidos grasos libres (IAFMM,
1985 a y b) y porciento de digestibilidad in vitro con pepsina (Torrey modificado).
Se evalué su calidad microbiolégica determinando el contenido de Salmonella sp,
hongos y levaduras (JAFMM, 1985 a y b).
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TABLA No.4.- COMPOSICION DE LAS HARINAS DE PESCADO EXPERIMENTALES.

PARAMETRO HPN(a) HPN({b) HPM(a) HPM(b)
Score biotoxicologlco 0.1 0.1 1.1 14
Mortalidad en pollos % 0.0 0.0 7.0 3.0
Matorla prima Jurel Jurel Anchoa Jurel
Tipo de secado vap/aire vapfaire llama llama
Solubles [ ] si sl sl -
Agua sangre cocida no he si no
TVN. M.P.imgN/100g) 19.2 14.2 50,0 -
TVN de H.P.i(mgN/100g) 162.8 163.5 125.2 157.2
Histamina (ppm) 320.0 230.0 4840.0 120.0
Cadaverina (ppm) 7200 850.0 4040.0 580.0
Putresina (ppm) 180.0 1500 1760.0 160,0
Feniletilamina {ppm) 10.0 120 410.0 10.0
Tiramina {ppm) n.d. 80.0 240.0 n.d
Humedad (%) a.1 74 9.6 as
Ceniza (%) 148 173 173 14.8
Grasa (%) 7.2 75 7.1 6.6
Proteina (%) 88.7 67.1 &4.0 67.8
Calkcio {%) 3.7 4.5 3.7 3.2
Fésforo (%) 3.0 33 2.6 23
Sal {%) 1.7 22 3.8 2.8
Arenz {%) <01 <0.1 <0.1 <0.1
Acidos grasos libres (%) 34 29 9.7 4.0
Digestibilidad (%)

{Popsaina, Torrey Medificado) 97.1 97.7 98.3 98.2
Lisina disponible {%) 75 74 7.8 7.2
Salmonglla en 259 MNegativo Negativo Megativo Negativo
Hongos y levaduras 10.0 15.0 20.0 5.0
UFC/g

HPHN(a) = Harina de Pescado Normal (a) CONTROL.

HPN(b) = Harina de Pascado Normal (b)
HPM({a) = Harina de Pescado de toxicidad media (a), alto contenido da histamina.
HPM(b) = Harina do Pescado do Toxicldad media {b), bajo contenido de histamina,

TVYN = Bagas volatiies totales.
M.P. = Materia prima.
H.P. = Harina de pescado.

2.2. ORIGEN DEL TOXICO DL-MOLLEROSINA.

La DL- mollerosina sintética fue comprada a el Dr. Lermonth del CISR
(Division of Food Science and Technology. Food and Agricultural Chemicals
Programme) en Sudafrica. Fue enviada por correo en un vial de vidrio sellada al
vacio. Se recibieron-25mg secados en rotovapor. Para disolverla se le afiadié 1ml

de agua (por indicacion del proveedor) y la solucién obtenida se aforé a 25 ml.
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Posteriormente se tomaron 6 ml de la solucién y se guardd en congelacién. Los
19ml restantes se aforaron a 38ml y posteriormente se tomaron 2mt (para preparar

la dieta con 1 mg de mollerosina); 6ml (3mg), 12ml (6mg) y 18ml (9mg)
2.3. DIETAS EXPERIMENTALES.
2.3.1. FORMULACION Y COMPOSICION DE LLAS DIETAS.

Con las harinas de pescado experimentales se formularon 4 dietas. La dieta
con HPN, se usé como control; ademés con la HPN, se prepararon otras 4 dietas
a las cuales, se les anadieron diferentes concentraciones del toxico DL-Mollerosina
(1, 3, 6 y 9 mg/kg) (Tabla No. 5). Las formulaciones se realizaron por medio de un
programa computacional Mixit-2+ en funcién de la composicién bromatolégica de

las harinas de pescado experimentales para obtener dietas isoenergéticas.

TABLA No 5. COMPOSICION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.

—

INGREDIENTE (%) DNa DNb DMa DMb Dippm D3ppm  DBppm D9ppm
H. Pescade Normal (a) 30.0 —_ - — 30.0 300 30.0 30.0
H. Pescado Normal (b) . — 30.0 — —_ — —_— —_— . —
H. Pescado Media {a) — —_— 30.0 — — — — —
H. Pescado Media (b} -—_ — —_ 30.0 —_ — — -
Pasta de Soya 2 8.0 8.7 1.9 341 8.0 8.0 8.0 8.0
H. te Trigo 2 47.8 469 43.6 473 47.6 478 478 47.8
H. de Camarén 2 20 2.0 20 2.0 2.0 2.0 20 20
Gluten de Trigo 8.0 8.0 8.a 8.0 80 8.0 8.0 8.0
Lecitina de Soya 2 23 23 23 23 23 23 23 23
Acslte do Pescado 2 17 1.7 1.7 17 17 17 17 1.7
Mezcla Vitaminica 2 a2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Mellerosina (mg) 1.0 3.0 8.0 2.0

DN: Dieta con harina de pescado da toxicidad normal. Dieta control. .
DL: Diota con harina de pescado de toxicidad normal®.
DM: Dista con harina de pescado de toxicidad mediana®.
DG: Dieta con harina de pescado de toxlcidad medlana®,
D1ppm, D3ppm, Déppm ¥ D9ppm. Dietas con hatinas de poscado normal, ¥ can diferentes concentraclones de
mollerosina.

Mezcla vitaminica:Vit. A 6°800,00 Ui; Vit. 03 3'320,00 U; Vi, E 177,600 Ul; Vi K 8.800q; Tiamina 66.400g; Riboflavina
44.400g; B,, 0.044g; Ac. Féilco 2.800g, Pirldoxina 22.000g; Ac. Pantoténico 44.400g; Niacina 133.200g; Biotina
0.4444; Inositol 133.200g, antioxidante 2.672g , excipiente salvado de ttige ¢.b. p. 1 Kilo.

»

Las Harinas de pescado se incluyeron al 30%. Se vario el nivel de inclusion
de la pasta de soya y la harina de trigo para obtener dietas isoenergéticas. El nivel
de inclusién del resto de los ingredientes que componen las dietas se mantuvo
constante, :
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El aporte de nutrientes de cada ingrediente y de cada formula se presentan
en el anexo lll.

2.3.2, PREPARACION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.

Se siguié el mismo procedimiento descrito para el objetivo de frescura. La
mollerosina se agreg© disuelta en el agua.

2.3.3. ANALISIS DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.

Cada una de las dietas fue analizada en el Laboratorio de Alimentos de la
Facuitad de Ciencias Biologicas, mediante el método de analisis proximal descrito
por la A.0.A.C. (1990), determinando los parametros descritos en el bioensayo de
frescura.

2.4. BIOENSAYO.
El bioensayo se realizé en la sala de bicensayos descrita anteriormente.
2.4.1. CARACTERISTICAS DE LOS CAMARONES.

Para realizar el bioensayo se utilizaron postlarvas de Penaeus vannamei con un
peso bromedio de 0.066g procedentes de la granja “Las Lomitas" de Escuinapa,
Sin. México. Las larvas fueron transportédas en bolsas de plastico conteniendo
agua del estanque de colecta dentro de hieleras con un poco de hielo para bajar
el metabolismo de los camarones. Fueron enviadas por avion. Posteriormente se
trasladaron a {a sala de bioensayos de la Facultad de Ciencias Biologicas de la

U.A.N.L. ¥y se aclimataron en tanques de preengorda.
2.4.2. DISENO EXPERIMENTAL.

En cada acuaric se colocaron 15 camarones de 0.055 a 0.0B0g y se
alimentaron diariamente ad libitum durante 28 dias con las 8 dietas experimentales.
Cada tratamiento se corrio con 4 replicas, excepto los Gltimos 14 dias, ya que un
replicado se sacrific6 para reemplazar los camarones muertos del mismo

tratamiento y evitar asi, tener una interferencia en los resuitados de crecimiento por
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un efecto de densidad. Diariamente se sifonearon todos los acuarios, se registrd
la mortalidad y porciento de restos de alimento y cada 15 dias se pesaron los

camarones.
2.5. EVALUACION BIOLOGICA.

Al final del bioensayo se determiné {a tasa de crecimiento (TC), consumo de
alimento {(CA), la tasa de conversion alimenticia (TCA) y sobrevivencia (S) de cada

replicado, mediante las formulas descritas anteriormente.

2.6. ANALISIS ESTADISTICO.

Para determinar si habia diferencias significativas entre los tratamientos de
los parametros evaluados, se realizaron analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de
comparacién de medias de Scheffe, por medio de computadora con el programa

Statgraphics.
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V1.- RESULTADOS.
1. EFECTO DEL GRADO DE FRESCURA.

1.1. HARINAS DE PESCADO EXPERIMENTALES.

Como ge observa en [a tabla 2, el valor de bases volétiles totales (TVN) de
la materia prima al tiempo de su procesamiento aumento (de 14 a 50 mg N/100g de
muestra) conforme disminuy® la frescura; también aumenté el contenido de aminas
bigénicas, siendo la histamina la que méas se incrementd de (28 a 4701 ppm); el
nivel de proteina disminuyd ligeramente de (67 a 63%). La digestibilidad
determinada en mink fue afectada fligeramente por el grado de frescura de la

materia prima.

1.2. ANALISIS PROXIMAL DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.

El resultado del andlisis proximél en base seca de las dietas experimentales
fue sirﬁilar en las tres dietas (tabla No. 6), presentando el mismo contenido
energético. En cuanto a [a estabilidad de las dietas en el agua, se ocbservd que la
DD presentd mayor pérdida de materia seca (26.1%) que las otras dos dietas, siendo
la dieta preparada con material moderadamente fresco la que pfesenté mejor
estabilidad en el agua (17.1% de pérdida de materia seca después de una hora de

inmersidn en agua marina a 35 g/).

TABLA No, 8.- ANALISIS PROXIMAL DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.

PARAMETRO *DF DMF DD
Proteina Cruda (%) 371 38.7 387
Grasa Cruda (%} 6.9 6.1 8.0
Caniza (%) 8.0 8.2 83
Fibra (%} 24 24 24
E.L.N. (%) 459 448 44.8
Energlia (Keal/a) 4.6 48 4,6
Estabilidad
%PMS (1 hora) 18.8 171 26.1

*DF: Diota con material fresco.

DMF: Dieta con material moderadamente fresco.
DD: Diota con material en descomposicién.
PMS: Pérdida de materia seca.
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1.3. EVALUACION BIOLOGICA (Bioensayo Iy Il).

Los resultados promedios de la evaluacion biolégica de cada bioensayo se
resumen en las tablas 7, 8 y 9 respectivamente,

En el primer bicensayo (16 camarones/acuario) los camarones que se
alimentaron con la DF presentaron mayor peso promedio final, incremento en peso,
tasa de crecimiento (Fig. 8) y consumo de alimento (Fig. 9) que los camarones
alimentados con las otras dos dietas. La diferencia de estos parametros fue
estadisticamente significativa (P<0.05). (Anexo IV). Sin embargo las tasas de
conversién alimenticia (Fig. 10) y la sobrevivencia (Fig. 11) no fueron
significativamente diferentes (P>0.05) y variaron de 2.99 a 3.56. y de 94 a 89%,
respeciivamente. (Tabla No. 7).

TABLA No.7.- FIESULTADOé PROMEDIOS DE LA EVALUACION BIOLOGICA. BIOENSAYO |I. {15

camarones/acuarlo)

_
PARAMETRO *DF . DMF pD |
Replicados 4X15 4168 = 4X15
Peso Inicial
Promedio (g) 0.937 - 0.936 0.937
D.E. 0.003 0.005 0.005
Peso Final
Promedio (g) 1.53° 1.44° 1.37°
D.E. 0.089 0.082 0.049
Incremento (g) 0.59" 0.50° 0.44"
D. E 0.07 0.08 0.05
T. Crecimiento (%) 63.04° 54.01°  46.93"
D.E. 7.7 8.8 5.3
Consumo-(g) 1.75° 1.50" 1.55"
D.E. 0.13 0.11 0.08
T.C.A. 2.99° 3.02* 3.58°
D.E. 0.48 0.44 0.38
Sobrevivencia (%) 94.99" 84.99" 89.99"
D.E. 3.33 17.56 3.85

D.E. Desviacién estindar.
*Los valores con letras diferentes determinan Ilas diferencias
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slgnificaiivas.

En el bicensayo |l (8 camarones/tanque) a los 14 y 28 dias (tabla 8 y 9,
respectivamente), no se encontraron diferencias significativas (Anexo IV) entre los
tratamientos en ningunc de los parametros biolégicos evaluados (Figs. 8, 9, 10 y
11). La tasa de sobrevivencia superior el 84% en todos los tartamientos. El reporte
de este bioensayo se dividio en 2 partos para poderlo comparar con el primer

bionsayo, el cual tuvo una duracién de 14 dias.

TABLA No 8. RESULTADOS PROMEDIOS DE LA EVALUACION BIOLOGICA. BIOENSAYQ Il. 14 dfas.

PARAMETRO *DF DMF DD |
Replicados 4X8 4%8 . 4X8
Peso lniclal
Promedio (g) 1.52 1.56 1,52
D.E. 0.03 0.01 0.02
Peso Final
Promedio (g) 2.34° 2.28" 2.35°
D.E. 0.016 0.050 0.068
Incremento (g) 0.817* 0.,735° 0.827°
D. E. 0.017 0.051 0.073
T. Crecimiento (%) 53.64° 47.45°  54.24°
D.E. 1.59 3.43 5.14
Consumo (g) 2.85" 2.31° 2.54%
D.E. 0.11 0.08 0.17
T.CA. 3.24" 316"  3.09"
D.E. 0.13 0.10 0.15
Sobrevivencia (%) 100.00° 20.62° 93.75"
D.E. 0.0 11.96 .21

D.E. Desviaclon standar,
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TABLA No 9. RESULTADOS PROMEDIOS DE LA EVALUACION BIOLOGICA, BIOENSAYO II. 28 DIAS.

PARAMETRO *DF DMF DD
Replicados 4X8 4X8 458
Peso Inicial
Promedio (g) 1.52 1.56 - 1.52
D.E. 0.03 0.01 0.02
Peso Final
Promedio (g) 3.44° 3.28" 3.39°
D.E. 0.10 0.32 0.33
Incremento () 1.92" 1.73° 1.8¢"
D E 0.08 0.32 0.33

T. Crecimiento (%) 125.88" 112.15* 121.08"
D.E. 7 4.34 21.21 22.38
Consumo {g) 6.48° 5.41" 6.09"
D.E. 0.62 0.21 0.43
T.C.A. 3.22° 3.12° 3.23"

D.E. 048 0.44 0.38
Sobrevivencia (%) 100.00" 90.62° 93.75"
D.E. i 0.0 11.96 7.21

D.E. = Desviacién estandar.

1.4. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DEL AGUA.

Durante el transcurso de ambos bioensayos la temperatura se mantuvo entre

26 y 30°C; la salinidad varioé entre 33 y 36%., el pH se mantuvo constante en 8.1 y

la concentracién de amonio, nitritos y nitratos fue de 0 - 0.1ppm, 02ppm y de 10 a

20ppm respectivamente.
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TASA DE CRECIMIENTO
15 CAMARONES/ ACUARIO.
8 CAMARONES/ACUARIO.

TASA DE CRECIMIENTO (%}
140 a

a8 &

oo | 2y o » /

W

o e b

(— €

BIOENSAYD K14 DIAS) BIOENSAYO Ii (14 0) BIOENSAYO 1l (28 D)

=

EF FrEsca S MODERADAMENTE FRESCA DESCOMFPUESTA

PESO PROMEDIO INIGIAL 0.93 [git)
PESO PROMEDIC INICIAL 1.8{g) {1t}

Figura No.8. Tasa de Crecimiento de ambos bioensayos.

ALIMENTO CONSUMIDO
{1} 15 CAMARONES/ACUARIO
{Il) CAMARONES/ACUARIO

FRESCA [EUMODERADAMENTE FRE3CA EZZIDESCOMPUESTA
PESO PROMEDIC INICIAL 0.93 {gH1)
PESO PROMEDIC INICIAL 1.5} {I)

Figura No. 9. Consumo de alimento por camarén de ambos bioensayas.
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TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA
() 15 CAMARONES/ACUARIO
(I} 8 CAMARONES/ACUARIO

TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA

!

,’/%

BIQOENSAYQ K14 DIAS) BIOCENSAYO If {14 D} BIOENSAYO It (28 D)

FRESCA MODERADAMENTE FRESCA DESCOMFEUESTA

PESO PROMEDIO INICIAL 0.93 {ghh)
PESO PROMEDLO LNICIAL 1.5(g} (1}

Figura No.10. Tasa de Conversién alimenticia de ambos bicensayos.

SOBREVIVENCIA
{I) 15 CAMARONES/ACUARIO
{IY) 8 CAMARONES/ACUARIO

SOBREVIVENCIA (%)

w0 __ \% _
49 1 '/' \%////

: 7
.. .m0

BIQENSAYQ I{14 DIAS) BICENSAYO 1| (14 D) BIOENSAYQ Il (28 D)
I FRESCA N MODERADAMENTE FRESGA  EZZd DESCOMPUESTA

PESO PROMEDIO INICIAL 0.93 (g)0)
PESO PROMEDIC INICIAL 1.5(g) ?ll)

Figura No.11. Sobrevivencia obtenida en ambos bioensayos.
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2. EFECTO DEL SCORE BIOTOXICOLOGICO Y DEL TOXICO MOLLEROSINA.

2.1. ANALISIS PROXIMAL DE LAS DIETAS.

De acuerdo al andlisis proximal ( tabla No. 10) se puede determinar que las
8 dietas experimentales son isoenergéticas. El contenido de proteina vario de 38 a
40%., el contenido de grasa, cenizas y fibra fue homogéneo en las 8 dietas. La DM,

presentc el mayor contenido de histamina (3710 ppm), en las demas dietas el
contenido de histamina fue similar.

TABLA NO.10.- ANALISIS PROXIMAL DE LAS DIETAS.

PARAMETRO DNa DNb DMa DMb Dlppm D3ppm  D&éppm DSppm
Baso Himeda

Humedad (%) 2.1 3.7 44 53 4.0 5.0 3.3 24
Proteina cruda (%) 404 39.0 304 37.7 38.8 39.0 39.0 409
Grasa cruda (%) 74 7.0 8.9 7.0 7.2 7.2 73 7.2
Ceniza (%} 63 73 59 58 63 8.1 84 . 8.2
Fibra (%) 16 15 24 2.1 2.7 22 25 28
E.LN, (%) 42.2 41.5 40.3 42.0 409 40.6 41.8 40.7
Histamina ppm 260.0 310.0 aro.o 440.0 170.0 280.0 270.0 250.0
Energia (kel/g) 4.69 495 451 449 4.53 453 453 464

2.2, EVALUACION BIOLOGICA.

Los resultados promedio de la evaluacién biolégica a los 14 y 28 dias se
muestran en las tablas No. 11 y 12, respectivamente.
A los 14 dias de biocensayo no se encontraron diferencias significativas

{P>0.05) (Anexo V) en ninguno de los parametros biolégicos evaluados (Tabla 11;
Figs. No. 12, 13, 14 y 15).
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TABLA NO.11.- RESULTADOS PROMEDIOS DE LA EVALUACION BIOLOGICA. 14 DIAS.

P—

I —

PARAMETRO DN, DN, DM, DM, Dippm D3ppm Déppm D9ppm
REPLICADOS 4%15 ax15 415 4x15 4X15 4X15 4x15 axis
PESO MEDIO :
INICAL (g} 0.068 0.088 0.066 0,068 0.066 0.068 0.066 0.066
D.E. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
PESO MEDIO
FINAL (g) 0.145 0.149 0.140 0.145 0145 0.142 0.147 0.157
D.E 0.003 0.008 0.002 0.003 0.008 0.007 0.01 0.008
INCREMENTO (g}  0.079 0.084 0.074 0.079 0.079 0.078 0.081 0.091
D.E. 0.006 0.009 0.002 0,005 0.008 0.007 0.011 0.008
TASA DE CRECI-
MENTO (%) 12007  12813" 113.25° 120.45° 119.68" 115.52" 12272 138.63"
DE. 9,92 1362 ~ 336 343 1291 10.66 1809 12.27
CONSUMO (a) 0.130" 0.135" 0.137"  0.140° _0.12¢" 0.136" 0.134" 0.133"
D.E. 0.003 0.001 0.003 0.001 0.003 0.0a1 0.0 0.009
TCA. 1.58" 1.85* 1.53" 1.7¢* 1.82* 1.84° 1.7 1.48"
D.E. 0.07 0.24 0.07 013 0.27 0.24 019 0.11
SOBREVIVENCIA{%) 95.00 96.74 96.68 95.08 91.66 96.66 93,33 83.68
D.E. 6.38 475 3.85 3.28 6.28 a.es 544 544
MORTALIDAD (%) 5.00° 3.33" 3.33° 5.00° 8.33° 333 6.67° 1334
D.E. 6.38 3.75 3.85 3.28 6.38 3.85 5.44 544

* D.E. Desviacién estandar.

A los 28 dias de experimentacion (Tabla No. 12) tampoco se encontraron

diferencias significativas (P>0.05) {Anexo V) en cuanto a peso promedio final, tasa

de crecimiento (Fig, 16), consumo de alimento (Fig. 17) y tasa de conversion

alimenticia (Fig, 18). Solo se encontraron diferencias significativas (P=0.02) (Anexo

IV) en cuanto al porciento de sobrevivencia o mortalidad (Fig. 19).

E
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TABLA NQ.12.- RESULTADOS PROMEDIOS DE LA EVALUACION BIOLOGICA, ALOS 28 DIAS

PARAMETRO DN, DN, DM, DM, Dippm D3ppm Doppm DSppm

REPLICADOS IX15 3xX15 3X15 axis 315 3X15 3X15 3X15

PESO MEDIO

INICAL (g) 0.066 0066 0068  0.066 0.0868 0.068 0.068 0.066

D.E. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

PESO MEDIO

FINAL (g) 0316 0300 0303 0.320 0.326 0.296 0.300 0.326

D.E 0032 0055 0,032 0.036 0.023 0.023 0.030 0.032

INCREMENTO (g) ©0.250 0237 0237 0254 0.260 0230 0.234 0.260

D.E. 0.032  0.055 0032  0.036 0.023 0.023 0030 0.032
CONSUMO (@) 0.373 0377 0392 0394 0.381 0.338% 0378 0.381
D.E. 0.018 0.020  D.0at 0.010 0006  0.004 0.023 0.015
T.CA 1.50 1.70 1.62 1,56 146 1.69 1.61 147
D.E 0.23 0.42 0.1 0.19 0.1 016 0.1 0.20
TASA DE CRECI

MENTO (%) 379.79" 359,39" 35959 384.84°  394.94°  349.4¢° 354.54" 394.94°

D.E. 48.70 8344 4870 54.62 34.99 34.98 4545 as.70
SOBREVIVENCIA(%) 97.77 9110 8444  80.00 80.30 93.33 38.88 86.66
D.E. 3.85 3.8 1018 0.0 0.0 0.0 10.18 6.66
MORTALIDAD (%) 2.22a 8.89abc 15.56cd 2000d  20,00d 6.67ab  10.17bc 13.33bed
D.E. 3.85 3.85 1018 0.0 0.0 0.0 10.18 6.66

2.3. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DEL AGUA.

Durante el transcurso del bioensayo la temperatura varid de 26 a 29°C. La
salinidad varic de 35 a 37%a. El pH se mantuvo constante a 8.1. La concentracién
de amonio fue de 0 a 0.1ppm, la concentracién de nitritos se mantuvo constante a

0.2ppm y la concentracion de nitratos varié de 10 a 20ppm.
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TASA DE CRECIMIENTO
i4 DIAS

TASA DE CRECIMIENTO (%)
160 - "
140 41T
1204
100
80+ [ — I I
60 ) NN/
40t
201

n_

- + *

DN(a) DNCb) DM(a}DM(E) 1 PPM3 PPMs PPMS PPM
DIETAS EXPERIMENTALES

conTRoL SN pIBTAS * DE MOLLEROIINA

PEFO INICIAL PROMEDIO.066g

Fig. 12. Tasa de Crecimiento a los 14 dias de Experimentacién.

ALIMENTO CONSUMIDO
14 DIAS

|

%
_\\ N

N
\

X

DM{a}yDM(b) lppm 3ppm Gppmx 9ppm
DIETAS EXPERIMENTALES

S DpIETAS + DE.

PES0O PROMEDIO INICIAL. 0.066g
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Fig. 14. Tasa de Conversién Alimenticia a los 14 Dias.
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Fig. 16. Tasa de Crecimiento a los 28 dias de Experimentacién.
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Vil.- DISCUSION
1. EFECTO DEL GRADO DE FRESCURA.
1.1. COMPOSICION DE LAS HARINAS DE PESCADO EXPERIMENTALES.

Las harinas de pescado experimentales presentaron las caracteristicas
adecuadas para evaluar unicamente la variable frescura de la materia prima. Como
se esperaba, ¢l contenido de bases volatiles totales (TVN) del pescado aumenté a
medida que transcurrié el tiempo enire la captura de la materia prima y la
elaboracion de la harina de pescado; sin embargo, por los valores de TVN que
presentaron estas harinas de pescado experimentales, serian coﬁsideradas, tanto
en Chile (Castro, 1990), como en Noruega (Pike et. al.,, 1990), como harinas’
elaboradas con pescado fresco. Las harinas de pescado Norseamink y LT-24 (de
calidad certificada) contienen un TVN <90 y <50 mg N/100g de muesira,
respectivamente. Si comparamos los valores de TVN de las harinas de pescado
experimentales de este trabajo, se aprecia que la HD tuvo un TVN de 50 mg N/100g
de muestra, por lo tanto, las harinas de pescado que se evaluaron, aunque varian
en cuanto a su contenido de bases volatiles totales, pueden considerarse que se

elaboraron con materia prima relativamente fresca.

Las harinas de pescado utilizadas en la alimentacién del cerdo deben
contener un valer de TVN <80 mg N/100g de muestra (Castro, 1990) y para
salmoénidos se recomienda un valor menor a 50 mg N/100g de muestra & <90 mg
N/100g de muestra (Castro, 1990; Pike et. al., 1990), para que no haya detrimento

en la produccién.

Por otro lado, se abserva que a medida que aumento el grado de
descomposicion de la materia prima, aumentd el contenido de aminas biogénicas,
ésto se debe a que a medida que el pescado se va descomponiendo, las proteinas
se degradan rompiéndose en péptidos, aminoacidos libres y finalmente en aminas

biogénicas. El contenido de bases volétiles totales (TVN) es un buen indicador del

47



grado de frescura de la materia prima; sin embargo, este parametro no es apropiado
para evaluar la frescura de productos estabilizados con calor como es el caso de
la harina de pescado, por lo que el valor de TVN del producto final no indica el
grado de frescura de la materia prima o de la fraccién saluble del pescado. Las
aminas biogénicas son térmicamente estables, pero como la mayoria de las aminas
biogénicas se van con la fase liquida durante el procesamiento de la harina y el
liquido es reincorporado antes de secarlo, las aminas biogénicas no necesariamente
son del mismo lote de pescado y por lo tanto, no reflejan con exactitud el grado de
frescura de la materia prima, pero pueden considerarse utiles indicadores de la
descomposicién de la fraccion solubfe de la harina de pescado. El contenido de
aminas biogénicas debe considerarse como un parametro de calidad necesario para
certificar harinas de pescado, ya que en altas concentraciones, segdn Pgole (1993),

pueden ser téxicas para los animales en cultivo.

De las cuatro aminas biogénicas analizadas en las harinas experimentales,
la histamina tuvo el mayor incremento, pasando de 28 a 4701 ppm. La amina que
més se ha estudiado es la histamina, ya que ha afectado grandemente a la industria
avicola a nivel mundial {ver antecedentes). En cerdos y salmonidos se ha reportado
que la histamina afecta la ganancia diaria de peso y la eficiencia alimenticia (Castro,
1990; Watanabe et. al., 1 987). Para la nutricién de pollos y cerdos se recomienda un
contenido de histamina en Ja harina de pescado menor a 1000 ppm y para

salménidos se recomienda <500 ppm.

Aunque no se han realizado muchos estudios para verificar el efecto toxico
de otras aminas biogénicas, se sabe que la cadaverina y la putresina potencializan
el efecto toxico de la histamina. Nosotros suponemos que el conjunto de altas
concentraciones de las aminas biogénicas cominmente encontradas en la hatina
de pescado pueden interactuar para afectar negativamente la produccion de
camardn, por lo que en este sentido, se realizaran estudios con diferentes aminas
biogénicas a diferentes niveles para determinar su efecto sobre el comportamiento

productivo del camaron.
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En cuanto al analisis proximal de las harinas experimentales se observo, que
el grado de frescura de la materia prima no afecta significativamente el contenido
de proteina, grasa y ceniza, ya que las 3 harinas experimentales mostraron una
composicion proximal similar. Estos resultados coinciden con los reportados por
Pike y Cols. (1990), quienes evaluaron en salménidos harinas de pescado con un
TVN de 30 y 140 mg N/100g de muestra y reportaron que ambas harinas presentaron
analisis proximales similares.

Por otro lado, utilizar el valor de digestibilidad como parametro de calidad en
este caso en particular, no es recomendable o de utilidad, debido a que las
proteinas de materia descompuesta, segin se vi6é en antecedentes, se hidrolizan y
debido a ésto se pueden obtener valores altos de digestibilidad, ya sea en mink o
con los métodos usuales de digestibilidad in vitro, pero no reflefaria realmente Ia
absarcién. Sin embargo, los resultados de digestibilidad en mink que se obtuvieron

en las harinas de pescado experimentales coinciden con los reportados por Pike et.
al. (1990}, quienes mencionaron que el grado de frescura de la materia prima tuvo

un pequeno efecto sobre la digestibilidad verdadera en mink.
1.2. ANALISIS PROXIMAL DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.

El resultado del analisis proximal fue similar en las tres dietas
experimentales. El contenido de proteina de la dieta con materia prima fresca (DF)
{37.1%) es menor en 1.6% en comparacion con las otras dos dietas, pero al mismo
tiempo, el contenido de grasa de esta dieta fue 0.8% mayor, de tal manera que la
energia bruta tedrica de las dietas es igual en las 3, por lo que esta pequeia
diferencia en el contenido de nutrientes no debe afectar los resultados; ésto aunado
al coeficiente de variacion de 10% encontrado en los resultados del analisis

proximal.

Las dietas cumplieron con los requerimientos nutricionales reportados para
camarén por Akiyama et. al. (1991), quienes recomiendan un contenido de proteina

y grasa de 30% y 6 a 7%, respectivamente.
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1.3. ESTABILIDAD DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.
| y

La estabilidad en el agua de los alimentos balanceados para camarén, es un
parametro de gran importancia debido a fos hébitos alimenticios del camarén. La
dieta preparada con harina de pescado de materia prima descompuesta (DD)
present® menor estabilidad en el agua en el transcurso de 1 hera, perdid mas
materia seca que la dieta fresca. Esto puede atribuirse a su alto contenido de
aminas biogénicas y a otros compuestos nitrogenados ( tabla No. 2 ), las cuales
son moléculas muy soiubles en agua, propiciando por lo tanto, que la dieta perdiera

mas materia seca en el agua.
1.4. EVALUACION BIOLOGICA.

En el bicensaya | (15 camarones/acuario), la sobrevivencia y la tasa de
conversion alimenticia no fueron afectadas significativamente por.el grado de
frescura de la materia prima. $in embargo, se afectd el consumo de alimento y el
crecimiento, este (iltima se reduce desde un 15% hasta un 25% (con valores de TVN
de 30y S50 mg NI'1 00g), con respecto al contreol. Estos resultados son similares a los
reportados para cerdos (Castro, 1990) y salménidos (Watanabe et. al., 1987; Pike,
et. al., 1990), en los cuzales, un contenido mayor a 80 y 90 mg N/ 100g afécta el

crecimiento y la eficiencia ailimenticia en estas especies.

El efecto nutricional secundario del consumo reducido y de la menor
estabilidad del alimento en el agua, podrian explicar la disminucion del crecimiento.

En el bioensayo Il (8 camarones/acuario) no se encontraron diferencias

significativas en los parametros bioldgicos evaluados.

Los resultados obtenidos en ambos bioensayos nos hacen suponer que los
camarones menores de 1 g son mas suceptibles al grado de frescura de la materia
prima con la que se elaboran las harinas de pescado, que los camarones de mayor
taila.
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Esta diferencia en [a sensibilidad al grado de frescura de la materia prima de
camarones de diferente talla se podria explicar por sus diferentes requerimientos
nutricionales (Tacon, 1989; Akiyama et. al., 1991). O porque los camarones en

condiciones mas limitantes, de mayor densidad, son méas suceptibles a este factor.

Posiblemente, la DD cubrié los requerimientos en forma limitante permitiendo
encontrar diferencias significativas entre los tratamientos; por otro lado, la misma
dieta cubrié en exceso los requerimientos nutricionales de los camarones de 1.5g
provacando un enmascaramiento del efecto de la calidad de la proteina. Por lo
tanto, se recomienda que el efecto de la frescura sea estudiado méas a fondo,
elaborando dietas con porcentajes menores de proteina ¥ con un disefo

experimental mas robusto,

Es interesante resaltar que en el bioensayo II, los replicados de los
tratamientos de la DFM y DD no fueron homogéneos; en ambos casos, uno de los
replicados dié mejores resultados haclendo que el promedio se mejorara,
aumnentando la desviacién estandar, lo cual pudo provocar que las diferencias no
fueran significativas. Como no se detectd ninguna variable externa causante del

_comportamiento de estos dos replicados problemareplicado problema, se tuvieron

que considerar en el analisis de los resultados.

El consumo de alimento fue mayor en la DF en los 2 bioensayos, al contrario
de lo que se hubiera esperado, ya que es conocido el efecto atractante de algunas
moléculas solubles en agua como aminoacidos, trimetilamina y posiblemente
aminas biogénicas (Cruz-Suarez, 1987). -

- -

Finalmente, la sobrevivencia que se presenté en ambos bicensayos fue muy
buena, superior a 84%, por lo que se puede concluir que los niveles de TVN y bases

biogénicas estudiados no presentan un efecto toxico que afecte la sobrevivencia.

Los indicadores de frescura de la materia prima como el contenideo de bases

volatiles totales (TVN) y la concentracion de aminas biogénicas no deben
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considerarse como los (nicos criterios de calidad; deben tomarse en cuenta asi
mismo, el proceso (lipo de secado, temperatura y tiempo de secado), la especie y

la presencia de los productos de oxidacion.
2. EFECTO DEL SCORE BIOTOXICOLOGICO Y DEL TOXICO MOLLEROSINA.

2.1. COMPOSICION DE LAS HARINAS DE PESCADO EXPERIMENTALES. (Tabia No.
4)

Las harinas de pescado experiimentales fueron clasiticadas por el M. en C.
Emilio Castro y Modnica Galleguillos de Fundacion Chile de acuerdo al score
biotoxicolégico determinado en pollos. Las HPN, y HPN, présentaron un valor
biotoxicologico de 0.1 por lo que de acuerdo a la clasificacion propuesta por Castro
en 1990 se consideran normales o atdxicas. Las HPM, y HPM, tuvieron un valor
biotoxicolégico de 1.1 y 1.4 respectivamente clasificAndose como harinas de

toxicidad media (ver descripcién de la prueba biotoxicolégica en antecedentes).

Ei TVN de la materia ptima de las harinas normales demuestra que el
pescado era muy fresco al tiempo de su procesamiento. Por el contrario, el
contenido de TVN de la HM, (50 mg N/100g de muestra), indica que la materia
prima se encontraba en un estado inicial de descomposicion al tiempo de su
procesamiento. Esta pérdida de frescura se refleja también en el alto contenido de
aminas biogénicas en la harina. El contenido de histamina se encuentra por encima
de los valores recomendados para pollos, cerdos y salmébnidos.
Desafortunadamente no se contd con el valor de TVN de la HM,, pero el contenido
de aminas biogénicas es bajo, por lo que se puede inferir que fue elaborada con

materia prima y fraccidn soluble frescas,

El valor de TVN del producto final, como ya se discutié en el bioensayo de
frescura, no representa el grado de frescura de la materia prima con la que fue
elaborada la harina, ni la frescura del producto final. En la tabla No. 4 se puede

apreciar perfectamente como no existe una correlacion positiva entre el TVN de la
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materia prima y el TVN de fa harinas de pescado, o entre el nivel de aminas

bicgénicas.

Las harinas de pescado contienen niveles de proteina similares (alrededor
de 67.5%) excepto la HPM_ debido probablemente a que fue elaborada a partir de
Anchoveta y las otras 3 fueron elaboradas con Jurel. La composicién de las harihas
de pescado puede variar dependiendo de las especies a parttir de las cuales fueron
elaboradas (Stansby y Karrick, 1963; Uriarte-Pérez, 1991; Pike et. al., 1992). En
cuanto al contenido de extracto etéreo las 4 harinas contienen niveles similares ya
que tanto el jurel comao la anchoveta son especies de carne roja con alfo contenido
de aceite (ver antecedentes). El contenido de ceniza es mayor en la HPN, y HPM,,
probablemente fueron elababoradas con algo de subproductos, ya que segtin Hardy
and Masumoto (1991) cuando la harina de pescado es elaborada con subproductos
aumenta el contenido de ceniza. Por la misma razén podria explicarse el alto
contenido de Calcio en la HPN,. El alto contenido de sal en la HPM, se explica

porque a esta se le afadio el agua de sangre durante su procesamiento.

La digestibilidad determinada mediante el método de Torrey modificado es
similar en las 4 harinas experimentales, aunque se podria esperar que las HPM, y
. HPM, tuvieran menor digestibilidad, ya que fueron secadas con llama directa Y la
calidad de la proteina puede danarse con mayor facilidad al secarse en
deshidratadores directos {ver descripcion y problemas en antecedentes)
dependiendo de la temperatura y el tiempo de permanenéia en el secador (Windsor
y Barlow, 1984; Corrales, 1988; Osuna, 1987; Castro, 1990). Esto demuestra que el
método de digestibilidad in vitro con pepsina no es muy sensible, ain reduciendo
la concentracién de la enzima, cuando se usa para determinar la calidad de harinas

que no presentan diferencias muy marcadas.

Se ha demostrado que no existe una buena correlacién entre la digestibilidad
in vitro con pepsina con la digestibilidad in vivo en salmonidos. En el caso de
crustaceos existe el problema adicional de que éstos no tienen una digestian acida
con pepsina y la principal enzima es la tripsina. En este sentido, actualmente en la
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Facultad de Ciencias Biologicas, se estan desarrollando pruebas de digestibilidad

in vivo en camarones e in vitro con tripsina.

Por ofro lado, también era de esperarse que el valor de lisina disponible
fuera menor en las harinas de toxicidad media, ya que el sobrecalentamiento reduce
la biodisponibilidad aminoacidica. La lisina puede reaccionar con otros compuestos
para formar la mollerosina y por lo tanto no esta disponibie por encontrarse unida
a otras sustancias. Sin embargo, las 4 harinas presentaron valores similares, lo que

indica que este parametre no refleja la calidad de la proteina.

La HPM, contiene un aito nivel de acidos grasos libres. El contenido de
acidos grasos libres en una harina de pescado es un indicador de oxidacion en el
producto. Hardy y Masumoto (1991), mencionaron que las harinas de pescado no
deben contener mas de 4.5% de acidos grasos libres. En base a este parametro, la
calidad del aceite residual de esta harina seria reportado de mala calidad (Cruz-
Suarez et. al., 1992),

Las 4 harinas estuvieron libres de Salmonella. Para certificar una harina de
pescado se requiere que esté libre de Salmonella (Windsor y Barlow, 1984; Corrales,
1988; Castro, 1990). '

2.2. DIETAS EXPERIMENTALES.
2.2.1. ANALISIS PROXIMAL DE LAS DIETAS.

En base a los resultados obtenidos en el analisis proximal de las 8 dietas se
considera que todas las dietas son isoproteicas e isolipidicas, ya gue e] contenido
de proteina varid aproximadamente en 1% y el contenido de grasa varid solo en
0.5%. /

Las diestas cumplieron con los requerimientos nutricionales propuestos por

Akiyama et. al. (1991) para camarén P. vannamei.
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La DM, presents el valor mas alto de histamina (3710), tal y como se
esperaba, ya que estuvo compuesta de la harina de pescado con el mas aito

contenido de histamina.
2.3. EVALUACION BIOLOGICA.

Alos 14 dias de experimentacion no se encontraron diferencias significativas

(P>0.05) entre los tratamientos, en ninguno de los parametros biologicos evaluados.

A los 28 dias, tampoco se encontraron diferencias significativas (P>0.05)
entre los tratamientos en cuanto a crecimiento, consumo de alimento y tasa de
conversion alimenticia; sin embargo, se encontraron diferencias significativas
(P=0.02) en mortalidad. '

Tal y como se esperaba con respecto al score biotoxicolégico, la mayor
mortalidad se encontrd con la DM,,, que contenia la harina con el score mas elevado
y la mayor mortalidad en pollos, ain cuando la HPM, presenté un valor més aito de
histamina y un porcentaje mas elevade de acidos grasos libres, lo cual hace
suponer que el efecto del score biotoxicolégica es dominante scbre el efecto de ta
frescura de la materia prima (TVN e histamina) y de la calidad de los Iipidos‘(écidos

grasos libres), por lo menos a este tiempo de experimentacion.

Como se aprecia en las figuras 8 y 12, la mortalidad en los camarones
alimentados con la D9ppm fue mayor en los primeros 14 dias de experimentacion
y disminuyo o fue nula con el transcurso del tiempo. Esta respuesta concuerda con
lo observado en pollos (Com. pers. Galleguillos, 1993). Estudios realizados han
demastrado que pollos alimentados con harinas de pescado conteniendo
mollerosina mueren en gran porcentanje los prirﬁeros 7 6 10 dias de
experimentacion; después de los 10 dias disminuye significativamente [a mortalidad
y los pollos que sobreviven pueden incluso regenerar las lesiones que causé la

mollerosina en sus mollejas.
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Por otro lado, los resultados de mortalidad (20%) que se obtuvieron con la
Dippm, equivalentes a los de la harina con el score mas alto, son dificiles de
explicar; una hipdtesis podria ser que la concenfracién fue tan baja que
probablemente no se pudiéron alcanzar niveles suficientes para estimular algan

mecanismo de detoxificacidn.

Analizando los resultados obtenidos con las harinas de pescado de diferente
score, se observo mayor mortalidad en las dietas M, y M, que con las dietas con las
dietas D6ppm y DSppm. Por un lado, hay que resaitar que la DL-Mollerosina es 50%
menos activa que la L-Mollerosina presente an las harinas de pescado y por el otro
lado, no se cuantifico la concentracion de mollerosina en las harinas de pescado y
probablemente tenian concenfracibnes iguales o alin mayores a las que se
anadieron en su forma sintética a las dietas; ademas, con las harinas de diferente
score se esta evaluando el efecto de la suma de diferentes factores que no se

consideraron detalladamente.

En investigaciones realizadas por diversos autores se ha demostrado que
ain cuando el precursor de la mollerosina es soluble en agua, una vez formado el
compuesto en la harina de pescado, éste es insoluble. En base a este antecedente,
se preguntd al proveedor de la DL-Mollerosina si se han realizado pruebas de
estabilidad en su producto y su respuesta fue negativa. Por lo que se hace
necesario realizar pruebas de estabilidad en la mollerosina sintética, para as{ poder
obtener conclusiones mas contundentes sobre los resultados que se obtuvieron en
el presente trabajo.

Sin embargo, en base a los resultados obienidos, se puede inferir que la
calidad biotoxicologica de las harinas de pescado y el toxico DL-Mollerosina, no
afectan el valor nutricional de las harinas de pescado para el camardn, pero si
tienen un efecto toxico, aumentando la mortalidad en un 20% de éste crustaceo;
repercutiendo por lo tanto, en la produccién.

En los pollos la mollerosina actGa sobre los receptores histaminicos H,

56



aumentando la secrecidon gastrica (Masumara et. al, 1985; Ito, et. al, 1987)
reduciendo en consecuencia el crecimiento, erosionando la molleja y aumentando
la mortalidad; en salmonidos causa atrofia de la capa muscular del estomage y
necrosis (Chavez, 1991); sin embargo, los camarones al contrario de los pollos y
salmoénidos no tienen un estdmago verdadero y ho cuentan con células secretoras
de écido, por lo que carecen de digestién acida y posiblemente el modo de accién
de la mollerosina sea diferente en éstos crustaceos, de tal manera, que no afecta
el crecimiento y la eficiencia alimenticia como en los pollos y solo afecta la
sobrevivencia. Por lo que se necesitan realizar investigaciones para determinar el

modo de accidn de la mollerosina en los camarones.

Para salmonidos se recomienda que las harinas de pescado tengan un score
biotoxicolégico menor a 0.8 (Castro, 1990) y se recomienda que las dietas para
pollos no contengan mas de 0.3ppm de mollerosina (Osuna, 1989). En base al
presente trabajo, también se podria recomendar que las harinas de pescado
utilizadas en la alimentacién del camarén tengan un score biotoxicolégico <1.1
pero, seria prematuro concluir sobre el nivel minimo de toxicidad de la mollerosina,

aunque se ha demostrado su toxicidad.

Evaluando en conjunto los resultados obtenidos sobre el efecto del grado de
frescura de la materia prima, la calidad biotoxicologica de las harinas de pescado
y la concentracion de DL-MoIlerosiﬁa, se puede deducir que se obtendran mejores
rendimientos en el cultivo de camaron cuando, la harina de pescado utilizada en la
elaboracién de alimentos balanceados para este organismo, haya sido elaborada
con materia prima fresca, es decir, con un TVN menor a 30 mg N/100g de muestra
y un contenido de histamina menor &1850 ppm , Yy procesada a bajas temperaturas,
con un score biotoxicoldogico menor a 1.0 al incluirse a un nivel de 30% en el
alimento. Sin dejar de considerar la posibilidad de que los oiros ingredientes de la
formulacion también hayan aportado bases volatiles, aminas biogénicas y
mollerosina (no cuantificados), depéndiendo del proceso de fabricacién y la calidad
de los mismos.

No se pudo demostrar el efecto acumulativo de la frescura y del score
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biotoxicologico, porque de haber sido asi, la DMa seria la que hubiera causado un
menor crecimiento, aunado a alta mortalidad.
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Vill.- CONCLUSIONES.

La frescura de la materia prima determinada por TVN del pescado o por el
contenido de histamina en la harina es un parametro que debe considerarse en las

harinas de pescado utilizadas en fa nutricion del camarén.

Harinas de pescado con valores superiores a 30 mg N/A00g de muestra en
fa materia prima y valores de histamina superiores a 1850 ppm en la harina de
pescado, producen disminucion en el crecimiento, desde un 15 hasta un 20% y
disminuyen el consumo de alimento en camarones menores a 1 g., en condiciones
de cultive intensivo, Este efecto debe confirmarse en camarones de-mayor talla y

en condiciones de cultivo semi-intensivo.

La descomposicién de la materia prima de las harinas de pescado, puede
afectar las propiedades fisicas del alimento balanceado; ya que genera compuestos
muy solubles que reducen la estabilidad del alimento. (Cuando la harina de pescado
se incluye a un 30%).

- Se compraobé que las toxinas producidas en las harinas de pescado que
causan erosion de mollejas en pollos, afectan la sobrevivencia de los camarones,
produciendo martalidades hasta de un 20%. Bajo las condiciones del presente

trabajo, las harinas de pescado utilizadas para la nutricion del camarén, incluidas

a 30% en el al_imento, deben tener un score biotoxicolGgico menor a 1.1.

La DL - Mollerosina disminuye la sobrevivencia de los camarones, sin afectar

el crecimiento y la eficlencia alimenticia.

Se necesitan mas estudios para comprender el modo de accion de la
mollerosina en camarones, asi como, la posible formacién de mollerosina durante
el procesamiento de ofras fuentes de proteina que sigan un proceso de

calentamiento semejante al de la harina de pescado.
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Se confirma que el control de calidad de harinas de pescado,
especificamente en los parametros evaluados, es necesario para obtener un
constante y mejor rendimiento de produccion de camarén.
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XIX.- RECOMENDACIONES.

Se recomienda a los productores de harina de pescadc que midan el
contenido de bases volatiles totales de la materia prima y que establezcan un buen

contral de calidad; sobre todo, en los puntos criticos que se mencionan el el anexo
Vi.

A los usuarios se les recomienda que traten de conocer el proceso de la
harina de pescado que compran, ya sea de produccién nacional o importada, que

soliciten ademas el valor de TVN de la materia prima y el score bictoxicolégico
determinado en pollos.
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ANEXO I.

APORTE DE NUTRIENTES DEL BIOENSAYO FRESCURA.
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APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE CADA FORMULA.

NUTRIENTES

BASE HUMEDA
Proteina. (%)

E. Etéreo. (%)
Fibra. (%)
Ceniza.- (%)
E.LN. (%)
Humedad. (%)
Arginina. (%)
Glicina. (%)
Histidina. (%)
lsoleucina (%)
Laucina. (%)
Lisina. (%)
Metionina. (%)
Cisteina. {%)
Fenilala. . {%)
Tirosina. (%)
Serina. (%)
Treonina, {%)
Triptofano {%)
Valina. {%)
Calclo. {%)
Fésforo, (%6}
Potasio. {2%)
Cloro. (%)
Magnesio. (%)
Sodio. (%)
Azufre. (%)
Cobre, {ma/Kg)
Hierro. {mg/Kg)
Manganeso. {(mg/Kg)
Selenio. (mg/Kg)
Zinc. {mg/Kg)
Biotina. {mg/Kg)
Collna. {mg/Kg)
Ac. Folico. {mg/Kg)
Niacina. {mg/Kg)
Ac. Pantoténico.

Vit. B6 {ma/Kg)
Riboflavina. {mg/Kg)
Tiamina. {my/Kg)
Vit. B12 {mg/Kg)
Vit E. (mg/Kg)
Inositol. {%)

" *D.F.= Dieta con harina de pescado fragca.
D.M.F. = Dieta con harina de pescada Moderadamente fresca.

*D.F.

35.0
7.0
1.9
6.6
41.8
4.3
1.8
1.6
1.6
1.8
29
2.1
0.8
1.2
3.6
1.1
1.3
1.3
0.3
3.4
1.7
1.3
0.5
0.4
0.1
0.3
0.3
7.9
118.1
101
0.5
54.2
c.1
2058
0.4
32.4
8.0
3.0
3.1
14
64.2
5.4
0.06

D.D. = Dieta con harina de pescade Descompuesta

D.M.F.

35.0
7.0
1.9
6.8

41.1
4.9
1.9
1.6
1.6
1.6
29
2.1
0.8
1.3
3.5
1.1
1.3
1.3
0.3
3.3
1.7
1.4
0.6
0.4
¢.1
6.3
0.3
8.4

120.3

10.6
0.5

55.0
0.1

2093
04

32.7
8.2
3.1
3.1
1.5

64.2
5.4

0.06

D.D

35.0
7.0
1.9
8.7

4141
£.1
1.9
1.6
1.6
1.6
2.9
2.1
0.8
1.4
3.4
1.1
1.3
1.3
0.3
3.2
1.7
14
0.6
0.4
0.1
0.3
0.3
8.7

122.2

1141
0.5

56.6
0.1

2123
0.4

33.0
8.3

3.2

3.2

1.6
64.2

5.4
0.06
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APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE CADA INGREDIENTE.

NUTRIENTES *H. P, H. P. H.P
BASE HUMEDA FRESCA M.F. DESCOMPUESTA
Proteina. (%) 66.9 64.8 63.0
E. Etéreo, (%) 7.3 8.9 9.8
Fibra, (%) 1.0 1.0 1.0
Ceniza. (%) 1.3 11.4 10.7
E.L.N. (%) 6.7 4.8 5.8
- Humedad. (%) 7.8 9.3 9.7
Arginina. (%) 3.8 3.7 3.6
Glicina. (%) 3.7 3.6 3.5
Histidina. (%) 1.6 1.5 1.5
Isoleucina (%) 3.1 3.0 2.9
Leucina. (%) 5.0 4.9 4.8
Lisina. (%) 5.1 4.9 4.8
Metionina. (%) 2.0 1.9 1.9
Cisteina. (%) 0.6 0.5 0.5
Fenilala. (%) 2.8 2.7 2.6
Tirosina. (%) 2.3 2.2 2.1
Serina. (%) 2.4 23 2.3
Treonina. {%) 2.8 2.7 2.6
Triptofano (%) 0.7 0.7 0.7
Valina. (%) 3.5 34 3.3
Calcio. {%) 3.7 3.7 3.7
Fasforo. (%) 2.4 2.4 24
Patasio. (%) 0.7 0.7 0.7
Cloro. {%) 1.0 1.0 1.0
Magnesio. (%) 0.2 0.2 0.2
Sodio. {%) 0.9 0.9 0.9
Azufre. {%) 0.7 0.7 0.7
Cobre. {mg/Kg) 9.0 9.0 9.0
Hierro. (mg/Kg) 218 218 218
Manganeso. (mg/Kg) 11.0 11.0 11.0
Selenio. {myg/Kg) 1.3 1.3 : 1.3
Zine. (mg/Kg) 105 105 105
Biotina. {mg/Kag) 0.2 0.2 0.2
Collna. (mg/Kg) 3709 3709 3709
Ac. Félico. (mg/Kg) 0.2 0.2 0.2
Niacina. {mg/Kg) 82.0 82.0 82.0
Ac. Pantoténico. 10.0 10.0 10.0
Vit. B6 (mg/Kg) 4.6 4.6 46
Riboflavina. (mg/Kg) 7.5 7.5 7.5
Tiamina, (mg/Kg) 0.5 0.5 0.5
Vit B12 (mg/Kq) 214 214 214
Vit E. {mg/Kg) 5.0 5.0 5.0
Inositol (mg/Kg) 0.0 0.0 0.0

* H.P. = Harina de pescado.
** M.F. = Harina de pescado medianamente fresca,
Los datos se tomaron del NRC. 1983. National Academy Press. FAO and UNEP



Las harinas de pescado con diferente grado de frscura fueren proporcionadas por el Dr. lan H. Pike Director do
Nutriclén de la Asociacién Internacional da Productores da Harina y Aceite de Pescado (IFOMA) en UK.
El resto de los ingredientes fue proporcionado por Nutrientes dal Pacifico {(NUTRIPAC), Culiacan, Sin.

APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE CADA INGREDIENTE.

NUTRIENTES - *H. SOYA H. CAMARON. GLUTEN MAIZ H.
TRIGO

BASE HUMEDA 1 1 1
Proteina, (%) 43.7 327 44.7 11.4
E. Etéreo. (%) 2.2 7.7 2.2 1.0
Fibra. (%) 2.4 5.7 3.0 2.0
Ceniza. (%) 7.2 27.2 27.2 0.5
E.L.N. (%) 37.0 22.9 38.7 79.3
Humedad. (%) 7.2 3.5 3.2 1.7
Arginina. {9%) 2.9 2.0 1.4 0.4
Glicina. (%) 1.7 0.0 1.5 0.4
Histidina. (%) 1.0 0.7 1.0 2.4
[soleucina (%) 1.9 1.3 2.3 0.4
Leucina. (%) 3.1 2.0 7.5 0.8
Lisina. (%) 2.6 1.7 0.8 0.2
Metionina. (%) 05 0.6 1.0 0.1
Cisteina. (%) 7.3 04 0.7 0.3
Fenilala, (%) 20 1.3 2.9 5.8
Tirosina. {%6) 1.2 1.0 1.0 0.3
Serina. {%) 2.0 0.0 1.8 0.5
Treonina. {%) 1.6 1.1 1.4 0.3
Triptofano (%) 0.6 0.2 0.2 0.1
Valina. {%) 1.9 1.5 22 4.8
Calcio. (%) 0.3 9.7 0.15 0.03
Fésforo, (%) 3.0 : 1.8 0.4 0.2
Potasio. {%) 1.9 0.8 0.03 0.1
Cloro. (%) 0.04 1.0 0.6 0.1
Magnesio. (%) 0.2 0.5 0.06 0.05
Sodlo. (%) 0.04 1.5 0.09 0.01
Azufre, {%) 0.4 0.0 0.3 0.2
Cobre. (mg/Kg) 23.0 0.0 28.0 1.0
Hierro. {mg/Kg) 1189, 105 386 5.0
Manganeso. {mg/Kg) 29.0 30.0 8.0 3.0
Selenio, (my/Kg) 0.3 0.0 1.0 0.1
Zine. (mg/Kg) 43.0 28.0 174 6.0
Biotina. {mg/Kg) 0.3 0.0 0.1 0.0
Colina. (mg/Kg) 2614 5498 3.5 829
Ac, Félico. {mg/Kg) 0.7 0.0 3.0 0.1
Niacina. (mg/Kg) 28.0 0.0 0.51 12.0
Ac. Pantoténico. 16.3 0.0 10.2 6.1
Vit. B6 (mg/Kg) 6.0 0.0 8.0 0.9
Riboflavina. (mg/Kg) 2.9 4.0 1.6 0.5
Tiamina. {mg/Kg) 5.6 0.0 0.2 1.8
Vit. B12 (mg/Kg) 0.0 0.0 0.0 0.0
Vit E. : (mg/Kg) 3.0 0.0 31.0 3.0
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A_PORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE CADA INGREDIENTE.

NUTRIENTES LECITINA. ACEITE.
BASE HUMEDA SOYA 1 PESCADO 1
Proteina. (%) 0.0 0.0
E. Etéreo. (%) 97.0 100
Fibra. - (%) 0.0 0.0
Caniza. (%) 0.0 0.0
E.L.N. (%) 0.0 0.0
Humedad, (%) 3.0 0.0
Arginina. (%) 0.0 0.0
Glicina. (%) 0.0 0.0
Histidina. (%) 0.0 0.0
Isoleucina (%) 0.0 0.0
Leucina. {%) 0.0 0.0
Lisina. {%) 0.0 0.0
Metionina. (%) 0.0 0.0
Cisteina, (%) 0.0 0.0
Fenilala. (%) 0.0 0.0
Tirosina. {%%) 0.0 0.0
Serina. (%) 0.0 0.0
Treonina. {%) 0.0 0.0
Triptofano (%) 0.0 0.0
Valina, (%) 0.0 0.0
Calcio. (%) 0.07 0.0
Fosforo, (%) 3.0 0.1
Potasio. (%) 1.2 0.0
Cloro. (%) 0.0 0.0
Magnesio. (%) 0.1 0.0
Sodio. (%) 0.03 0.0
Azufre. (%) 0.0 0.07°
Cobre. {mg/Kg) 0.0 3.0
Hierro. {mg/Kg) 0.0 5.0
Manganeso. (mg/Kg) 0.0 0.0
Selenio, (mg/Kg) 0.0 0.0
Zinc. (mg/Kg) 0.0 0.0
Biotina, (ma/Kg) 0.0 0.0
Colina. (mg/Kg) 3.6 0.0
Ac. Félico. (mg/Kg) 0.0 0.0
Niacina, {mg/Kg) 0.0 0.0
Ac. Panioténico. 0.0 ’ 0.0
Vit B6 (mg/Xg) 0.0 0.0
Riboflavina. (mg/Kg) 0.0 0.0
Tiamina. (mg/Kg) 0.0 0.0
Vit. B12 (mg/Kg) 0.0 0.0
VH. E. {mg/Kg) 0.0 0.0

Inositol (mg/Kg) 2.2 0.0



ANEXO ILI.

DESCRIPCION GRAFICA DE LA SALA DE BIOENSAYOS.
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Figura No. 6. Estructura de los acuarios de experimentacion de [a sala de bicensayos.
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ANEXO IIl.

APORTE DE NUTRIENTES DEL BIOENSAYO BIOTOXICOLOGICO.

77



APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE CADA FORMULA.

NUTRIENTES *DN, DN, DM, DM,
BASE HUMEDA '

Proteina. (%0) 35.0 35.0 35.0 35.0
E. Etéreo. (%) 7.0 7.0 7.0 . 7.0
Fibra. (%) 2.3 2.3 25 2.3
Caniza. (%) 6.0 . 69 7.1 6.1
E.LN. (%) 44.2 44,0 42.9 44.3
Humedad. (%) 7.6 7.4 7.9 7.8
Arginina, (%) 1.8 1.8 1.8 1.8
Glicina. {%) 1.6 1.6 1.8 1.6
Histidina. {%) 1.7 1.7 1.7 1.7
Isoleucina (%) 1.5 1.5 1.5 1.5
Leucina. (%) 2.6 2.6 2.6 2.6
Lisina. {%6) 2.0 2.0 2.0 2.0
Metionina. (%) 0.8 0.8 . 0.8 0.8
Cisteina. (%) 0.5 0.5 0.5 0.5
Fenilala. (%) 3.9 3.8 3.7 3.9
Tirosina. {%) 1.1, 1.1 1.1 1.1
Serina. (%) 1.4 1.4 1.4 1.4
Treonina, (%) 1.3 1.3 1.2 1.3
Triptofano {%) 0.3 0.3 6.3 0.3
Valina. (%) 3.6 3.6 _ 3.4 3.8
Calcio. {%) 1.3 1.6 14 1.2
Fosforo. (%) 14 1.5 1.4 1.2
Potasio. (%} 0.6 0.6 0.7 0.6
Cloro, (%) 0.3 0.3 0.3 0.3
Magnesio. {%%) 0.1 0.1 0.1 0.1
Sodio. {%%) 0.3 0.3 - 0.3 0.3
Azuire. (%) 0.3 0.3 0.3 0.3
Cobre. (mg/Kag) 6.1 6.2 6.9 ' 6.1
Hierro. {ma/Kg) 88.9 89.8 93.4 89.1
Manganeso. {mg/Kg) 8.2 8.4 9.3 8.3
Selenio. {mg/Kg) 0.5 0.5 0.5 0.5
Zinc. {ma/Kg) 45.8 46.0 47.2 45.8
Biotina. {mg/Kg) 0.09 0.09 0.1 0.09
Colina. (ma/Kg) 1893 1907 1964 1894
Ac. Félico. {mg/Kg) 0.1 0.1 0.2 0.1
Nlacina. {mg/Kag) 33.5 33.6 - 34.1 33.5
Ac. Pantoténico. 7.7 7.7 8.1 7.7
Vit. B6 (mg/Kg) 23 * 2.4 2.5 2.3
Riboflavina. (mg/Kg) 2.8 28 29 2.8
Tiamina. (mg/Kg) 1.6 1.8 1.7 - 1.6
Vit. B12 (mg/Kg) 64.2 64.2 64.2 64.2
Vit E. (mg/Kg) 3.4 34 3.4 3.4
Inositol. (%) 0.05 0.05 0.05 0.05

* DN, = Dista con harina do pescade normal (a).

* DN, = Dleta con harina de pescado normal {b).
DM, = Dieta con harina de pescado do toxicidad media {a).
DM, = Dista con harina de pescado de toxicidad meddia (b).
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APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE CADA INGREDIENTE.
NUTRIENTES *H. P. H.P. HP H.P.

BASE HUMEDA NORMAL{a) NORMAL(b) MEDIANA (a) MEDIANA (b)
Proteina. (%) 68.7 67.10 64.0 67.8
E. Etéreo. (%) 7.2 7.5 7.1 6.6
Fibra. (%) 1.0 1.0 1.0 - 1.0
Ceniza, {3%) 14.6 114 10.7 14.8
E.LN. (%) 0.0 0.30 1.0 1.0
Humedad. (%) 8.1 7.4 9.6 8.8
Arginina. {%) 3.9 3.8 3.8 3.8
Glicina. (%) 3.8 3.7 3.5 3.8
Histidina. {%) 1.6 1.6 1.5 1.8
Isoleucina (%) 3.2 3.1 3.0 3.1
Leucina. {%) 5.1 5.0 4.8 5.1
Lisina. (%) 52 5.1 4.8 51
Metlonina. (%) 2.0 2.0 : .1.9 2.0
Cisteina, (%) 0.6 0.6 0.5 0.6
Fenilala. {%) 2.9 2.8 2.6 2.8
Tirosina. (%) 2.3 2.2 2.1 2.3
Serina. {%) 2.5 2.4 2.3 2.4
Treonina. (%) 2.8 2.8 2.6 2.8
Triptofano (%) 0.7 0.7 0.7 0.5
Valina. (%) 3.6 35 3.3 3.6
Caleio. (%) 3.7 4.5 3.7 3.2
Fosforo, (%6) 3.0 3.3 2,6 2.3
Potasio. (%) 0.7 0.7 0.7 0.7
Cloro. (%) 1.0 1.0 1.0 1.0
Magnesio. (%5) 0.2 - 0.2 0.2 0.2
Sodio, (%) '~ 0.9 0.9 0.9 0.9
Azuire. (%) 0.7 0.7 0.7 0.7
Cobre. (mg/Kg) 9.0 9.0 9.0 9.0
Hierro. (mg/Kg) 218 218 218 218
Manganeso.{mg/Kg) 11.0 11.0 11.0 11.0
Selenio.{mg/Kg) 1.3 1.3 1.3 1.3
Zinc. (mg/Kg) 105 105 105 108
Biotina. (mg/Kg) 0.2 0.2 .0.2 0.2
Colina. {mg/Kg) 3709 3709 3709 3709
Ac. Félico .(mg/Kg) 0.2 0.2 0.2 0.2
Niacina. (mg/Kg) 82.0 82.0 82.0 82.0
Ac. Pantoténico. 10.0 10.0 10.0 10.0
Vit. B& (mg/Kg) 4.6 4.6 46 4.6
Riboflavina. (mg/Kg) 7.5 7.5 7.5 7.5
Tiamina. (mg/Kg) 0.5 0.5 0.5 0.5
Vit. B12 (mg/Kg) 214 214 214 214
Vit. E. (mg/Kg) 5.0 5.0 5.0 5.0
Inositol (%) 0.0 0.0 0.0 0.0

*H.P. = Harina de pescado
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APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE CADA INGREDIENTE.

NUTRIENTES

BASE HUMEDA
Protsina. (%)

E. Etéreo, (%)
Fibra. (%)
Ceniza, (%)
E.L.N. (%)
Humedad. (%)
Arginina. (%)
Glicina. {%)
Histidina. (%)
Isoleucina (%)
Leucina. (%}
Uisina. (%)
Metionina. (%)
Cisteina. {%)
Fenilala. (%)
Tirosina. (%)
Serina. (%)
Treonina. (%)
Triptofano (%)
Valina. (%)
Calcio. (%)
Fésforo. (%)
Potasio. (%)
Cloro. (%)
Magnesio. (%)
Sodio. (%)
Azufre, (%)
Cobre. (mg/Kg)
Hierro. (mg/Kg)
Manganeso. (mg/Kg)
Salenio. (mg/Kg)
Zinc. (mg/Kg)
Biotina. (mg/Kg)
Colina. (mg/Kg)
Ac, Félico. (mg/Kg)
Niacina. (mg/Kg)
Ac. Pantoténico.

Vit. B6 (mg/Kg)
Riboflavina. (mg/Kg)
Tiamina. {mg/Kg)
Vit. B12 (mg/Kg)
VIt. E. (mg/Kg)
Inositol (%)

*H. SOYA

39.9
0.5
7.0
7.5

39.6
5.2
2.6
1.6
0.9
18
29
23
0.4
0.6
1.8
11
1.8
1.4
0.5
1.7
0.3
3.0
1.9

0.04
0.2

0.04
0.4

23.0
118

29.0
0.3

43.0
0.3

2614
0.7

28.0

16.3
6.0
29
8.6
0.0
3.0
0.0

H. CAMARON

43.4
4.2
12.2
273
8.0
6.7
2.7
0.0
1.0
1.8
2.9
2.3
0.9
0.6
1.7
1.4
0.0
1.5
0.3
1.9
9.7
1.8
0.8
1.0
0.5
1.5
0.0
0.0
105
30.0
0.0
28.0
0.0
5498
0.0
0.0
0.0
0.0
4.0
0.0
0.0
0.0
0.0

H. TRIGO

2

10.6
1.3
2.0
0.9°

79.3
8.5
0.3
0.3

22

0.4
0.7
0.2
0.1
0.2
5.4
0.3
0.5
0.3
0.1
4.5
0.03
0.2
0.1
0.1

0.05-

0.01
0.2
1.0
5.0
3.0
0.1
6.0
0.0
829
0.1

12.0
6.1
0.9
0.5
1.8
0.0
3.0
0.0

. GLUTEN

TRIGO

68.5
8.6
3.0
0.9

38.7
6.1
2.5
2.5
1.4
2.7
5.1
14
1.0
1.7
3.5
1.9
34
1.9
0.7
2.9
0.5
1.5
1.9

0.02
0.1

0.04
0.5

13.0
118
8.0
1.0

93.0
0.0
829
0.1

12.0
6.0
0.9
0.5
1.8
0.0
3.0
0.0
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APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE CADA INGREDIENTE.

NUTRIENTES LECITINA. ACEITE.
BASE HUMEDA SOYA 2 PESCADO 2
Proteina. (%) 0.0 0.0
E. Etéereo. (%) 97.0 100
Fibra. (%) 0.0 5.7
Ceniza. (%) 0.0 0.0
E.L.N. (%) 0.0 0.0
Humedad. (%) 3.0 0.0
Arginina. (%) 0.0 0.0
Glicina. (%) a.0 0.0
Histidina. (%) 0.0 0.0
Isoleucina (%) 0.0 0.0
Leueina, (%) 0.0 0.0
Lisina. (%) 0.0 0.0
Metionina. (%) 0.0 a.0
Cisteina. (%) 0.0 0.0
Fenilala. (%) 0.0 0.0
Tirosina. (%) 0.0 0.0
Serina. (%) 0.0 0.0
Treonina. (%) - 0.0 0.0
Tripiofana (%) : 0.0 0.0
Valina, (%) 0.0 0.0
Calcio. (%) 0.07 0.0
Fasforo. (%) 3.0 0.1
Potasio. (%) 1.2 0.0
Cloro. (96) 0.0 0.0
Magnesio. (%) 0.1 0.0
Sodlo. {%6) 0.03 0.0
Azufre, (%) - 0.0 0.07
Cobre. {mg/Kg) 0.0 3.0
Hierro. {mg/Kg) 0.0 5.0
Manganeso. (mg/Kg) 0.0 0.0
Selenio. {mg/Kg) 0.0 0.0
Zinc. (mg/Kg) 0.0 0.0
Biotina. {mg/Kg) 0.0 0.0
Colina. {mg/Kg) 3.6 0.0
Ac. Félico, {mg/Kg) 0.0 0.0
Niacina. {mg/Kg) 0.0 0.0
Ac. Pantoténico. 0.0 0.0
Vi B6 {(my/Kag) 0.0 0.0
Riboflavina.. (mg/Kg) 0.0 0.0
Tiamina. {mg/Kg) 0.0 0.0
Vit. B12 {mg/Kqg) 0.0 0.0
Vit. E. (mg/Kg) 0.0 0.0

Inositol (mg/Kg) 2.2 0.0
Las harinas de pescado de diferente score bicloxicologico y el aceite de pescado

fueron proporcionados por Pesquera Guanaye, de Santlago de Chile.
E! resto de los ingredientes fueron proporcionados por NUTRIPAC, Culiacan, Sin.
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ANEXO IV.

ANALISIS ESTADISTICOS DEL BIOENSAYO FRESCURA.
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ANALISIS DEL BIOENSAYO I.

15 CAMARONES/ACUARIQ.
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One-Way Analysis of Variance

Data: FRESCURA I. TASA CEECIMIENTO
Level codes: FRESCURA !I. DIETH
Lakels:

Range test! Sche’fe Confidence level! 93

finalusis of wvariance

Source of variation  Sum of Squares d.f. Mean sguare F-ratiec Sig. level
Between groups 547. 80305 2 258.90133 4,349 L0477
Within sroups 535.74358 9 39. 52762

Total (gorrected) 4053, 95168 11
O missing value(s) have been excludad.

Tabhle of means for EXPERIML. TCRECIM by EXPERIML.DIETAZ .,
Stnd, Error 5tnd. Error 85 Percent Scheffe

Level Count fiverage {(internal} {pooled 5} intervals for mean

i 4 563, 327300 4,1602434 3. 8377072 39.35685343 71.486437
2 4 54, 330000 4.3676176 2.8577072 46.3710453 &2, 283937
3 4 47, 495000 2. 8743709 3,8577072 39, 530432 55.453%37
Total ia 35.117300 2, 2272453 2.2272483 0. 522394 53, 712606

Multiple range analuysis for EXPERIML. TCRECIM by EXPERIML.DIETAZ

Method: 95 Percent Scheffe

Level Count fiverage Homogeneous Groups .
3 4 47.493000 *
2 4 54.330000  *

| 4 £3,527300 *
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One-Wlay Analysis of Variance

Bata: FRESCURA 1. CONSUMO
Level budes: FRESCURA I, DIETA
Labels:

Range test: Scheffe fanfidence level? 93

finalysis of variance

Source of variation  Sum of 3quares 4. f. Mean square F-pratio Sig. level
Beiween grouss 1350500 2 J0B73250 3.502 L0273
Within grours 11034500 9 0122732
Total {corrected’ 2455000 0 12
O missing value{s) have been excluded.
Table of means For EXPERIML.CONSUMD by EXPERIMY,DIETA2
Stnd. Error Sind. Error 33 Percent Scheffa

Level Count Average (internal’ (pooled s} intervals for mean

1 4 1,7325000 654945 0553900 1,6382231 1.8866776%
2 4 1.3075000 . 0563286 0553900 1.3932221 1.6217769
3 4 1.395920000 04173332 0333960 1.4407231 1.6692745
Total 12 1.625G000 0319754 0319794 1.35390222 1.6749778

Multipis range analysis for EXPERIML.CONSUMO by EXPERIML.DIETAZ

Method: 95 Fercent Scheffe

Level {ount fiverage Homogeneous Groups =
2 4 1.5073000 &
3 4 1.5950000 =
1 4 1. 7525000 *
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One-Way Analuysis of Yariance

Datat FREISCURA 1.
Level codes: FEESCU
Labels:

Range test: Scheffs=

TCA

kA 1. DIETA

fonfidenca lawel: 93

finalysis of variance

Sourecs of variation Sum of Saquares d.f. Mean square F-ratio Sig. ievel
Between groups ., 7054487 2 . 3927083 1.730 . 2280
Within groups 1.8138750 9 L 2015447

Total {corrected:

0 missing value(s)

2,5152917 i1

have been sxcluded.

Table of mean=s for EXPEIRIML.TCA by EXPERIMi.DIETﬁE

—

Ztnd. Error 2ind. Error

95 Percent Scheffs

Level Count fverage {internal) {(posled =) intarvais for mean
! 4 £.3800000 . 23982683 2244670 2.49568954 3.4231045%
pe 4 3. 100006 . 2214723 2244870 2,3468931 3.4731049
3 4 3.4573000 . 22111623 2244670 3.0343951 3, 9606049
Total 12 3.1358333 .1295961 (1295964 2.898845% 3.4232074
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One-Way Analysis of Variance

Datat FRESCUEA [. MORTALIDAD

Level codeg: FRESCURA I. DIETA

Labe15=-
Range test! Scheffs Confidence level: 93
finalysis of variange
Souyrce of wvariation Sum of Sguares i, f, Mgan square F-ratio Sig. lewel
Betuwsen groups 200. 0000 2 100, 0000 L 900 4402
Within grours 1000, 6001 9 111.14442
Total (corrected) 1200. 0001 11
0 missing walue{s) have bsen excluded.
Table of means for EXPERIML.MOETALIDAD by EIXPERIMI.DIETAZ
3tnd. Error Gind. Error 95 Percent Scheffe
Level Count fAverage {internal} {pooled 37 intsrvals for mean
1 4 5. 002500 1. 6673000 5.2704629 ~5.8711582 15.876158
2 4 15, 002500 8.7061493 S.2704529 4,1288448 22.876158
3 4 1G. 0035000 1.9254631 3, 3704679 -, 8686582 20.878658
Total 12 10.0463333 3.0429032 3.0429032 3.7254235 15.281243
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ANALISIS DEL BIOENSAYO II.
8 CAMARONES/ACUARIO,

14 DIAS.
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One-lay Analysis af Yariance

Data: FRESCURA Il (14 DIAS). T. CRECIMIENTO

Level codes: DIETA
Labels:

Range test: Scheffe

Confidence level: 95

Analysis of wvariance

Source of wvariation  Sum of Squares d.f, Mean square F-ratio Sig, level
Bztween groups 113.41487 2 06.557433 1.03¢ . 3926
Within groups 489,77750 9 S4. 419722

Total {corrected) £02,69237 11

O missing value(s? have been exzcluded.

Table of means for FRESCZ1S, TASACRE by FRESCZ1S,BIETAZ

Sind, Error GStnd, Error 95 Fercent Scheife
Level Count fiverage (internal} (pooled s) intervals for mean
1 4 93. 643000 1.5920453 3.6884862 46,.0351868 61.254832
2 4 7.450000 2.4371152 2.63B84862 29.840188 55.055832
3 4 54, 240000 5.1458883 3.6384862 456.630168 61.849832
Total iz 51.776333 2.1295485 2.12954865 47,384795 56.171872
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One-Wau Analyzis of Variance

Bata: FRESCURA Il (14 DIAS). T. CRECIMIENTD
Level codesi DIETH
Labels:

Range test: Scheffe Contfidence level: 93

fnalysis of variance

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio S5ig. level
Between groups C23R2T00 2 L.1181230 1.754 . 2273
Within groupes . 6G39750 2 0673306

Tatal (corrected) 3422230 i1

O missing value(s) have baesn sxcluded.

Tabie of means for FRESCZ213.CONSUMO by FRESC243,.DIETAZ

Stnd, Error Stnd. Error

93 Percent Scheffe

Lavel Caunt Average (internall {rocled 57 intervals for mean
i 4 2.6329000 1105573 (1397407  2.3848220 2.9201720
2 4 2. 3150000 . (1883648 1287407 2.0473280 2.3326720
3 4 2. S4G000 1743450 1297467 2. 2723280 2. 3076720
Total 13 2. 9023G00 743058 0749038 2.3479393 2., 83704035
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One-lay Analysis of Variance

Datat FRESCURA IT (14 DIAS) TCH
Lovel codes: DIETA.
Labels:

Range ftest! Scheife Confidence lewel: 93

Anaiysis of wvariance

Source of wvariation Sum of Sguares d. f. Mean square F-ratic Sig. level
Betuween groups LO40046T 2 .0225083 L3180 . 7408
Within groups L BI20730 g 0725639

Tatzl {(carrsctzd’ .59808917 11

O mizsing value(s) have beaen excluded.

Tabie of means for FRESC245.TCA by FRESC215.DIETAZ

Stnd. Error Stnd. Errar

95 Percent Scheffe

Lavel Count fiverage (internal)  (pooled s5) intarvals for mean

i 4 2. 2400000 1551542 1346584 2, 9621201 3.5178799
z 4 2. 1673000 10682525 1346864 2.3896201 3, 4453799
3 4 3, 0900000 1976917 1346884 2.8121204 3. 325878799
Total 12 3.1558333 WOT77824 LO777624 3.00532993 3. 3262674
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One-Waz Analysis of VYariance

Data: FRESCURA 2 (14 DIAS) MORTALIDAD

Lavel codes: DPIETA
Labels:

Range tasti Scheffe

Contidencs level: 95

finalysis af varianece

Socurce of wvariation

Sum of Squares d.

i, Mean squars

F-ratio

Between groups

Within groups

182.29467
385.93730

2 91.145833
3 65.104167

1. 400

5ig. level

. 2353

Total {correctad}

768,22317

0 missing value{s) have besn sxcludad.

Table of means for INCREMEN.MORTALIDAD by INCREMEN.DIETA

i1

Stnd. Error

Stnd. Error

93 Percent Scheffe

Level Count Average {internal) {pooled 5 intervais for mean
i 4 L O000040 . 000C000 4.0343577  -8.32341085 B. 323410
2 4 S, 3730000 3.9839194 4,0343377 . 1.0515895 17.695410
3 4 &. 2300000 3.6084392 4.0343577 -2.0734103 14,573410
Total 12 0.2083333 2.3292373 2.3292373 40281014 16.043857
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ANALISIS DEL BIOENSAYO lI.
8 CAMARONES/ACUARIO.

28 DIAS.
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One-Way Analysis af VYariance

Data: FRESCURS II {23 PIAS) T. CRECIMIENTC
Level codest DIETA
Lapels:

Range test: Scheffe Confidence level: 95

Analuzis of variance

Saurce of wariation Sum of Squares  d.f. Mean sguare F-ratio Sig. lavzl
Between sroups 389.3343 2 194,8771 . §40 . 5495
Within groups 2735.6142 9 303.93680
Total {corrected) 3124.98653 11
O missing value(s} have been excluded.
Table of means for INCREMEM. TRSACREEC by INCREMEN.DRIETA

_ Stnd. Error Stnd. Error 95 Percent Scheffe
Level Caunt Average {internal’ {yocled s} - intervals for mean
1 4 123, 82000 2.063735 B.7471784 107.63551 143, 60465
E 4 112.45250 10.608451 8.74i7i784 94.16731 130.4371¢9
3 4 122.04300 10.9456818 2.7171784 104,06038 140.02969
Total 12 1i9,98917 9.032865 5.032286%3 1049,33370 120,332&2
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ANALISIS DEL BIOENSAYO II.
8 CAMARONES/ACUARIO.

28 DIAS.
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One-Way Analysis of Variance

Data: FRESCURA I1 (28 DIAS) CONSUMO
.Level codes: DIETA
Labels: .

Range testi Scheffe Lonfidence level! 93

finalysis of variance

Source of wariation Sum of Sauares d. f. Mean sauare F-ratio Sig. level
Between groups 2.3110187 2 1.195508z 1.382 . 2993
Within groups 7.951468750 9 . 8352033

Total (correcied) 9. 8278917 i1
¢ missing value{s} have been ex¢ludad,

Tabie of means for INCFEMEM. CONSUMO by INCREMEN.DIETA
Stnd. Errar $Sind. Error 83 Percent Scheffe

Level Count Average (internal) {rooled 5 intervals for mean

i 4 6, 4300000 . 3149329 4569487 3.9372343 T.4227452
2 4 5.4175000 L 1066439 4369487 1,4747548 £.3802432
3 4 £, 900000 VT18h214 4963487 5.1472548 7.0327432
Total ] S.9952333 . 2638154 v 2638194 5.4915391 £.5401275
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One-4Yay Analusis of VYariance

Data: FRESCURA IT {Z23DILAS) TL4.
Level codes: DIETH
Labels:!

Range tesii Scheffe Cnnfideﬁce level: 95

finalysis of wvarianca

Source of wvariation  Sum of Sguarss  d,f. Mean square F-ratio 5ig. lewel
Eetween groups 0282467 é 0144083 . .09% L9074
Liithkin groups 1.3198750 9 .1456528

Tatal (corrected} 1.3486917 i1
0 missing value{s} have been excluded.

Table of means {ar INCREMEN. TCA bu INCREMEN.DIETA
Sind, Error Stnd. Error 895 Percent Schefis

Lavel Count Average {intarnall {pooled 32 intervals for mean

i % 3. 2250000 . 1483521 914784 2,8299591 3. 6200409
3 i 3. 1250000 .21 35611 1914764 2.729959¢ 3, 5200409
3 4 3, 2323000 . 20535468 .1914764 2.8374591 3.627340%2
Total iz 3.1944667 .1105489 14435489 2.9660897 3.4322430
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One-WYay Analysis of Variance

e

Data: FRESCURA [!. (23 DIASYMORTALIDAD
Level codes: DIETAH
Lakels: -

Rangs test: Scheffe

—

Confidence level: 93

Analysis of variance

Source of wvariation  Sum of Squares d.f, Maan sgquare F-ratio Sig. lavsl
Beiween groups 18z, 29167 2 91.145833 1.400 . 2953
Within groups 585.93730 g 659, 104147

Total (corrected) 768.22917 i1

2 missing valus{s} hawve been axcluded.

Table of means for INCREMEN.MORTALIDAD by INCREMEM.DIETR

Stnd. Error Stnd. Zrror

95 Paroent Scheffe

Level Count © Average (internal} {ropled s intervals for mean
i 4 L Q000000 0000000 4,0343377 -3.323410% 8.323410
2 4 3, 3750000 5.9839194 4,0343577 1.05158595 17.658410
3 4 6. 2500000 3.6084392 4.0343577 - -2.0734109 14,573410
Total i2 5.2083333 2.3292373 4028101 10.012857

d.33932373
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ANEXO V.

ANALISIS ESTADISTICOS DEL BIOENSAYO BIOTOXICOLOGICO.
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ANALISIS ESTADISTICOS A LOS 14 DIAS DE EXPERIMENTACION.
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On=-lWay Analysis of Variance

Data: BIGTOAICOLOGICO {14BIaS) T. CRﬁCIMIENTG
Level codes! DIETA.
Labels:

Range fest: Scheffe Lonfidence level: 35

fnalysis of wariance

Sgurce of variation  Sum of Squares d. f. Mean square F-ratio §ig. level
Between groups 18958,1363 7 242, 30518 1.722 L1312
Within groups 3376, 2913 24 14G. 67880

Total {corrected) 5072.4276 21

O missing valuel(s) have been sxcluded.

Table of means for MOLLEROL. TASACREC by MOLLERDL,.DIETA2

$tnd, Error Stnd. Errer %5 Parecent Scheffe
Level Count fverage {internal} {pooled 53 intervals for mean
i 4 120,07000 4.9625397 5, 9304048 102.80121 137.33879
2 4 136.13250 6, 8135449 3. 5304048 1G8.86371 143, 40429
3 4 113, 25500 1.6803030 3. 9304048 93, 938z21 130.9237%
4 4 120.43600 4 32168333 5.9304048 1032.48121 137.71879
] 4 119, 69250 £.4376807 5. 9304044 162.42371 136,96129
& 4 115, 92730 3.3336438 3.93040485 98.23871 132,.73629
7 4 122. 72300 9.0472138 3.93040412 105,45621 139.99379
2 4 138.63a30 6.1390164 3.9304043 121.36371 155.90429
Total a2 122.06043 2.0967147 2.0967147 145.35319 125,46606

One-ifay Analusis of Yarianee

Bata: MOLLERGY,SOBREVIV
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- One-Way Analysic of Variance

Bata: BIOTOXICOLOGICD (44 DIAS) SOBREVIVEMCIA
Level codes: DIETAS
Labels:

Range test: Scheffs fonfidence leveli 93

finalysis of wvariance

Spyrce of wariation  Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. levsi
Between Sroups 322.13059 7 47.447227 1.932 . 1083
within groups . S89,34480 24 24.536025

Total {corrected} 921.47319 3

O missing walus{s} have besn sxcluded.

Table of means for MOLLERCL.SOEREVIV by MOLLERDL.DIETAZ

3tnd. Error Sind. Error

93 Percent Scheffa

Level Couni fiverage {(intsrnal} (pooled 52 intervals for mean

i 4 34, 337500 3,1930154 2.4777018 87.7826E2 103.21334
2 4 94. 663000 1.9254831 2.4777018 89.450162 103,8793584
3 4 96, RE300G0 1.3254631 2.4777018 89.450162 103.57984
4 4 24, 997560 1,6675000 2.4777018 87.782662 i02.21234
3 4 91, 862500 3.193019%4 2.4777018 84.447662 93.87734
& 4 36. 665000 1.,92534631 2., 4777018 89.450162 103.87954
7 4 93. 330000 2.7230161 2.4777018 g6.115162 100, 34484
) 4 86.662900 2.7269732 2.4777018 79.447662 93.87734
Tatal 32 91.404794 26, 50646

93.953623 8739939 . 87599399
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ANALISIS ESTADISTICOS A LOS 28 DIAS DE EXPERIMETACION,.

104



dne-ilay Analysis of Variance

Datar BIOTOXICOLGGRICO. 28 DIAS. TCRECIMIENTO
Level godes: DIETAS
Labels:

Range t2st! Scheflfa Confidence laveli 93

finalysis aof variance

Source aof variation sSum of Sguares d. f, Mean square F-ratio S5ig. lewvel

Betwaen grours F862.151 7 1408, 28738 435 L3210
Within groups 46373, 444 is 2894, 3402
Total (corrected) 38£35.595 23

0 missing valus{z) have bezn excluded.

Table of means {or MOLLEROZ, TCRECIMIE by MOLLERD2.DIETA

Sind. Error %ind. Error 95 Percent Scheffs

Level Count Average {jinternal} {pooled s} intervals for mean
i 3 379. 735887 25.1203503 31.083265 283.00700 474,58634
2 3 359. 33000 48,179693 31.082363 264, 80033 4354, 37987
3 3 3359,539333 38.120303 31.082268 - 204.8038% 434, 38300
4 3 384, 84867 21.3540442 ° 31.0B2365 290, 05700 47%, 03034
S 3 41G.09667 30, 720963 31.082365 3153, 30700 04, 88624
& 3 343, 43000 20, 200000 21.0523563 254, 70033 444, 27967
7 3 304,54333 - 25, 243457 34.0823k5 259, 73364 449, 33300
g K 394, 94657 28.120303 31,083365 300, 15700 489,73624
Total 24 374.412392 10,989278 1G. 989276 340.59971 447, 62613
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One-lay finalysis

of Yariance

Batar BIOTORICOLOGICO 28 DIAS, CONSUMD

Level codes: [IETAS

Labels:
Range test’ Schelfe Confidence level: 93

Analysis of wvariance
Source of variation Sum of Sguars=z  d.f, Mean square  F-ratic  Sig. lsawvel
Botwoen groups OO0ALR0 7 1.35137E-C04 458 - 8303
Within groups 0047207 16  2.99042E-004
Total {correcied: .3036666 23

¢ missing walue(s? have beoen sxcludad.

Tabie of means for HDLLERUE.@DHEUHU by MGLLERDZ.DIETA

Stnd. Error

Stnd., Error

93 Parcent Scheife

Lavel Count dverage {internali {paoled s intervals for mean

i 3 3733333 .Q038E39 0099170 34303901 4035768
z 3 . 3FTLO00 0115302 L 0095170 + 3467568 L4D72432
3 3 .. 3833333 0104308 0099170 . 3330901 4135766
4 3 « 3946867 - L0063333 0053170 . 3644334 42490099
3 3 3516687 00358442 GE9LT0 .3014334 (4119039
) 2 «38B0G00 L 00230% 0099170 . 3577568 4192432
7 3 « 3780000 4357659 Q093170 3477568 40824322
g 3 » 3810000 0087178 0083170 3307322 - 4112432
Total 24 .3321250 0035062 035052 3714324 3028176
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One-llay Analyzis of VYariance

Data: BIOTOXICOLGGICO. 23 DIAS. TCA
ievel codes: DIETAS
Labels:

Scheffe Lopfidence lavelt 93

Bangs tast:

fnalysis of variance

Sopurce of variation  Sum of Squares 4. 1. Mean sguare F-ratic Sig. lsvel
Betwean groups . 2202657 7 .0314667 W 530 . T247
'Within arauss . T991333 16 0499453

Total (corrected’ 1.012400¢ 23

0 missing walueis) have been excluded.

Table of means for MOLLERDZ.TCA by MOLLEROZ.DIETA

Stnd. Error Stnd. Error 95 Parcent Confidence

Lavsl Count fvarage {intsrnall (pooizd s} intervals for mean

1 3 1.5066667 . 1424001 1290295 1.23320685 1.7802648
2 3 1.T7QR665T . 2444268 129032395 1,4330685 1.9802548%
3 £ i. 6200000 . 0635085 1236235 1.3464048 1.8535332
4 3 1.5666647 . 1103333 12590295 1.29305385 1.8402648
2 ¥ 1. 4200000 L1014599 1290293 i1.1464013 1.6335%32
& 3 1., 63000400 0930438 1290295 1.4164018 1.9635982
7 3 1.54166667 . 0635959 «1290295 1.3430685 . 9902648
a 3 1.47332333 1188667 1290255 1.1997352 1.74462315
Total 24 1.57300Q0 (0456138 0456188 1.4782684 1.671731%
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One-Yay Analysis of Variance

Fata: BIOTOXICOLOGECD. 28 DBIAS, MORTALIDAD
Level codes: DIETAS.
Labels:

Range test: Cfonf. Int. Confidence level: 95

Aralusis of variance

Saurce of variation  Sum of Squares a. . Mean square F-ratic Sig. lewvel
Beiyesn grours 229,45%33 7 118.4%419 3. 388 G210
Within groups 562.99267 18 35,18704

Total {corrected: 1392.4320 23

¢ missing value(s) have heen sycluded.

Tabie of means for MOLLERDZ,MORTRALIDAD by MULLERQE.DIETA

tnd. Error

S5tnd. Error

35 Percent Conifidence

Level Count fAverage (internal} (pooled s) intervals for mean

i 3 2.223332 2,223333% 3.4247643 -3.038645 9.48321¢
2 3 2.8923333 2,2233332 3. 4247548 1.634333 15.1435311
3 3 15, 360000 5.8792373 2.4347548 8.253023 23.821978
4 3 20, 000000 0000000 3.4247648 12,738022 27. 261978
3 3 20. 0000600 - 0000000 3.4247648 13, 7238022 37, 2e1978
5 3 £, &TG000 . QGOG000 3.4247648 ~. 391978 13.931978
7 3 11.112333 5.8798877 3.4247648- 3.854355 18.373311
3 3 13,336667 3. 8480395 3.4247648 6.0745689 20.3538645
Total 24 12.224983  1.2108372 1.2168372 9,657036 14, 792080

Multiple range analysis for MOLLIROZ.MDETALIDAL by MOLLERQZ.BIETA

Method: %5 Ferceni Confidence Intervals

Level {ount Average Homogeneous Groups
1 2 2,2233533 *

S 3 6.670000  *x

2 3 §.893233 Ak

7 3 11.143533 *%

8 3 13.336687 Fedek

3 3 15.960000 hk

4 3 20, 000000 *

3 3 20.000040 *
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ANEXO VI.

PUNTOS CRITICOS DE CONTROL EN EL PROCESO.
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PUNTOS CRITICOS DE CONTROL EN EL PROCESO.
FRESCURA DE LA MATERIA PRIMA.

El proceso de degradacién del material organico contenido en el sistama digestivo,
como del materiai organico del propio cuerpo del pescado, se inicia al momento de su
captura. La descomposicién genera camblos fisicos y quimicos. En el aspecto fisico se
producen rupturas, ablandamiento, pérdidas de liquido, cambios de coloracion, etc. Desde
el punto de vista quimico, el deterloro de Ia fraccion protelca se praduce por la acclén
microblana o enzimatica hidrolizando a las proteinas, aumentando el contenido de bases
volatiles y aminas biogénicas; la fraccion grasa comienza a oxidarse produciendo peréxidos,

hidroperéxidos, stc. (Cia. Pesquera San Pedro, 1991; Pike, ot.. al, 1980).

Para evitar la pérdida de frescura de la materia prima desde el momento de la
captura hasta su proceso, se deben evitar los tiempos prolongados entre la pesca y la
descarga en la planta, Es recomendable ademas, mantener el pescado en hielo durante ésto
periodo y no mezclar preductos frescos con afiejos. Los pozos de recepcién o de
almacenamiento de la materia prima de las piantas reducioras, deben estar limpios,
techados y procurar no almacenar por periodos largos para evitar generar grandes
cantidades de agua de sangre. En caso de que se forme es hecesario separarla rapidamente
de la materia prima, ya que puede ser un medio de cultivo para la formacion de aminas
biogénicas. (Zaldivar, 1992).

La pérdida de frescura de la materia prima, ademas de disminuir el valor nutricional

del producto final, repercute sobre el proceso, tornandolo mas dificil y menos eficiente:

- Coccidn; Como ya se menciond, unc de los objetivos de cocer la materia prima, es
coagular las proteinas, que depende principalmente del pH de ia materia. Al aumentar o
disminuir el pH, la coagulacién se aleja de lo Ideal, formando geleé y consecuentemente se
tendran problemas en las etapas posleriores de la elabaracion de ja harina de pescado. El
pH varia segiin la espscie y la frescura.

- Prensado: En las proteinas del pescado descompuesto se rompen los enlaces peptidicos
(Pike, et. al, 1990) y las cadenas ptoteicas resultantes son mas cortas, tienen menos

capacidad de entrelazarse y de formar una masa firme durante la coagulacion (Cia.
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Pesquera, San Pedre, 1991); asi mismo, el debilitamiento o ruptura de los tejidos

conjuntivos orgina un producto mas blando y la operacién de prensado es deficiente.

- Decantacién: Depende de las etapas anteriores, ya que la eficiencia de la operacién
dependera del tamaiio de las particulas sdlidas, lo que a su vez depende de la condicion

histoldgica de la materia prima.

- Concentracion: La capacidad de concentracién de los equipos, depende principalmente
de la viscosidad del fluido, lo cual esta relacionado con la especie y la frescura de la materia
(Cia. Pesquera San Pedro, 1991). El agua de los solubles concenirados son altamente
peiligrosos en la formacién de aminas biogénicas (Zaidivar, 1992; Galleguillos, 1993) y se
recomienda que los almacenamientos Intermedios entre la etapa de prensade y de
concentraclon sean [o méas cortos posibles, ya que en estas operaciones se pueden dar las

condiciones ldeales para la descomposicion de las fraclones proteicas y grasas.

La degradacién de la materia prima es exponencial, en el caso de los solubles
concentrados la degradacion es un proceso muy acelerado (Cia. Pesquera, San pEdro,
1991).

PROCESO DE SECADOQ.

La operacidn de secado es fundamental en la calidad de la harina de pescado. Coho
ya so menciond, el objetivo de esta etapa es reducir la humedad a niveles que el agua
remansente no permita el crecimiento microbiano (Barlow and Windsro, 1984). Este nivel debe
también ser lo suficientemente bajo para detener las reacciones quimicas que puedan tener
lugar, degradando el producto (Martin, and Flick, 1990). Por otro lado, la deshidraiacién
excesiva causa grandes consecuencias desde el punto de vista nutricional y biotoxicolégico,
ya que reduce la biodisponibilidad aminoacidica y la digestibilidad de la proteina, disminuye
el valor nutricional de vitaminas y compuestos grasos sensibles al calor y puede formar
mollerosina y otros compuestos taxicos (Osuna, 1984; Castro, 1990).

Dado lo anterior, la temperatura y tiempo de secado son dos parametros

fundamentales de controlar.

PUNTOS DE CONTROL DE LA GENERACION DE MOLLEROSINA.
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Para evitar que se forme la molilerosina, la harina de pescado se debe de elaborar
cen materia prima fresca, la temperatura del secado debe ser moderada y los tiempos de
acciOn térmica cortos. Se deben utilizar squipos adecuades y finalmente tener un estricto

control en todo el proceso.
ALMACENAMIENTO.

También debe existir un estricto contrel de calidad en el almacenamiento del
producto final, ya que puede exislir un aumnento en la humedad por contacto con el aire con
humedad realtiva elevada, lo cual reiniciaria la actividad microbiana y ayudaria a [a
formacién de aminas biogénicas.

El producto también puede contaminarse con Salmonella sp. ¥ hangos, por un mal
manipuleo y almacenamiento. '

VENTAJAS DE TENER UN CONTROL INTEGRAL DURANTE EL PROCESO.

Las ventajas de mantener un estricto control en el proceso de elaboracion de la
harina de pescado, son para obiener una mejor calidad microbiolégica, menor contenido de
bases volatiles totales, menor concentracién de aminas biogénicas; aumentar el contenido
de proteina, generando menor deterioro aminoacidico y por lo tanto mayor digestibilidad.
También se obtlene uga mayor homogenelidad del producto y mejor presentacion. Todo fo
anterior sera con el objeto de obtener una calidad constante en la harina de pescadol, que
como se disculid, es uno de los principales problemas a los que se enfrenian los

productores de alimentos batanceados y consecuentemente los camaronicultores.
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ANEXO VILI.

RESUMENES PUBLICADOS EN CONGRESOS INTERNACIONALES.
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Esta tesis fue presentada en partes en la Reunién Anual de World
Aquaculture Society celebrado en Torremolinos, Espaiia, en Mayo de 1993.
En New Orleans, Luoisiana, E.U.S. celebrado en Enero de 1994.

También fue presentada en la reunén anual de la Asociacién Mexicana
de Especialistas en Nutricién Animal (AMENA), celebrado en Acapuico, Gro.
en QOctubre de1993.

A continuacion se muestran los resumenes publicados en cada una de
las reuniones.
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EFFECT OF FRESHNESS OF RAW MATERIAL ON NUTRITIONAL VALUE OF
DIFFERENT FISH MEAL USED IN SHRIMP NUTRITION.

I. Abda (1), E. Cruz (1), D. Ricque (1), I. Pike (2), and . Alanis {(1).

(1) Universidad Aut6noma de Nuevo Le6n. Facultad de Ciencias Biologicas. Ciudad
Universitaria. Apartado Postal F-16. San Nicolds de lcs Garza Nuevo Ledn.
) 1AFMM. Hoval House, Muion Lane, Petters Bar, Heriordshire, ENS 3AR.

Fish meal quality required for shrimp nutrition is unknown up ta now, such as well as (he
sensibility to scme substances that are produced during fish meal manufacture as biogenic
amines (histamire, purrescine, cadaverine, ¢tc). The present experiment was perforned to
determine the effect of freshness of raw malerial used to prepare fish meal, on its autritional
value for juvenile shrimp Penaeus vannamei.

Three south american fish meals produced from anchovy processed through a new low
temperature facility were evaluated nutritionally. The same anchovy fish meal was produced
from absolutely fresh material (FM) or after two pericds of storage to give moderately fresh
(MFM) and stale material (SM). Processing was identical, only the freshness of the raw
material varied. Three experimental diets were formulated {each equated for protein and
lipids) with this fish meais, keeping the other ingredients constants. Fish meal quality was
evaluated by chemical (total volatil nitrogen, proximal, histamine content, peroxide value, etc)
and biological assay. ’

Two shrimps bicassays were carried out at the UANL Mariculture Programme bicassay facility,
that consist of 48 double bottom fiber glass tank (60x30x35cm, 60L capacity), supplied by
synthetic sea water by a closed recirculating system. The first bicassay was conducted with 15
shrimps/tank duricg 15 days and the second one with 8 shrimps/tank during 28 days. Shrimps
were [ed twice a day ad libitum with the experimental dicts, Both bicassays were run by
cuatriplicate. Growth rate, feed conversion rate and survival rate were determinated at the end
of the bioassays . An ANOVA was realized in order 10 determine significant differences
berween the treatments.

The shrimps fed with the FM diet showed higher weight in both bioassays (P< 0.05) (0.59 and
1.92g respectively) in comparison with the shrimps fed MFM diet and SM diet (0.50 and 1.73g,
0.44 and !.36¢ respectively). Feed conversion rates were nol clearly affected and ranged from
3.00 w 3.49. Survival rate was affecied by the treatments oniy in the first trial (high deasity)
obtaining the higher survival with the FM diet.
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~FECT OF DIFFERENT BIOTOXICOLOGICAL SCORE FISH MEALS AND SYNTHETIC
pL-GIZZERQOSINE ADDED IN Penaeus vannzmei FEEDS '

L. E. Cruz-Suérez', |. Abdo de la Parra’, D. Ricque', . Pike? C. Lara® and E. Castro*

i Facultad de Ciancias Bidlgicas {(2)
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn
Cd. Universitaria Apdo. Postal F-16
San Nicolas de los Gza. N.L
66450 MEXICO

i3 Pesquera Iquique Guanaye, S.A. (4)
Gerenda de Ingenieria y Desarrollo
Estado 537-Piso 30, Casilla 14480
Santiago, CHILE

Fish meal availability and quality are important limitants to get good
quaity aquatic feeds, However, the standards of fish meal quality
required for shrimp nutrition are not known since the sensitivity of
shiimps to some chemical substances that can be produced in the
fish meal during its manufacture, such as histamines, gizzerosine.
peroxides. etc., remains urknewn but highly suspected. Gizzeresing
ks 4 toxic substance generated in lish meals conigining high levels of
free histidine e.g. frem anchovy and sardine; if the fish raw material
#as spoiled, the amine histamine is produced from histicine and
uoss links with lysine groups in the protein to form gizzerosine during
the drying process if the fish meal is subject to prolonged heating.
This can occur if fines get trapped in the drier, for example.
Gizzerosine can cause erosion of the gizzards in chickens. In some
fishes, it can cause intestinal epithelium alterations and stomach
arophia, decreasing fish growth. The effect on crustaceans is
vitually unknown up to now, althcugh it is believed that it decreases
the shrimp performances.

Tha objective of this work was o determine the shrimp sensitivity to
Ish meals of different biotoxicolegical quality (as determinared by
gizzard erosicn score in chickens) and to the texic DL-gizzerosine.

4 bivassay was canied out at the UANL, Maricullure Program
boassay facility, Eighth experimental diets wera formuiated with the
same ingredients, except fish meal (which was included at 30% level
i the diets), each equated for protein (35%) and lipid (7). Four
tiets were manulactured with four Chilean fish meals with graded
tictoxicological score: Scere 0.1 or Nornal toxicity (D1 control A);
Seore 0.1 or nommal toxicity {D2 control B); Score 1.1 of medium
loxicity and high content of histamine (D3) and Score 1.4 or medium
txicity and low content of histamine (D4). The fish meais quality
¥as evaluated by chemical analysis (Proximal, TVN, histamine

tent, pepsin digestibility, Ca, P, salt and sand content) at
Fundacion Chite. The remaining lour diets were elaborated with the

mal fishmeal A, addingincreasing DL-Gizzerosine concengations:
1(D5), 3 (D&), 6 (DT), and @ mg/kg {D8}. respectively.

biozssay was conducted in double bottom fiberglass tanks (60
X0 x 35 gm, 80| capacity) supplied with seawater by a dosed
irculating system, with 15 shrimp (initial weigth 9.66 g} by tank and
feplicates per treaiment. Shrimps were fed the exparimental diets

a day ad fititum during six weeks for fish meal trial and four
eks for the gizzerosine trial, At the end of the bicassay, growth
iy, feed conversion rates and survival rates were determined.
" WA and Scheffee test were realized to determinale significant

International Fishmeal and Qil Manufacturers Assocation
U.K. 2 College Yard

Lower Dagnall Sireet, St. Albans, Herfordshire AL 3 4 PE
UNITED KINGDOM

Fundacidn Chile

Ave. Parque Antanic Rabal Sur 8185
Casilla 773

Santiage, CHILE

differences between treatments.

No significant difference (F = 0.05) were found between diets with
respect to growth, food consumption and feed conversion rates.
However, the survival rates were significantly affected by the different
diets. The monality was correlated with the fish meal score and
potencialized by the histamine content (See Fig. 1 and 2). The
synthetic gizzerosineg alse aftected the shrimp survival, (higher the
concentration higher the mortality, except with DS). Therefore, the
fish meal used for shrimp nutritien (at 30 % inclusion level) should
have a biotoxicological score lewer than 1.4, with fow histamine
content of lower than 1.1 with high histamine content ( > 500 ppm).
To get this quality standard fish meal must be manufacwred-from
fresh raw material and at appropriate temgeratre conditions.

MORTALITY 28 DAYS

MOATALITY (1)

> - DIETS

MORTALITY 42 DAYS

MOATAITY
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EFECTYO DE LA FRESCURA DE LA MATERIA PRIMA SOBRE

EL VALOR NUTRICIONAL DE DIFERENTES HARINAS DE

PESCADO UTILIZADAS EN DIETAS BALANCEADAS PARA
CAMARON BLANCO (Penasus vannamei).

I. Abdo de la P(1)., E. Cruz S.{1), D. Ricque(1) and L. Pila {2.
(1) Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, F.C.B. Cd. Universitaria. Ap.
Postal F-16. San Nicolds de los Garza, N.L. México.
{2)IFOMA. 2 College Yard, Lower Dagnall St. St. Albans, Hertfordshire A13
4PE United Kingdom. UK,

La calidad de fas hatinas de pescado requeridas para 13 nutricién del
camardn v la senstbllidad del camardn a algunas sustancias como a las aminas
biogénicas (histamina, putraescina, cadaverina, etc) formadas por la
descomposicion del pez, no se cohocen aun. En el presente trabajo se
determind el efecto del grado de frescura de la materia prima scbre el valor
nutricional de diferectes harinas de pescade usadas en alimento balanceado
para camarén blanco (Penaeus vanniamed). Se prepararon 3 dietas isoproteicas
e isolipidicas con harina de pescado elaborada con materia prima fresca (DF),
frescura media (DFM) y putrefacta (DP)}, procesadas a baja temperatura. Se
determind la calidad de estas dietas por varios métodos de evaluacion quimica y
nutricional.  Postedommente, se comieron 2 bloensayos con 2 diferentes
densidades (15 y 8 camarones/acuario) en la sala de 200tecnia de {a Facuitad
de Clencias Bioldgicas; “cada tratamiento se comid por cuadruplicado,
alimentando a las postlarvas con dichas dietas ad libitum durante 15 y 28 dias
respectivamente. Al término de los mismos se pesé a los organismos y se
determiné la tasa de crecimiento, la tasa de crecimienio relativa, la tasa de
conversidn alimenticia y la sobrevivencia. Los datos fueron analizados mediante
andlisis de varianza y pruebas de 28 comparaciones multiples de medias de
Scheffe. En ambos bloensayos, los camarones que se alimentaron con la dieta
DF mostraron mayor incremento an peso y mejores tasas de crecimiento en
comparacion con las otras dos dletas siendo la diferencia significativa a P <0.05.
Las tasas de conversion alimenticia de cada tratamiemto, no fueron

significativamente diferentes en ambos bioensayos. ta sobrevivencia en e
primar bloensavo {15 org/acuario) si se vid afectada por los diferentes
tratamientos, obteniéndose mayor sobrevivencla (96.57%) en los organismos
alimentados con la dieta DF, en los otros 2 tratamientos se obtuvo una
sobrevivencia de 84.82% (DFM) y 89.57% (DP). En al segundo bioensayc fa
sobrevivencia no fue afectada por el tratamiento, 1o cual indica que hwba efecto
de densidad aunado al efecto del tratamiento en el primer bicensayo.







