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Muchos son los descubrimientos reservados para las épocas futuras, cuando se haya
borrado el recuerdo de nosotros. Nuestro universo seria una cosa muy limitada si no ofreciera a
cada época algo que investigar... La naturaleza no revela sus misterios de una vez para siempre

Séneca, Cuestiones naturales.

Es posible creer que todo lo conseguido por la mente humana no es sino el suefio antes del
despertar... Surgiran... de nuestro linaje mentes que volverdn su atencion a nosotros en nuestra
pequefiez y nos conoceran mejor de lo que nos conocemos nosotros. Llegard un dia, un dia en la
sucesion infinita de dias , en que seres, seres que estan ahora latentes en nuestros pensamientos y
escondidos en nuestros lomos, se erguirdn sobre esta tierra como uno se yergue sobre un
escambel y reirdn y con sus manos alcanzardn las estrellas

H.G. Wells, "El descubrimiento del futuro"

Observa lo que no se puede ver, escucha lo que nadie dice, esa es la realidad.
Mariel Turrent Eggleton
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RESUMEN

La acuacultura se ha venido expandiendo a un ritmo de 20% anual a nivel
mundial, por lo que se estima que las 4.3 millones de toneladas métricas (TM) de
alimento que se requieren para su desarrollo se incrementen a 14 millones de TM
para el siguiente siglo. Hasta el momento la harina de pescado es la principal
fuente de proteina , sin embargo su produccion finita y su alta demanda repercuten
directamente en su precio en el mercado. Con la finalidad de solventar este
problema se han vemido formulando objetivos en torno a la identificacion de
fuentes de proteina que permitan sustituciones importantes de la harina de pescado
en los alimentos acuicolas. A este respecto, los subproductos avicolas aunque muy
disponibles han sido poco estudiados, sin embargo al parecer ofrecen un gran
potencial debido al perfil de aminoacidos que presentan y a la posibilidad de
incrementar su digestibilidad mediante procesos de transformacion tales como la
extrusion y la hidrolisis enzimatica. Esto nos orillé a plantear un estudio donde se
probara el efecto de la exposicion de plumas de ave a diferentes tiempos de
hidrolisis con una mezcla enzimatica comercial (30, 60 y 120 minutos) y se
seleccionara el mejor tiempo considerando la digestibilidad in vivo en camarones e
in vitro con tripsina, asi como en el crecimiento. Los resultados muestran que no
hay mermas en el crecimiento de los grupos de organismos que fueron alimentados
con los Hidrolizados Enzimaticos de Pluma co-extruidos con pasta de soya, con
respecto a la dieta control. Las mejores tasa de conversion alimenticia se
obtuvieron con la dieta control (1.6303) y con la dieta HEP60x2 (1.6874). Esto es
consistente con la razéon de eficiencia proteica. La correlacion del método de
tiempo de transito con la digestibilidad in vitro resultd no significativa (P=0.137).
En conclusion: es factible lograr porcentajes de mnclusion de hasta un 18% de
pluma transformada en substitucion de harina de pescado, lo que reduce el costo
del alimento de 9 a 12%.
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I) INTRODUCCION

Actualmente los cultivos de organismos acuaticos, en sistemas semi-intensivos e
intensivos, se encuentran en contmua expansion a razon de un 20 % anual a nivel mundial
(Meyers, 1990), y se perfila como uno de los sectores mas importantes para la produccion de
alimentos. Las razones de este crecimiento sostenido son: el incremento de la demanda mundial
por los productos acuicolas (especialmente por los paises desarrollados), la necesidad de un
suministro de productos de calidad constante y la oportunidad de atractivos rendimientos en este
sector (Lovell, 1992),

Los vohimenes de produccion que se han venido alcanzando a través de estos métodos de
explotacion son del orden de los 23.3 millones de ton anuales (FAQ, 1992). Por otro lado la
demanda actual de alimentos balanceados para satisfacer esta produccion es de 4.3 millones de
ton y se estima que para el siguiente siglo sea de 14 millones de ton (Sanders, 1992), lo que ha
creado, sin lugar a dudas, un mercado muy prometedor para la industria de los alimentos
acuicolas (Kiang, 1990),

Estas necesidades de abasto le confieren una importancia relevante al sector acuicola en el
aspecto economico dentro del mercado intemacional de los alimentos (Meyers, 1990).

El desarrollo de la acuacultura depende en gran medida de la disponibilidad del alimento
(rubro que en una operacion normal de cultivo de camaron puede superar el 60% del costo de la
produccion) y a su vez de la disponibilidad de la principal fuente de proteina, la harina de pescado,
supeditada al abastecimiento finito de los recursos pesqueros asi como a su incremento en precio.
Dichas razones han sembrado cierta incertidumbre en los organismos intemacionales acerca del
sostenimiento y constancia del suministro de éste ingrediente para continuar cubriendo las
demandas de la industria acuicola (De 1a Higuera, 1985).

Por otro lado es pertinente considerar la necesidad de un alto porcentaje de incorporacion
de proteina (25 a 65 %, en base hiimeda) en las dietas de crustaceos y peces, para su rapido
desarrollo (Kanasawa, 1990), y el alto valor economico de éste nutriente en la produccion de
alimentos acuicolas (New, 1976).

Considerando lo anterior, existe un progresivo interés tanto de la industria de los
alimentos como de los acuacultores para tratar de disminuir el costo del alimento, y por ello, se
han venido formulando objetivos en torno a la identificacion de nuevas fuentes de proteina,
certificacion de su valor nutricional, e innovacion de métodos para su transformacion. Esto debera
repercutir en la disminucién de los niveles de harina de pescado en los alimentos acuicolas
mediante la sustitucion, aunque solo en forma parcial, por las fuentes de proteina alternas (De la
Higuera, 1985).



2) ANTECEDENTES

2.1) FUENTES CONVENCIONALES Y NO CONVENCIONALES DE PROTEINA
UTILIZADAS EN LOS ALIMENTOS ACUICOLAS

Las fuentes convencionales de proteina han dado resultados probados tanto a nivel
experimental como comercial y su seleccion se ha venido llevando a cabo durante varios aiios.
Cabe mencionar que la mayor parte de las fuentes no convencionales se han utilizado de manera
incipiente, no obstante su gran potencial nutricional, principalmente debido a los procesos de
transformacion que se requieren asi como el costo que implican los mismos.

En una revision realizada recientemente por Mendoza (1993), se mencionan las fuentes de
proteina mas utilizadas en las dietas para peces y crustaceos (Tablas 1y 2).

TABLA 1. MISCELANEA DE FUENTES PROTEICAS NO CONVENCIONALES Y
CONVENCIONALES PARA CAMARON

FUENTES NO CONVENCIONALES FUENTES CONVENCIONALES
¢ Harina de sangre* ¢ Harina de pescado
¢ Harina de carne y hueso* + Harina de cabeza de camaron
¢ Harina de pluma hidrolizada + Harina de cangrejo
¢ Harina de acacia + Harina de calamar
+ Pasta de semilla de algodon (Harinolina) + Pasta de soya
+ Pasta de canola y colza * Gluten de maiz
¢ Harina de proteinas unicelulares ¢ Gluten de trigo
¢ Harinas diversas (eg. harina de pupas de ¢ Hidrolizados de pescado
gusano de seda, harina de grilleta, anélidos, ¢ Levadura
harina de krill, cladoceros, etc.)

* Harinas de uso comun en dietas para bagre, y otros peces.

En la siguiente Tabla de manera particular se presentan los subproductos derivados de la
industria avicola.



TABLA 2. SUBPRODUCTOS AVICOLAS PROBADOS EN NUTRICION ANIMAL CON
USO POTENCIAL EN LA ACUACULTURA

¢ Harina de pluma hidrolizada por coccion *

¢ Harina de pluma hidrolizada enzimaticamente °

¢ Gallinas enteras molidas '2

* Harina de subproductos avicolas, originados por limpieza manual y
mecanica 2

¢ Residuos de incubadoras (pollitos no vendibles provenientes del sexado y

" seleccion) 3, huevos infértiles 2, huevo de incubadora mal logrado . .

FUENTES : 1) Haque, et.al, 1991, 4) Harvey, 1992.
2) Tadtiyanant, et.al. 1993. 5) Gill, 1989.
3) Tellez, 1982.

En base a lo anterior se¢ puede considerar que existe una gran variedad de subproductos
animales que pueden ser utilizados como nutrientes para los alimentos acuicolas, embargo,
segin De 1a Higuera (1985), es esencial tomar en cuenta una serie de criterios para seleccionar
posibles fuentes proteicas alternas, como son:

» El contenido proteico del producto a utilizar debera permitir sustituciones importantes
de la harina de pescado, ya que la formulacion de las dietas para organismos acuaticos
debe contemplar no solo el nivel de proteinas, sino la inclusion de lipidos, hidratos de
carbono digestibles asi como vitaminas y minerales en cantidades adecuadas.

> La cantidad de aminoacidos esenciales que aporte, debera contribuir a cubrir los
requerimientos del animal.

> Debera tener una alta digestibilidad proteica para reunir los criterios de cantidad y
calidad.

2.2) SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AVICOLA UTILIZADOS COMO FUENTES
ALTERNAS DE PROTEINA

Dentro de la gran variedad de fuentes de proteina utilizadas hasta el momento no se le ha
conferido suficiente atencion a los subproductos de la industria avicola y ganadera. En efecto,
una de las soluciones a corto plazo a los problemas mencionados se encuentra en la amplia gama
de subproductos generados por estas mdustrias (Duerr, et.al.1992), (como lo muestran las Tablas
1y 2), (Haque, et.al.1991).

Nutricionalmente los subproductos avicolas deben ser considerados como recursos
renovables (re-utilizables y siempre disponibles) debido a su composicion bruta y a la gran
cantidad de nutrientes que en éstos residuos se pueden encontrar (Harvey, 1992) y al ser
correctamente procesados pueden ser considerados como ingredientes utiles en la elaboracion de
alimentos acuicolas (Kearns, 1990; Nabil, 1992).



Diferentes autores confirman lo anterior describiendo cualitativa y cuantitativamente el
contenido de aminoicidos esenciales de las diferentes presentaciones de la pluma (de particular
interés en el presente estudio), en relacion a una fuente de proteina estandar como lo es la harina
de pescado (Tabla 3).

TABLA 3. CONTENIDO PORCENTUAL DE LOS NUTRIENTES Y AMINOACIDOS
ESENCIALES EN % DE PROTEINA, DE LA PLUMA EN SUS
DIFERENTES PRESENTACIONES, EN COMPARACION CON UNA
HARINA DE PESCADO ESTANDAR

HARINAS DE PLUMA :
HIDROLIZADA® EXTRUIDA®

HARINA DE
PESCADO*

NUTRIENTES CRUDA!

PROTEINA CRUDA

71.19

86.29R

52.96

69.33

GRASA CRUDA

21.42

0.16

0.22

9.33

2.13

FIBRA CRUDA 142 42 1.11

E.L.N. - 10.67 3897 0.19
CENIZAS 5.25 1.46 3.65 20.04

AMINOACIDOS
ARGININA
HISTIDINA
ISOLEUCINA
LEUCINA
LISINA

| METIONINA
FENILALANINA
TREONINA
TRIPTOFANO
YALINA

L

¢ n.d., no detectado.
FUENTES: 1) Nabil W.S., TRIPLE "F",INC., com. pers.; 2) Tadtiyanant,C., et al., (1993);
3) Blake, et al. (1991) in: NabiL W.S., (1992); 4) Feedstuff, (1992); (*) Kling, M.
& Wocehlbier (1977)
(), La diferencia en la proteina de la pluma cruda, con respecto a la proteina de 1a pluma
hidrolizada (por coccion), se debe a la pérdida de algunos nutrientes durante el
proceso de transformacion.



En la Tabla 4 se muestra el perfil de aminoacidos esenciales de la pluma hidrolizada por
coccidn (presentacion mas comun hasta el momento en el mercado), de la pasta de soya (una de
las fuentes de proteina mas economicas y completas), y los requerimientos del camar6n blanco del
Pacifico (Penaeus vannamei). Estos datos mnestran las expectativas de enriquecimiento
nutricional que pueden adquirir ambos subproductos.

TABLA 4. CONTENIDO DE AMINOACIDOS ESENCIALES EN % DE PROTEINA, DE
LA HARINA DE PLUMA HIDROLIZADA POR COCCION Y LA PASTA DE
SOYA, COMPARADOS CON LOS REQUERIMIENTOS DEL CAMARON

HARINA DE PLUMA
AMINOACIDO PLUMA PASTA DE |HIDROLIZADA POR| REQUERIMIENTOS
HIDROLIZADA | SOYA!(%) |COCCION Y PASTA| DEL CAMARON *
POR COCCION * DE SOYA EN UNA (%)
(%) PROPORCION DE,
1:1. 3
| ARGININA 5.61 7.95 6.78 2.44
" HISTIDINA 0.55 2.97 1.76 0.69
ISOLEUCINA 3.88 487 438 1.07
LEUCINA 6.57 8.29 7.43 2.20
LISINA 1.73 6.80 427 2.31
METIONINA 047 1.53 1.00 0.85
FENILALANINA 395 5.63 479 1.21
TREONINA 3.76 430 4,03 1.51
TRIPTOFANO 0.22 1.67 0.95 0.42
VALINA 6.23 534 5.79 1.34
L
FUENTES: 1) Nabil W.S., TRIPLE "F" INC,, com. pers.

2) Tadtiyanant,C., et al., (1993).
3) Calculo efectuado para fines comparativos.
4) Tacon, G.J.A ., (1989).

La queratina representa del 85 al 90% de la materia nitrogenada de las plumas. Parece
que su composicion es interesante y original; la queratina es rica en treonina, arginina, valina y
leucina y mmy rica en cistina; contrariamente , las tasas de histidina, lisina y metionina son bastante
bajas (Menassa, 1982).

Estos datos muestran que el reciclado de los subproductos avicolas representa una
alternativa viable para la elaboracion de alimentos para la acuacultura. Dicha opcidn, a pesar de
ser dispendiosa comparada con los métodos tradicionales de elimmacion (composta, quema y
rellenos sanitarios), podria resultar raipidamente amortizable e incluso atractiva desde el punto de
vista econdmico, debido a la gran cantidad de nutrientes que se pueden encontrar en éstos
residuos y particularmente en lo que se refiere al componente proteico (Harvey, 1992).



2.3) POTENCIAL DE LOS SUBPRODUCTOS AVICOLAS

En la actualidad la utilizacién de subproductos contribuye a solventar tres problemas
principales:

1) La reduccion del costo del alimento balanceado para la acuacultura considerando que
se incluye una fuente proteica de calidad y bajo costo (Kearns, 1991),

2) La reduccion de los grandes vohimenes de desechos organicos (derivados de la
industria avicola), disminuyendo el costo ambiental que causa tanto la acumulacion
como la quema de desperdicios (Woodroofe, 1993).

3) La reduccion de gastos de transporte de los subproductos a los rellenos sanitarios
(Gill, 1989).

Para tener un punto de reflexion del potencial de estos subproductos Haque et.al., (1991)
menciona que el namero de gallinas ponedoras en EU.A. fue de 280 millones en 1988, de las
cuales un porcentaje sustancial completé su ciclo productivo durante el afio y posteriormente se
vendieron como gallinas de desecho. En México, en el afio de 1993 se produjeron
aproximadamente 280 millones de gallinas ponedoras y al término de su ciclo se vendieron a muy
bajo precio para consumo bumano & para la elaboracion de embutidos (CANACINTRA,
1991-1992). Cabe hacer notar que del 20 al 23 % del peso total de una gallina no es comestible
(Harvey, 1992; Moreno, G.M., AVIMSA, com. pers.), y de dichos volimenes se habrian podido
recuperar 61.6 y 22.7 millones de ton de subproductos no comestibles, respectivamente.

Si se consideran a éstos subproductos como desechos, lo cual es el caso actualmente en
gran parte de esta industria, se genera un grave problema de eliminacion. Para ejemplificar la
dimension de esto se puede mencionar que en nuestro pais se hacen matanzas semanales de 5.4
millones de aves para el consumo humano, cuyo tonelaje aproximado es de 10 millones y sus
desperdicios comminmente sobrepasan las 9,200 ton de materia seca (2.3 millones de ton de
materia humeda), (CANACINTRA, 1991-1992). Comparativamente cabe mencionar que en los
E.U. y Canada se realizan matanzas semanales de 110 millones de pollos para el consumo humano
y los desperdicios llegan a sobrepasar las 100 mil ton que representan 25 mil ton de materia seca,
sin incluir las aves muertas y los desechos de la incubadoras. En el estado de Wisconsin, Gill
(1989) reporta la produccion de 100 toneladas semanales de subproductos avicolas y de
incubadora lo que implica un gasto de $1000 U.S. dlls diarios por transportarlas 120 millas al
centro de acopio mas cercano.

Segin ciertos industriales un minimo de 80 mil aves sacrificadas por semana seria
necesario para vislumbrar una recuperacion y valorizacién de subproductos. De este volumen se
podria recuperar aproximadamente 14.9 ton de pluma hameda (5,984 kg en base seca) (Menassa,
1982). A titulo de ejemplo de lo anterior podemos mencionar que tan solo en el area de
Monterrey, N.L. se producen aproximadamente 126 ton de pluma de pollo a la semana y a nivel
nacional 990,244 tom, lo que representa 53.2 y 415.2 ton semanales de materia seca,
respectivamente (Moreno,G.M.,AVIMSA, com. pers.; CANACINTRA, 1991-1992)(c.f escala,

pp-24).



Desafortunadamente, no existen estadisticas precisas concernientes a la recuperacion
regional de subproductos de aves en el pais para poder tener un punto de comparacién con otros
estados, ya que esto esta en funcion de un gran numero de parametros, principalmente :

» La densidad de produccion regional

» Implantacion y dimension de los rastros

> Existencia de unidades de tratamiento de subproductos anexos a los rastros
> Existencia de industrias de transformacion secundaria

> Cotizacion del mercado regional de subproductos

La utilizacion de nuevas tecnologias de transformacion de plumas deberia absorber la casi
totalidad de la produccion ya que la harina obtenida seria competitiva por su composicion y precio
(Menassa, 1983),

2.3.1) PRODUCTOS NITROGENADOS DE LA PLUMA

Las harinas de pluma son una fuente concentrada de proteina que puede contribuir al
aumento las sustancias nutritivas y la densidad energética de los alimentos acuicolas, mejorando
asi la eficacidad alimenticia, lo que reduciria al mismo tiempo el volumen de la racion

La disponibilidad de los aminoacidos de las harinas de pluma de diferentes aves es idéntica
y se puede situar alrededor del 95% por lo cual es comparable a las materias proteicas clasicas.
Summers (1969), sugiere una disponibilidad de la proteina de la pluma del 90% mmentras que los
valores medios de las harinas convenientemente tratadas llegan a 70 - 75% (digestibilidad por
Pepsina in vitro).

Por otra parte pareceria que existen en la harina de pluma factores de crecimiento, sin
duda en relacion con el aporte de nitrogeno indiferenciado,lo cual actuaria como un factor de

apetencia 0 en el desarrollo de fermentaciones sobre las plumas himedas almacenadas antes del
tratamiento (Menassa, 1982).

2.3.2) UTILIZACION PFPROBADA DE SUBPRODUCTOS AVICOLAS EN
LIMENTOS PARA ORGANISMOS ACUATICOS.

Con la finalidad de ilustrar la factibilidad de utilizacién de subproductos avicolas en peces
y crustaceos a continuacion se presentan algunos ejemplos.

Boghen & Castell (1981), al trabajar con langostas juveniles, encontraron que el
suministro de una dieta con 50% (en base seca) de harina de pluma permitia buenas
sobrevivencias, asi como un crecimiento considerable.

Lawrence, et al. (1991) emplean harina de pluma hidrolizada por coccion, de
subproductos avicolas y de came y hueso de res para sustituir de 2.5 a 10 % de la harina de
pescado en dietas para Penaeus vannamei. En condiciones de laboratorio encuentran diferencias
menores, hasta de un 7 % en el crecimiento, con respecto a las dietas comerciales.
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Kikuchi, et al. (1994) utilizan diferentes niveles de harina de pluma hidrolizada por
coccién como fuente de proteina en dietas para lenguado Japonés juvenil, y encuentra que del 12
al 25 % de harina de pescado puede ser sustituida de manera apropiada por harina de pluma .

Bishop, et al. (1995) sustituyen la harina de pescado y harina de hueso y carne de res en
dietas para tilapia (Oreochromis niloticus), con harina de pluma hidrolizada por coccidn.
Observan que la sustitucion de hasta un 66 % de éstas fuentes de proteina animal no merma de
forma considerable el crecimiento, con sobrevivencias mayores al 93 %.

Por otra parte, Voss (1985) utilizando dictas compuestas para rodaballo (lenguado) probé
que se puede llegar a sustituir hasta un 50 % de la harina de pescado con menudencias de pollo
mezcladas con harina de pluma hidrolizada, sim menguas aparentes en el crecimiento.

Castro, ef al. (1993) utilizaron un marcador inerte, 0xido de cromo, para evaluar en dietas
para Corvina Sciaenops ocellatus, la digestibilidad aparente de la protema de la pluma hidrolizada
por coccidn, como ingrediente (43.2 %) y en la dieta que la contiene (67.9%).

Steffens (1994), estudia el porcentaje de harina de subproductos avicolas y harina de
pluma que puede sustituir a la harina de pescado en dietas para la trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss). Encuentra que el reemplazo de un 27% de la harina de pescado, con una mezcla de las
harinas mencionadas, se obtienen tasas de conversion alimenticia de 1.15.

2.4) METODOS Y PROCESAMIENTO PARA LA OBTENCION DE HARINA DE
PLUMA.

Para separar el efecto de las condiciones de procesamiento de las de la calidad natural de
la pluma, hay que considerar la variacion del tipo particular de pluma (en orden de importancia: la
edad del animal, especie y region corporal), lo cual de no ser respetado, la composicion de la
harina de pluma seria poco fiable y se limita su utilizacion, subevaluando su potencial, de aqui que
tradicionalmente no se mcorpore mas de 5% en los alimentos para aves (Gill, 1989). Por otra
parte hay que considerar las variaciones de los porcentajes de materia seca, proteina cruda, grasa
y digestibilidad encontradas en las harinas de subproductos avicolas de las diferentes operaciones
comerciales (Dong et al., 1993). La magnitud de estas variaciones conlleva a la necesidad de
evaluar la composicién quimica de los subproductos si se van a usar como mgredientes para la
formulacion (Haque, et.al. 1991).

Ante estos inconvenientes se han buscado diferentes soluciones para mejorar la calidad
nutricional de la pluma. Se ha reportado que por medio de 1a complementacion de la harina de
pluma con lisina, metionina y triptofano provenientes de otras harinas de subproductos avicolas,

se podria llegar a sustituir integralmente la harina de pescado en dietas para truchas (Tiews ef ai.,
1976).



2.5) PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DE LA QUERATINA

Bioquimica.- La queratina constituye el 80 y 85% de los productos nitrogenados de la
pluma, pertenece al grupo de las escleroproteinas, estas son insolubles en agua fria, atn en
presencia de acidos 6 de bases diluidas, por otra parte son resistentes a la hidrolisis de las
proteasas.

Las caracteristicas de resistencia de la queratina estan en relacion con su riqueza en cistina
lo que le confiere, después de la formacion de puentes inter e intra-peptidicos de tipo covalente,
una estructura terciaria en forma de hélices entrelazadas las unas a las otras (Menassa, 1982).

2.6) ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LAS TECNOLOGIAS TRADICIONALES DE
HIDROLISIS Y DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA

Las propiedades de resistencia de la queratina se deben en parte a su composicion
molecular (¢.f Bioquimica). Esta composicion explica la dificultad para degradar las proteinas
debido al gran nimero de enlaces que se necesitan romper. La ruptura de los puentes disulfuro
entre los residuos de cisteina es una condicion necesaria antes de cualquier tratamiento.

A pesar de que los diferentes procedimientos fisicos y/o quimicos que han sido
experimentados para hacer de la pluma un ingrediente util en términos nutricionales, su aplicacion
industrial no siempre se ha concretado ya sea por el valor del producto obtenido, o bien a los
imperativos tecnologicos y econdémicos que implica su transformacion (Menassa, 1982).

A continuacion se presenta un panorama que contempla los procedimientos utilizados en
la actualidad para el procesamiento de la pluma.

A) HIDROLISIS QUIMICA

1.- Solubilizacion de la queratina de la pluma por medio de sosa caliente.- Este
tratamiento permite obtener el 50% de la queratina inicial en forma de fraccion proteica
soluble mientras que la otra mitad se encuentra en forma de aminoacidos libres y no hay
produccion de polipéptidos.

Es facil solubilizar totalmente la queratina de plumas por medios exclusivamente
quimicos, aunque se trata en general de tratamientos drasticos que provocan la pérdida
de aminoacidos y una profunda desnaturalizacion proteica. Asi el tratamiento por la sosa
provoca una pérdida importante de cisteina, la produccion resultante de polipéptidos es
baja y consecuentemente la mayor parte de los aminoacidos se encuentran libres. El
producto final es de aspecto negro y de un olor suigeneris.

B) HIDROLISIS MENOS DRASTICAS

1.- Utilizacién de diferentes reactivos.- Se ha demostrado que la adicion de
tioglicolato, urea, sulfuro de sodio y carbonato de sodio no aportan una mejoria notable
dentro del proceso. Por otra parte el grado de hidrdlisis de la molécula de queratina, i.e.

la liberacion de fragmentos libres dializables, es equivalente al de la sosa cuando se
utiliza sulfuro de sodio.
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2.- Utilizacion del reactivo de Schweitzer (Sol. amoniacal de éxido caprico).- Este
reactivo es muy potente en términos de solubilizacion de la queratina en una proporcion
de 1 mol de i6n cuprico por 5 a 6 moles de nitrogena. No se ha encontrado formacion de
lantionina a partir de los puentes S-H, pero los residuos de cistina son transformados en
acido cistéico y se encuentran en la queratina solubilizada. No hay aminoacidos libres en
la solucion y el aminograma de la queratina solubilizada es sensiblemente similar al de la
queratina virgen

La oxidacion por el reactivo de Schweitzer da buenos resultados ya que las pérdidas
en aminodcidos son minimas, debido a que la cistna no es transformada en lantionina
(signo de desnaturalizacién); sin embargo una fuerte concentracion de cobre esta
presente en el medio.

3.- Utilizacion de cal hidratada.- En este procedimiento clasico las plumas son
mezcladas con cal hidratada para hidrolizar una parte de Ia queratina. La principal
consecuencia negativa de este tratamiento es una pobre digestibilidad, debido a una
hidrolisis mcompleta. Este procedimiento se ha venido abandonando debido al bajo valor
nutricional obtenido en la harina

4.- Solubilizacion de la queratina de la pluma mediante Dimetil Formamida (DMF).-
La solubilizacion por la DMF hace aparecer un déficit a nivel de los aminoacidos basicos
(lisina, histidina, arginina) la cistina puede ser perdida sin transformase en acido cistéico;
la digestibilidad de este producto asi como la eventual toxicidad del DMF no han sido
verificadas (Menassa, 1982).

C) HIDROLISIS POR VAPOR CON O SIN ADITIVOS QUIMICOS

El método tradicional es el de hidrélisis por coccién con vapor, el cual implica varias
combinaciones de presion, temperatura y tiempo. Esta coccién bajo presion es actualmente la
unica tecnologia util a nivel industrial y tiene como funcion principal romper las cadenas proteicas
en elementos mas pequefios. Para ser eficaz este método supone que ciertos parametros
determinados, tales como: temperatura, duracion de la coccion y presion sean respetados, ya que
su variacion mfluye sobre el valor nutricional del producto final. El principal problema que se
presenta bajo estas condiciones es el daiio sustancial y selectivo a nivel de los aminoacidos, lo que
disminuye en gran medida la disponibilidad de algunos de ellos como es el caso de la cistina (la
cual se conjuga con dehidroalanina para construir lantionina), trayendo como consecuencia una
digestibilidad baja y variable (Bierolai ef al., 1982, citado por Harvey, 1992),

C.1) HIDROLISIS DE PLUMA POR VAPOR VIRGEN Y CON ACELERADOR
QUIMICO (HCD)

Por definicion, el hidrolizado de pluma es el producto del tratamiento bajo presion de

plumas limpias y enteras que provienen de aves sacrificadas, sin aditivos ni aceleradores ( a 6% de
humedad ).
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Sin embargo, con fines de mejorar los resultados se ha venido agregando aceleradores
quimicos (eg. HCl ), lo que implica una baja sensible del porcentaje de cada uno de los
amimoacidos, en particular disminuye notablemente la cistina (transformandose en lantionina)
indicando que el tratamiento es muy severo, y con una acentuacion de ésta pérdida, al aumentar la
fuerza del tratamiento. El compromiso al aplicar este proceso se da entre la coccion y la cantidad
de acido, aparentemente es mas fuerte el efecto destructivo por la coccién que por la agregacion
de HCL

Por otra parte, en el ingrediente proteico resultante, aunque llega a demostrar una
digestibilidad correcta de 80% tiene un pobre valor bioldgico, esto ltimo, sin duda es debido a la
sensible baja de cisteina y metionina destruidas excesivamente por la coccion intensa (Menassa,
1982) y/o por la heterogeneidad del tamaiio de los polipéptidos resultantes, debido a que es una
transformacion severa y no selectiva. Asi que un aumento de la digestibilidad no se acompaiia
automaticamente de un aumento en el valor biologico.

Una conclusion en ésta fase es que la coccién por ebullicion a reflujo en presencia de HCI
tiene un efecto nefasto sobre los criterios biolégicos y otros inconvenientes de orden técnico,
como la accién corrosiva del acido clorhidrico sobre las autoclaves. Estas son algunas de las
razones por las cuales se ha abandonado este tipo de procedimiento (Menassa, 1982).

C.2) HIDROLISIS ENZIMATICA

1.- Hidrolisis enzimatica de plumas segin el procedimiento de DUCROO y
JAKUBCZAK con la rapidasa del ( Instituto PASTEUR, 1977).

En este procedimiento se asocian varios factores : la presion, el calor, los reactivos
quimicos y las enzimas con la finalidad de minimizar los inconvenientes aportados por la
utilizacion separada y demasiado enérgica de cada uno de ellos y esperando una
complementaridad ¢ una sinergia en la obtencion de una proteina perfectamente asimilable.

Las bases del procedimiento asocian una aproximacion por autoclave con un tratamiento
reductor seguido de un tratamiento enzimatico ( por medio de una proteasa bacteriana alcalina --
Proteasa A2' de Bacillus lienchenisfornis ), de 12 a 24 horas.

La harina obtenida a partir de la fraccion soluble por atomizacion contiene 87.5% de
proteina, el hidrolizado no contiene trazas de aminodcidos libres y no esta constituido de grandes
péptidos. Un tercio de la cisteina se pierde y se oxida en acido cistéico (Menassa, 1982).

1, De acuerdo a las a las dosis exactas de los reactivos y enzimas utilizadas son mantenidas en secreto.

11



2.- Hidrolisis enzimdtica de plumas por el procedimiento de PRENASETTA, (1982).

Para este proceso las plumas se llevan a 25% de materia seca, se muelen y se adiciona sosa
y sulfuro de sosa ambos en una proporcion del 1%, la mezcla se deja a 4°C en agitaciéon por una
hora, y después se reposa durante tres horas hasta que resulte una pasta negra liquida. En seguida
se agrega HCI para neutralizar el medio y un oxidante para decolorar la pasta. Posteriormente se

agregan las enzimas durante 15 minutos en frio a una temperatura ambiente para realizar la
hidrolisis.

El pH de la reaccion es fuertemente basico y hay formacion de tiosulfato de sodio
(Na,S,0,). Las pérdidas de aminoacidos azufrados son débiles y la solubilidad enzimatica es

buena, sin embargo, hay que notar la presencia de Sulfato de Sodio (Na,SO,) y de un reductor
(SO,), (Menassa, 1982)

3.- La hidrdlisis enzimadtica por el procedimiento Insta-Pro, (1994).

La hidrolisis enzimatica es un proceso que ha venido cobrando importancia en lo que se
refiere a la transformacion de pluma de pollo y otros subproductos avicolas, como fuentes de
proteina alimenticia.

Analizando los procesos tradicionales se ha mencionado que por el método convencional
de cocido al vapor y alta presion, se produce de manera inevitable una pérdida del valor
nutricional y, en cambio al utilizar el método de hidrélisis parcial de las plumas con una mezcla
enzimatica se conserva practicamente todo el potencial nutritivo de éstas. El producto final es un
ingrediente proteico estable, esterilizado, con una digestibilidad de hasta el 90% y una humedad

_variable de 12 - 14 % (Gill, 1989; Harvey, 1992).

Para llevar acabo la hidrdlisis enzimatica generalmente se emplean concentrados
enzimaticos comerciales, los cuales contienen una mezcla de enzimas de amplio espectro, que
incluyen; proteasas diversas (derechos del fabricante), amilasas, celulasas, lipasas y pectinasas
obtenidas de la fermentacion de Rhizopus sp. La mezcla es en general de alta potencia ya que
solo se necesitan aproximadamente 25 kg para hidrolizar una tonelada de pluma himeda.

Por otra parte en el presente estudio se ha propuesto un método conjunto para obtener
una fiente de proteina a partir de la pluma cruda, mediante la hidrolisis enzimatica y co-extrusion
con pasta de soya (Nabil W. Said., Triple “F", com. pers.). La aplicacion de ambas tecnologias
incrementa substancialmente la digestibilidad al romper los enlaces cisteina-cistena, ademas de

que la combinacién de la pluma con la pasta de soya mejora ¢l balance de aminoacidos en el
producto co-extruido (Gill, 1989).
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FIGURA 1. COMPARACION DE DOS PROCESOS DE HIDROLISIS DE PLUMA Y EL
COSTO DE AMBOS PRODUCTOS

A) HARINA DE PLUMA HIDROLIZADA B) HIDROLIZADO ENZIMATICO DE

POR COCCION PLUMA
PLUMA CRUDA MOLIDA EN UN COCEDOR PLUMA CRUDA MOLIDA
[ v
CALOR (VAPOR Y PRESION]) PREMEZCLADO ENZIMATICO
" y
MEZCLAR CON UN AGENTE SECO Y/O
COCIMIENTO (150°C / 60 i CALENTAR PARA DETENER A REACCION
v L
PLUMA CON HUMEDAD APROX. DE 60% SECADO DEL PRODUCTO
v
SECADO DEL PRODUCTO
e COSTO POR TONELADA: § 1,630 M.N. e+ COSTO APROX. POR TONELADA: $ 1,079 M.N.

® Feedstuff (1993)
*¢ Cilulo estimado de cotizaciones realizadas a través de encuestas

2.7) INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS FISICO-QUIMICOS Y ENZIMATICOS
SOBRE EL VALOR NUTRICIONAL DE LA HARINA DE PLUMA

En el momento actual no se recurre a la utilizacion de la harina de pluma, como fuente
alternativa de proteina debido a las restricciones de orden tecnologico inherentes a su fabricacion,
las cuales repercuten directamente en su calidad. Por otra parte, existen igualmente factores de
orden economico que impiden su utilizacion a gran escala.

1.- Problemas inherentes a los tratamientos de la queratina de las plumas

La queratma es interesante y origmal, sin embargo debido a su caracteristica de
resistencia, exige recursos tecnologicos que mejoren su digestibilidad.

Algunos problemas concernientes a su valor biologico, son:

O La pérdida de aminoacidos (la destruccion de la cistina) debe ser minima con el fin de
preservar la composicion de la queratina como fuente proteica.

O] No debe haber aminoacidos libres,

O La harina de plumas debe estar constituida de péptidos grandes, lo que es deseable en la
alimentacion animal.

O La aparicion de productos de reaccién initiles 6 toxicos debe ser evitada
(desaminacién, formacion de lantionina y de lisinoalanina).
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2.- Problemas asociados a la industrializacion de su procedimiento

O La transformacion debe ser simple.

O Los productos quimicos utilizados deben ser poco costosos y no téxicos.

O Los costos del tratamiento debe ser poco elevados de manera que sea posible que el
producto fabricado sea competitivo con respecto al producto ya utilizado.

O Debe poseer una digestibilidad de al menos 75 %.

O Debe de pasar diferentes pruebas y entre otras, una prueba de inocuidad .

28) METODOS E IMPORTANCIA DE LA DIGESTIBILIDAD PARA 1A
EVALUACION DE LAS NUEVAS FUENTES PROTEICAS.

Los métodos in vivo, a pesar de todas las ventajas que presentan son onerosos, implican
una gran labor y una cantidad considerable de tiempo. Cabe aclarar que éste método se desarrolla
de manera concomitante (Nieto,1995) a la presente investigacion, por ello, los valores de algunas
dietas del estudio sefialado seran correlacionados con los valores de esas mismas dietas a las
cuales se les aplicara la técnica in vitro, descrita mas adelante. Por éstas razones, en el presente
estudio solo se llevara a cabo la técnica de digestibilidad in vitro.

Los métodos in vifro resultan ser una altemativa rapida y de bajo costo. Adicionalmente
éste tipo de métodos permiten observar de cerca la dinamica de la hidrélisis (Mendoza, 1994;
com. pers.).

La determinacion de la digestibilidad de una fuente proteica es uno de los criterios
primordiales para evaluar sus posibilidades nutricionales como componentes de una dieta (Kastell,
1961). Otras ventajas, que ofrece el estudio de la digestibilidad, son:

O poder incluir en la formula el nivel adecuado de proteina evitando los excesos, lo cual
repercute directamente en ¢l costo del alimento.

O contribuir a mantener la calidad del agua de los estanques de produccion (Manriquez y
Romero, 1993; Parsons, 1993).

Ademas, éste tipo de aproximaciones resulta especialmente 1til para predecir la calidad de
los ingredientes en el caso de la evaluacion de mezclas de protemas complementarias, en la
evaluacion de los métodos de transformacion de los alimentos y en la determinacion de la
adaptacion digestiva a materias nuevas.

Asi, una materia prima puede tener un alto contenido en proteina y un buen patrén de
aminoacidos esenciales, pero si su digestibilidad es baja, la disponibilidad o6 la cantidad de
aminoacidos susceptible de ser absorbida por el tracto digestivo del organismo disminuye, lo que
por consecuencia se traduce en un menor crecimiento.

Lo anterior sugiere llevar a cabo investigacion destinada a innovar los tratamientos que
mejoren la disponibilidad de las proteinas (De la Higuera, 1985).
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2.9) VENTAJAS DE LA TECNOLOGIA DE ALIMENTOS EN EL RECICLAMIENTO
DE SUBPRODUCTOS

Mediante ciertos procesos del reciclamiento de subproductos, particularmente en lo que
conciene a la pluma, se pueden llegar a suscitar algunos inconvenientes, tales como: la alta
humedad (60 a 70.52 %) que se retiene después de la coccion (Tadtiyanant, etal 1993) y su
pobre digestibilidad (Gill, 1993). Afortunadamente en la actualidad existen tecnologias disponibles
como la extrusion y la hidrolisis enzimatica que permiten solventar la mayor parte de este tipo de
dificultades.

Una condicién sumamente importante es que para su conservacion inmediata y su
procesamiento subsecuente las plumas sean recuperadas como un subproducto unico y de ser
posible exentos de desechos (piel, sangre, excremento, visceras, etc.), lo anterior debido a su alta
sensibilidad al fenomeno de putrefaccion. De aqui que una recomendacion concreta radique en su
utilizacion inmediata, o bien que sean lavadas, exprimidas y secadas en espera de su
transformacion ulterior.

2.10) EL PAPEL DE LA EXTRUSION EN EL RECICLADO DE SUBPRODUCTOS
La extrusion se ha convertido en una tecnologia 1til, integral y ante todo versatil en lo que
respecta a la produccion de alimentos. Algunas de las razones nutricionales y operacionales que

han dado pie a esto, se exponen en la Tabla 5.

TABLA 5. VENTAJAS NUTRICIONALES Y OPERACIONALES DE LA EXTRUSION

NUTRICIONALES OPERACIONALES
v Estabilidad del alimento en el agua
¥ Mejores tasas de conversion alimenticia v Versatilidad del equipo de extrusion
v Control de la densidad
(flotacion / hundimiento) v Altos niveles de produccion (ton / h)

v Flexibilidad en cuanto a los materiales que se
pueden utilizar para producir alimentos acuaticos | ¥ Durabilidad mecinica

> Fuente: Kiang, 1990 y Kearns, 1990.

Las ventajas de la tecnologia de extrusion resultan evidentes:

O al calcular los costos de formmlacién (Kaerns, 1990),

O al ajustar la operacion del extrusor para procesar una gran variedad de ingredientes y
formulas para asi cumplir con las caracteristicas de los alimentos destinados a mas de
una especie.

15



Como se mencioné anteriormente, las opciones de un extrusor amplian las posibilidades de
aplicacion en la produccion de alimentos (Mendoza, 1993), lo cual depende de:

O las materias primas que se incorporan en la formulacion,

O la capacidad de controlar el proceso (tiempo, temperatura, humedad, densidad del
producto, grado de daiio fisico y velocidad de suministro) y por ende la calidad del
producto (Cluet, 1990).

Por otra parte, en lo que concierne al reciclamiento de los subproductos hay tres aspectos
fundamentales que se deben tomar en cuenta:

1) Esterilizacion.- la extrusion tiene la ventaja de ser un proceso rapido que implica alta
temperatura y presion, lo que garantiza casi al 100% que el producto extruido este libre de
patogenos.

2) Humedad.- el intervalo de humedad considerado para obtener productos estables en
condiciones comerciales de almacenamiento es de 9 a 12 %. En el caso de la harina de pluma al
ser co-extruida con un agente seco (eg. grano de soya, humedad 7 %) se llega a reducir la
humedad del producto, haciendo posible la complementacion de sus caracteristicas nutricionales
(cf Técnicas de procesamiento, Mendoza, 1993). Industrialmente existe la posibilidad de
exprimir la pluma que naturalmente contiene un grado de humedad de 60%, a un 10%. Sin
embargo optamos por la tecnologia de co-extrusién ya que nos permite prescindir del prensado
(Menassa, 1982).

Para llevar a cabo esto se recomiendan, segin Mendoza (op.cit.), las siguientes
alternativas;
O remover el maximo de humedad antes de la co-extrusion por medio del
prensado u otra técnica de remocion de agua
O incluir la cantidad minima posible para alcanzar la humedad deseada
O extruir el material mas de una vez

3) Constancia del producto.- para obtener productos acabados con una calidad constante
(consistencia en el contenido de nutrientes de los diferentes lotes ), es necesario:

O utilizar materia prima con valores quimico-nutricionales constantes 0 ajustar la
formulacion cuando varian

O mantener condiciones de proceso uniformes (temperatura, humedad y presion)

O usar aditivos como antioxidantes y antimicrobianos 6 fungicidas
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2.11) ANALISIS FINANCIERO DE LA TRANSFORMACION DE PLUMA CRUDA
MEDIANTE LA HIDROLISIS POR COCCION, HIDROLISIS ENZIMATICA Y
EXTRUIDA PARA LA OBTENCION DE DIFERENTES INGREDIENTES
PROTEICOS.

En la actualidad, en nuestro pais, no se producen harinas de un solo subproducto avicola.
El inconveniente que se suscita al mezclar y transformar estos subproductos (piel, cabeza, pico,
visceras, plumas, hueso y en algunos casos desperdicios de incubadora ) es la variabilidad en los
nutrientes de las harinas, por lo que su precio en el mercado generalmente tiende a fluctuar. Por
ello, los resultados de los estudios que prueban y establecen mejores rutas de transformacion y/o
determinan el valor nutricional de éstos subproductos en la alimentacién animal (incluyendo los
organismos acuaticos), justifican el decidido esfuerzo para su reincorporacion a la produccion
animal.

Podria considerarse en cierto momento que el hecho de utilizar plumas de diferentes
especies (por ejemplo: para completar un lote) pudiera implicar cierto grado de variabilidad del
producto, no obstante hasta la fecha no ha sido discemido algin constituyente que sea particular
para cada especie. Ya que el andlisis quimico revela que existen pocas diferencias en la
composicion de las plumas de las diferentes especies. Las variaciones mais importantes parecen ser
debidas en particular a la edad de los animales (siendo la proporcién de agua notablemente mas
elevada en los organismos jovenes), de aqui que sea una primera constante em cuanto a su
composicion. De hecho, se puede atribuir a dos factores la eventual variabilidad entre las harinas
de pluma : a) el tratamiento en si mismo: la hidrolisis ( la duracion de la coccion, temperatura y
presion; 2) las condiciones de almacenamiento antes y después del tratamiento (Menassa, 1982).

Por otro lado, dentro del contexto nacional el \inico proceso de transformacion que se
aplica a los subproductos avicolas es la hidrélisis por coccion, ya sea en cocedores con vapor y
presion 6 en quemadores de flama directa. La gama de materiales derivados de este tipo de
subproductos tales como: harinas, concentrados proteicos, plumas virgenes y visceras por
separado 6 no, se comercializan de dos maneras:

1) La venta de los 1astros a los centros de acopio a un precio promedio de $53
MN./ Ton de pluma virgen con visceras y cadiveres (en caso de solicitar algin
subproducto por separado, el precio aumenta, $2 M.N.). Los subproductos
transformados se venden en forma de harma en $1,400 M.N./ ton, ($37 M.N. costo
del proceso), (Mendizabal, APELSA, com. pers., 1996).

2) Algunos rastros ¢ pequeiias plantas de transformacién que producen harinas a
partir de estos subproductos las venden para la alimentacién animal, a un precio de
$1,800 M.N./ Ton. (Cantii, L., Materias Primas para Alimentos Pecuarios. com. pers.,
1996).
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Otro tipo de manejo es la transformacion 6 reciclado de los subproductos en la misma area
del rastro avicola para canalizarlos en forma de harina a la alimentacién de los pollos. De ésta
manera, el reciclado de subproductos permite crear beneficios directos a las empresas que los
generan (Sanchez, RASTRO S.A. de C.V. com. pers., 1995), en lugar de ocasionar problemas
innecesarios de contaminacion y/o representar gastos por su eliminacion.

Los precios mencionados son actuales (Enero de 1996), sin embargo estan sujetos a la
demanda y eventualmente se pueden elevar considerablemente, como ejemplo de ello, ya se
menciond que las harinas de pluma hidrolizadas adecuadamente por el método tradicional tienen
menor variabilidad en sus nutrientes, lo que propicia una mayor demanda y precio en el mercado,
el cual puede alcanzar de $200 a 290 U.S. dlls. 6 de $ 1,500 a 2,175 M.N. (tipo de cambio, $7.50
M.N./dolar). El calculo de los costos se hizo en base al promedio de los precios de la revista
semanal Feedstuff, de Febrero/15 y Mayo/17 de 1993.

Con el fin de contar con un parametro de comparacion en la Tabla 6 se presentan los
costos de una tonelada de harina de pescado y de harina de pluma hidrolizada por coccién. En
esta Tabla se puede apreciar que el costo de la harina de pluma por tonelada representa apenas el
49.39 % del costo de la harina de pescado.

Se ha mencionado en los diferentes capitulos que el procesamiento de la pluma hidrolizada
enzimaticamente, requiere de una pre-mezcla enzimatica por lo que el costo que alcanza el
proceso de transformacion de una tonelada de pluma, oscila entre $50 y 100 MLN. (De Hoyos,
APLIGEN, com. pers.), (de $13 a 63 M.N.mas caro que el proceso de 1a hidrolisis por coccion).

TABLA 6. COMPARACION DE COSTOS DE LA PROTEINA DIGESTIBLE DE LA
HARINA DE PESCADO Y HARINA DE PLUMA

AS gl;%"; f‘iﬂ“‘A COSTO | DIGESTIBILIDAD'| CPPD
HARIN %

(Base seca) $SML.N./ton % SM.N./kg
HARINA DE

PESCADO 72.48 3,300 90 5.05
HARINA DE

PLUMA 81.78 1,630 43.2 4.62
HIDROLIZADA
POR COCCION

» § M.N., moneda nacional, CPPD, costo por punto de proteina digestible.
1, Los porcentajes de digestibilidad se tomaron de Tacon, G.J.A., (1989)
y Castro, et al., (1993).
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En la Tabla anterior, los datos de la columma de costo por punto de proteina digestible
(CPPD) se ajustaron con el siguiente calculo:

72.48 % PC x 90 % de digestibilidad / 100 = 65.232 %, que representan 652.32 kg de
protema digestible en una tonelada de harina de pescado, entonces para obtener el costo por
kilogramo de dicha fraccion nutricionalmente eficiente, se realizé el calculo siguiente:

$3,300 M.N. / 652.32 kg = $5.05 M.N./ kg de harina de pescado digestible.

Cabe hacer notar que no se conserva el diferencial de la magnitud porcentual entre los
costos por tonelada ni de los CPPD's, de ambas harinas (50.60 % diferencia entre los costos por
tonelada y 8.51% diferencia entre los CPPD's), por ello observamos que al disminuir la
digestibilidad del ingrediente aumenta en consecuencia su costo por kilogramo de proteina
digestible. De hecho, en este estudio pretendemos hacer enfasis en el proceso de transformacion
con miras a mejorar la digestibilidad de la pluma, para que de esta manera sea susceptible de ser
incorporada en mayores porcentajes, y asi verse reflejado en el costo final del alimento.

Por otro lado, se determiné utilizar en las dietas experimentales del presente estudio un
nivel de proteina de 31%. Este porcentaje representa el minimo requerimiento proteico de
Penceus vannamei en nuestras condiciones experimentales (Facultad de ciencias Biologicas,
U.AN.L., 1993). Esto garantizara que los camarones utilicen de forma eficiente la proteina
suministrada en el alimento, lo cual, permitira determinar el aprovechamiento biologico de la
proteina de la pluma, la queratina.

La sustitucion parcial del porcentaje de inclusion de harina de pescado en las dietas
experimentales por los hidrolizados enzimiticos sera de un 10% y en una sola dieta se efectuara
una sustitucion (tan solo con un tratamiento) de un 18%. Estos porcentajes se determinaron
después de analizar los resultados sobre valor nutricional obtenidos de estudios que han utilizado
harina de pluma hidrolizada por coccion como ingrediente proteico. Es conveniente comentar que
la mayor parte de estos estudios han empleado peces como organismos experimentales, eg.
Steffens, (1994); Kikuchi, et al. (1994); Bishop, eral(1995). También estos porcentajes
garantizan una disminucion atractiva del costo del ingrediente proteico (Tablas 6 y 7), lo cual a
nivel comercial se veria reflejado en el precio del alimento que contenga, como parte de la
proteina, harinas de subproductos avicolas.

Como marco de referencia, en la Tabla 7, se muestra la diferencia del costo entre dos
ingredientes proteicos, como son:

1) 100 kg de harina de pescado y

2) 100 kg de harina de pescado combinados con harina de pluma hidrolizada por coccion,
a razom de (66:33), respectivamente.
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TABLA 7. COMPARACION DE COSTOS DE DOS INGREDIENTES PROTEICOS

|| INGREDIENTE CANTIDAD (kg) N$/kg COSTO TOTAL, $ MLN.

HARINA DE PESCADO 100 33 330.00
HARINA DE PESCADO 66.67 3.3

+ 274.35
HARINA DE PLUMA 33.33 1.63
HIDROLIZADA POR

COCCION
Diferencia, $ 55.65 M.N.

Observamos que a cantidades iguales de estos ingredientes la diferencia en el costo es de
16.86 %, sin embargo, ésta es susceptible de fluctuar en funcion de su calidad nutricional y la
variacion anual de la demanda en el mercado.

En el segundo ingrediente compuesto, el aporte proteico de la harina de pescado es de
72.48% y el de la harina de pluma procesada por coccion es de 81.78%, lo que en proteina total
digestible corresponde a 65.23 y 35.33% respectivamente.

La diferencia del costo entre ambos ingredientes proteicos, se magnifica cuando el
volumen del alimento que se maneja es considerable, sin embargo, lo anterior esta sujeto a los
resultados de la tasa de conversion alimenticia, porcentaje de sobrevivencia, tasa de crecimiento,
etc; que se demuestren en el presente estudio.
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3) OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar y comparar el valor nutricional de la pluma cruda de pollo, transformada
mediante coccion e hidrolisis enzimatica, co-extruidas con pasta de soya.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar las diferencias nutricionales existentes entre los siguientes ingredientes
proteicos experimentales: harina de pluma hidrolizada por coccién co-extruida con pasta soya
(HPHCex) e hidrolizados enzimaticos de pluma a diferentes tiempos (30, 60 y 120 minutos)
co-extruida con pasta soya (HEP30ex, HEP60ex, HEP120ex), como constituyentes de dietas
para el camarén blanco del Pacifico, Penaeus vannamei.

2) Determinar el tiempo de hidrélisis enzimatica al cual debera de ser sometida la pluma
cruda para alcanzar el mayor grado de digestibilidad y que promueva la mejor tasa de crecimiento
del camaron blanco del Pacifico, Penaeus vannamei.

4) ORIGINALIDAD

La identificacion y valorizacion de fuentes no convencionales de proteina que en funcién
de su eficiencia nutricional y digestibilidad puedan sustituir en cierta medida a la harina de
pescado en los alimentos balanceados para la camaronicultura.

Establecer la ruta de transformacion de los subproductos avicolas que permita conferirles
un valor agregado, dado su rendimiento y calidad nutricional como ingrediente proteico en los
alimentos balanceados para la camaronicultura.

5) HIPOTESIS DE TRABAJO

1) Si la harina de pluma hidrolizada por coccion 6 el hidrolizado de pluma poseen una
cantidad y calidad proteica adecuada, entonces esta fuente de proteina puede ser utilizada como

sustituto parcial para reemplazar un porcentaje de la harina de pescado, en los alimentos
balanceados para la camaronicultura.

2) Si la tecnologia de extrusion es capaz de mejorar las caracteristicas nutricionales y
funcionales de los ingredientes, entonces al ser aplicada a la harina de pluma hidrolizada por
coccion y al hidrolizado enzimatico de pluma en conjunto con la pasta de soya, se podra obtener
un solo ingrediente con un perfil de aminoacidos optimizado y con una mejor digestibilidad.

3) Si el tiempo de hidrélisis enzimatica influye en el tamaifio de los péptidos de la proteina
de la pluma, éste factor determinara su utilizacion nutricional; entonces al controlar éste proceso,
se podran obtener péptidos de un tamaifio conveniente para su optima utilizacion.
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6) MATERIAL

6.1) MATERIAL BIOLOGICO

* Penaeus vannamei, juveniles SPF-High Health de aproximadamente 0.5 g , procedentes
de la incubadora GENESIS S.A. de C.V.

» Plumas crudas de pollo de engorda, provenientes del desplumado en un rastro avicola,
(Estirpes: Ross, Schaver, Babcock)

» Harinas de pluma de pollo hidrolizada por coccion, proporcionada por Darling
International Inc.

* Ingredientes diversos para complementar las caracteristicas nutricionales del
alimento balanceado terminado

* Hidrolizados enzimaticos de pluma de pollo

6.2) SALA DE BIOENSAYOS (Progama de Maricultura, FCB, UANL)

Para llevar a cabo el bioensayo se cuenta con una sala que consta de un circuito cerrado,
con agua marina artificial, cuya calidad esta regulada por un filtro biologico. La seccion
experimental esta constituida por 48 acuarios de fibra de vidrio que miden 60 x 30 x 35 ¢cm cada
uno con capacidad de 60 litros y 3 estanques destinados para preengorda con dimensiones de 1.4
x 1.5 x 0.4 m con una capacidad de 500 litros, ademas de 6 acuarios cilindro-cénicos de
polietileno con un diametro de 25 cm por una altura de 60 cm y una capacidad de 16 litros. El
suministro de aire a los acuarios se realiza mediante un sistema de aireacion tipo "Airlift",
alimentado por una bomba de aire.

6.3) EQUIPO PARA LOS ANALISIS BROMATOLOGICOS, LA ELABORACION
DE LAS DIETAS Y LA MEDICION DE LOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS.
(Laboratorio de Nutricion del Programa de Maricultura, FCB, UANL)

¢ Analizador LABCONCO para fibra

+ Balanza digital (0.0001) "OHAUS" con capacidad de 400 g.

+ Campana de flujo lammar

+ Digestor y destilador marca TECATOR, para determinacion de proteina
+ Espectrofotémetro UV / Visible

+ Estufas eléctricas.

¢ Homo eléctrico "Thermolyne”, 1500.

¢ Soxhlet marca TECATOR, para grasa

22



( Planta de extensién de procesado de alimentos, del Programa de Maricultura, UANL )

+ Balanza electronica "TO-R-EY"

+ Batidora "Kitchen Aid" con capacidad de 5 litros.
+ Congelador

¢ Extrusor Insta-pro (600 Jr).

+ Mezcladora vertical Hobart 80 litros (3 Hp)

¢ Molino "Moulinex"

¢ Molino de came "TO-R-EY", (1 Hp.).

¢ Turbo molino "Pulvex"”

+ Secadora "Shel lab", 1330 FX.

¢ Centrifuga con control de temperatura

(Laboratorio de Nutricién del Programa de Maricultura, FCB, UANL)
¢ Oximetros

+ Potenciometro ORION
+ Refractéometro
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7) METODOS

7.1) PROCESO PARA LA OBTENCION DE HARINA DE PLUMA HIDROLIZADA
POR COCCION.

El método de transformacion por coccion al vapor implica varias combinaciones de
presion, teruperatura y tiempo. Este método se aplica de manera rutinaria a la pluma de ave para
obtener un ingrediente proteico, como se muestra en el diagrama siguiente:

SE CARGA UN COCED?»R CON PLUMA CRUDA

SE LLENA CON VAPOR CALIENTE HASTA
ALCANZAR 60 psi Y 120 °C, DURANTE 30 min
7
SE CIERRA EL PASO DEL VAPOR AL COCEDOR
PARA ENFRIAR EL PRODUCTO (PROCESO QUE DURA
30 min; APROX.), LO QUE DA UN TIEMPO TOTAL
DE COCIMIENTO DE 60 min
W
SE DESCARGA DEL COCEDOR LA PLUMA COCIDA
( CON 60 % DE HUMEDAD)
v
SE SECA EL PRODUCTO
A TRAVES DE UN SECADOR DE ANILLO
DURANTE 20 min
SE MUELE Y SE ALMACENA EN ESTANQUES
7
HARINA DE PLUMA HIDROLIZADA POR COCCION, (HPHC) |

Cabe mencionar que éste proceso se lleva a cabo en las diferentes industrias alimenticias
como Rastro S.A. de C.V., N.L. en México y DARLING INTERNATIONAL INC., en E.U.A. De
esta ultima recibimos la harina de pluma hidrolizada por coccién, para ser utilizada en la fase
experimental de la presente investigacion.

A continuacion se presenta una escala de conversion de pluma hiumeda en pluma seca y en
harina (en Toneladas), con fines de facilitar la apreciacion del rendimiento de este tipo de

transformacion,

1 2 | ? : 4! i § : f} : ? — Plumas a 60% de humedad
t 1. : ? T Secas
05 1.0 1.b 2.0 25
' v T ' i Harina (rendimiento 35%)



7.2) PROCESO PARA LA OBTENCION DE UN INGREDIENTE PROTEICO A BASE
DE PLUMA DE AVE, MEDIANTE HIDROLISIS ENZIMATICA

El siguiente diagrama muestra el proceso de hidrolisis enzimatica que se sigud para
obtener los diferentes ingredientes proteicos constituidos por pluma de ave.

PLUMA CRUDA FRESCA
¥ .

MOLER, (HUMEDAD ~ 65 %)

evaporacién W (temperatura ambiente ~ 37°C)
COLOCAR LA PLUMA MOLIDA EN EL RECIPIENTE METALICO
(DE PAREDES INTERNAS PULIDAS) DE UNA MEZCLADORA
VERTICAL
v
ES UN REQUISITO PARA LA HIDROLISIS ENZIMATICA, QUE
LA PLUMA MOLIDA TENGA UNA HUMEDAD MINIMA DE
35%
W

AGREGAR EL 2.5% (DEL PESO DE LA PLUMA HUMEDA) DE
PREMEZCLADO ENZMAHC?,( No. 1955, INSTA PRO)

MEZCLAR MECANICAMENTE PARA EFICIENTIZAR LA
HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA PLUMA PREMOLIDA
(LOS TIEMPOS DE HIDROLISIS, DE CADA UNO DE
LOS TRATAMIENTOS:I'SERAN : 30, 60' Y 120)

AL TERMINO DE CADA TIEMPO DE HIDROLISIS,
DETENER LA MEZCLADORA PARA SACAR UNA CANTIDAD
DE PLUMA Y PARAR LA HIDROLISIS MEZCLANDO LA
PLUMA CON UN AGENTE SECO
(PASTA DE SOYA HUMEDAD 7%)

EN UNA PROPORCION DE 1:1
( PLUMA HIDROLIZABA:PASTA DE SOYA)

HIDROLIZADO ENZIMATICO A BASE DE PLUMA DE AVE Y
PASTA DE SOYA (HUMEDAD ~ 24 %), (HEP).
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7.3) CO-EXTRUIDO DEL HIDROLIZADO ENZIMATICO DE PLUMA (HEP) Y DE LA
HARINA DE PLUMA HIDROLIZADA POR COCCION (HPHC) CON PASTA DE
SOYA

El diagrama siguiente muestra un e¢squema generalizado del proceso de co-extrusion, el
cual se aplicé al hidrolizado enzimitico de pluma (HEP) y a la harina de pluma hidrolizada por
coccion (HPHC). Cada ingrediente proteico fue procesado en conjunto con pasta de soya para asi
obtener el hidrolizado enzimatico de pluma co-extruido (HEPex) y la pluma hidrolizada por
coccion co-extruida (HPHCex). Estos ngredientes proteicos experimentales fueron incluidos en
los porcentajes ya mencionados, mezclados y peletizados con el resto de los ingredientes que
constituyeron cada una de las dietas tratamiento, (Tablas 11y 12 ).

(HEP) (HPHC)
N ¢
CO-EXTRUIR
(MEZCLA DE PLUMA PROCIiSADA—PASTA DE SOYA, 1:1)

SECAR, EXTENDIENDOQO EL PRODUCTO EN UN AREA VENTILADA

HIDROLIZADO ENZIMATICO CO-EXTRUIDO DE HARINA
DE PLUMA, CO-EXTRIUDO PLUMA HIDROLIZADA
(HEPex) POR COCCION, (HPHCex)

hY] %4
CARACTERISTICAS APROXIMADAS:
Humedad 7.40 %

Proteina cruda 58.96 %
Grasa cruda 3.45%
Fibra cruda 3.1%

v
MEZCLAR CON EL RESTO DE LOS INGREDIENTES,
LOS CUALES SE INCORPORARAN A LAS DIETAS EN

PROPORCIONES CONSTANTES
W
EXTRUIR EN UN MOLINO DE CARNE
2
SECAR
v
ALIMENTO TERMINADO
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CONFIGURACION Y TEMPERATURAS DEL EXTRUSOR

Los ingredientes proteicos HEP y HPPC fueron preacondicionados mediante la técnica de
co-extrusion en seco, con miras a aumentar su digestibilidad.

El extrusor es un transformador de materias primas muy versitii que nos permiti6
mediante la configuraciéon de diferentes anillos de restriccion, mantener las condiciones de presion
y temperatura (138-148 °C) ideales durante el proceso de transformacion. Esta combinacion de
anillos, es: un anillo de 3 5/8 de pulgada, seguido de tres anillos de 3 3/4 de pulgada y una
abertura del cono de salida de 1/2 pulgada. Los anillos de presion se montan en el eje y se

comienza con el de mayor diametro (3 5/8) por el lado donde se inicia el proceso (entrada), ver
Figura 2.

FIGURA 2. CORTE LONGITUDINAL DEL CILINDRO DE UN EXTRUSOR QUE MUESTRA
LA POSICION DE LOS ANILLOS DE PRESION, DEL CONO NARIZ , LA
CONFIGURACION Y LA DIRECCION DEL PROCESO

TOLVA PARA RECIBIR
LA MATERIA PRIMA

h

[N

»POD>»—2Z2mM

CONO NARIZ

J

= SALIDA

CILINDRO EXTRUSOR

ANILLOS DE PRESION

Configuracion de los anillos de presion :3 5/8, 3 3/4 ,3 3/4, 3 3/4 pulgadas
Cono nariz : 1/2 pulgada.

Temperatura durante el proceso : 138 - 148 *°C (280 - 300 F)
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7.4) METODO PARA DETERMINAR LA PROTEINA SOLUBLE

Esta técnica nos permitié conocer el grado de hidrélisis de un sustrato proteico y su
principio es la determinacion cuantitativa de las especies quimicas nitrogenadas (aminoicidos,
péptidos de bajo peso molecular y amonio) que han sido producto del rompimiento de los enlaces
que las mantienen unidas a los esqueletos moleculares de origen (polipéptidos), por la accién
enzimitica. El procedimiento de éste método (Pacheco,R., 1995. comm. pers.) se describe en el
diagrama siguiente y se aplico a los hidrolizados enzimaticos a diferentes tiempos, la pluma cruda
molida, a la pasta de soya y a una mezcla de éstos dos ultimos sin extruir, con la finalidad de
cuantificar dicha concentracién y asi tener una medida del grado de la accidn hidrolitica que se
logré con la premezcla enzimitica Insta-Pro al ser aplicado a la proteina de las plumas
{Queratina).

PESAR 1g DE MUESTRA

AGREGAR 10 m] ]?bE BUFFER TRIS *
DEJAR DISOLVER DURANTE 90 MINUTOS,
AGITANDOQO REPETIDAS VECES CON UN
VORTEX
v

CENTRIFUGAR (15 MIgUTOS / 6°C / 5,000 rpm)

DECANTAR EL &OBRENADANTE

AGREGAR TCA AL 10 ‘{clu'DEL VOLUMEN FINAL

AGITAR
7
FILTRAR EN UN EMBUDO DE VIDRIO
CON UN PAPEL‘\’VAI'I MAN No.2
LEER LA ABSORBANCIA A 280 nm
DEL SOBRENADANTE

CONCENTRACION EN mg/ ml

* Tris { 0.005 M) NaCl1( 0.0085 M) pH 7.5
Fuerza Ionica = 0.05 + NaOH (0.1 N)
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7.5) LIXIVIACION

Para determinar la estabilidad del alimento en el agua se aplicé el método propuesto por
AQUACOP (1978). Para ello se emplearon canastillas de tela de alambre metalica (con luz de
malla de 1.0 mm) de forma cubica y dimensiones de 4.5 x 4.5 x 8 cm, las cuales se llevaron a peso
constante (Pc, con una exactitud de dieziilésimas) sometiéndolas a 70°C en una estufa durante 12
horas. Enseguida se colocd aproximadamente 1.0 g del alimento peletizado (P1, éste peso debe
transformarse a base seca para aplicarse en la formula). Una vez las canastillas con la muestra se
mstalan en el aparato de lixiviacion para sumergirlas en el agua marina sintética por un periodo de
1 una hora, y someterlas a un constante movimiento ondulatorio de 6 cm de amplitud por cada
12 segundos.

Al término del tiempo predeterminado, las canastillas se sacaron del agua y se dejaron
escurrir para calentarlas a 70 °C en una estufa durante 24 horas y asi obtener el peso constante
(P2); previo enfriamiento en un desecador durante 5 minutos.

La pérdida de peso de los pellets se reporta en porcentaje de la materia seca, especificando
el tiempo de inmersion, al aplicar la siguiente formula:

Pérdida de materia seca= (P1-Pc) - (P2-Pc)_ % (1 h)

(P1-Pc)

en donde: Pc = peso canasta seca
P1 = peso canasta + alimento peletizado (en base seca)
P2 = peso canasta + alimento lixiviado seco

Fig. 3. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE
PERDIDA DE LA MATERIA SECA DE UN ALIMENTO LIXIVIADO

MOTOR

Srpm ]:6 cm

canastillas pellets

[/J > [4]> BN =R

agua maring

PC P1 LIXIVIACION ESTUFA P2
70°C/ 24h
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7.6) FORMULACION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Durante la fase experimental las dietas que se utilizaron fueron isolipidicas e isoprotéicas
(31%), con el proposito de comparar los resultados de cada dieta.

Para determinar las cantidades de los ingredientes que se emplearon en las formulaciones
se utilizaron los resultados de los analisis de nutrientes de cada ingrediente (Tabla 8). El calculo
cuantitativo de los ingredientes de cada formmla se realiz6 con ayuda del programa Excel.

TABLA 8. PARAMETROS CONSIDERADOS EN LOS ANALISIS BROMATOLOGICOS DE
LOS INGREDIENTES Y LAS DIETAS

PARAMETRO METODO ||

Humedad » Calentamiento a 60°C /24 h
Proteina > Nitrogeno total !

Lipidos > Extraccion con éter / 68°C/ 1h?
Fibra cruda > Digestibilidad acida y basica
Ceniza » Incineracion ( 600°C / 24 h)
Digestibilidad » Invitro ®

Estabilidad » Lixiviacion de la materia seca

VVVYVYVY

1) Micro-Kjeldahl, para convertir el nitrogeno total a porcentaje de proteina
cruda se utilizara el factor de 6.25

2) Con un aparato tipo Soxhlet

3) Con Tripsina de pancreas porcino (Tipo IX), Tripsina de pancreas bovino
(Tipo XI) y "Hepatopancreatina” del hepatopancreas de camarén

DIETAS QUE SE UTILIZARAN EN EL BIOENSAYO DE CRECIMIENTO

Los objetivos primordiales a determinar, tomando como criterios los sefialados en la Tabla
9, son :

O El tiempo optimo de hidrélisis enzimatica de la phama que promueva el mejor
crecimiento,

O La identificacion de la técnica de procesamiento (hidrolisis por coccion y la hidrélisis
enzimatica) que le confiera una adecuada digestibilidad.

Para obtener los ingredientes proteicos experimentales se realizaron los procedimientos
descritos en las secciones 7.2 y 7.3, y el nivel de inclusion en las dietas fue de 9 a 18 %. Del resto
de los ingredientes (Tabla 10) variaron algunos (la harina de trigo, pasta de soya, celulosa, aceite
de pescado, fosfato monosodico y la mertionina) debido a los ajustes durante la formulacién. El
resto de éstos se incluyeron en cantidades constantes para que las variaciones de los parametros a
medir sean causadas unicamente por las harinas de los subproductos.
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TABLA 9. PARAMETROS ZOOTECNICOS QUE SE CONSIDERARON EN EL
BIOENSAYO DE CRECIMIENTO

PARAMETRO FORMULA
GANANCIA GP = peso mnicial - peso final x 100
EN PESO peso inicial
TASA DE CONVERSION TCA = _alimento consumido (g)
ALIMENTICIA peso del organismo (g)
RAZON DE EFICIENCIA PER = incremento del peso ()
PROTEICA proteina ingerida (g)
PORCENTAJE DE S = No.de camarones al inicio - No.de camarones al final x 100
SOBREVIVENCIA No.de camarones al inicio

PORCENTAJE DE
DIGESTIBILIDAD IN

Dig VT = pendiente de la proteina experimental x 100
pendiente de la proteina de referencia

VITRO
ALIMENTO CONSUMIDO AC=g deA S . -(g de A. S. x % de A. recolectado)
EN 30 DIAS (CORREGIDO ntmero de individuos
POR MORTALIDAD )

> A.8,, alimento suministrado

De manera adicional se llevé a cabo el monitoreo de parametros hidrologicos para
determinar la calidad del agua, como son: pH (potencidmetro), oxigeno disuelto (oximetro),
salinidad (refractémetro) y material colorimétrico para la determinacion de amonio, nitritos y

nitratos.

En la Tabla 10, a manera de ejemplo, se enlistan los porcentajes de inclusion de los
ingredientes mas cominmente empleados en el alimento para camarén (Cruz, S.,1990), los que de
manera semejante se adaptaron en las formulaciones de la presente investigacion.
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TABLA 10. INGREDIENTES DE UNA DIETA COMUN PARA CAMARON

INGREDIENTES
HARINA DE PESCADO

PORCENTAIJES *

PASTA DE SOYA

HARINA DE CAMARON

GLUTEN DE TRIGO

5-15

HARINA DE TRIGO

3-8

ACEITE DE PESCADO Y LECITINA

1.5-35

SOLUBLES DE PESCADO

2-5

MEZCLA VITAMINICA

VITAMINA 'C

0.05

DL-METIONINA

0.5

CLORURO DE COLINA

0.5

COLESTEROL

0.5

INOSITOL

02-06

MEZCLA DE MINERALES TRAZA
FOSFATO MONOSODICO

* Rango de utilizacion de los ingredientes

7.7) METODO PARA EVALUAR LA DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LAS DIETAS

Con la finalidad de simular la accion fisiologica de la principal proteasa hepatopancreatica
de los camarones se probaron dos enzimas comerciales Tripsina (Tipo [X) del pancreas porcino,
Tripsina (Tipo XI) del pancreas bovino, asi como un extracto enzimatico del hepatopancreas de
camaron, no comercial, denominado "hepatopancreatina” (graciosamente donado por la Dra.
Olimpia Carrillo). Lo anterior se llevo a cabo para establecer un sistema de digestibilidad in vitro
que nos permitio prescindir de la tripsina homologa de Penaeus vannamei, ya que su obtencion
implica la colecta de una cantidad importante de hepatopancreas, su aislamiento y purificacion.

Los ensayos de digestibilidad con éstas enzimas se aplicaron por duplicado a la dieta
control, a cada una de las dietas experimentales (HPE30ex, HPE60ex, HEP60OEX2, HPE120ex2 y
HPHCex) asi como a dos dietas’ que Nieto (1995) les determiné su digestibilidad con la técnica
de digestibilidad in vivo y a una proteina estandar {(albiimina de bovino) que sirvié como puato de
referencia (100%) para estimar la digestibilidad /n vitro de las dietas mencionadas.

1 Estas dos dietas se incluyen con ls finalidad de determinar el sistema enzimstico que presente el mayor grado de
refacion eutre ambas técnicas in vivo ¢ in vitro. Con esto, 6 buscs un método ripido y menos oneroso que estime con un alto
grado de efectividad la digestibilidad sparente de las dietas 6 ingredientes de mterés.
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La estimacion de la digestibilidad in vitro fue efectuada por el sistema pH-shift, de
acuerdo al protocolo descrito por Lazo (1994) y modificado por el Dr. R Mendoza A. y el Ocean.
A.De Dios U. en 1995, el cual se describe a contmuacion:

MUESTRA DE HARINA DE PLUMA
FINAMENEE MOLIDA

50 ml DE SOLUCION PROTEICA (5.0 mg de proteina /ml)
AJUSTAR EL pH ENTRE 8.0- 8.4
AGREGAR LA MUESTRA PREVIAMENTE PESADA Y
ASIDEJARLA HIDRATAR ENTRE 60 Y 90 MINUTOS
A TEMPERATURA AMBIENTE.

AGITAR DE VEZ EN CUANDO.

v
SOLUCION ENZIMATICA (3.1 mg de Tripsina / ml)
AJUSTAR EL pH A 8.0 A TEMPERATURA AMBIENTE
(CONSERVAR EN UN BANO DE HIELO)

v

AGREGAR 5 ml DE SLON. ENZIMATICA A LA
SLON. PROTEICA Y LEER EL pH INICIAL
L/

MANTENER LA MEZCLA EN CONSTANTE AGITACION
EN UN BANO MARIA (37°C) Y SIMULTANEAMENTE
REGISTRAR LA CAIDA DEL pH CADA MINUTO CON UN
POTENCIOMETRO DIGITAL, DURANTE UN LAPSO DE
10 MINUTOS.

v
COMPARAR LAS PENDIENTES DE LAS

REGRESIONES MEDIANTE UNA PRUEBA "¢
CONSIDERANDO UNA PROTEINA ESTANDAR
(ALBUMINA DE BOVINO)

CALCULO DEL PORCENTAIJE DE
DIGESTIBILIDAD IN VITRO, (Tabla 9)
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7.7.1) ESTANDARIZACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Con la finalidad de comparar los productos de la reaccion de las diferentes enzimas se
consideraron la actividad de éstas, medidas en unidades BAEE / mg de proteina. Para ello se
tomé como referencia la actividad que presentaba la Tripsina porcina (Tipo IX) realizandose los
calculos que se presentan a continuacion:

Enzima BAEE / mg de proteina Promedio mg de Enzima Actividad
en S ml
_— —— —  _—— — —————— E
Trnpsina porcina 13,000 a 20,000 *16,500 EN3.1 mg 255,750
Tripsina bovina 6,000 a 9,000 7,500 EN 6.82 mg 255,750
Hepatopancreatina 8,000 8,000 EN 6.39 mg 255,750
(camaron)

Considerando que 5.0 ml contienen 15.5 mg de Tripsina Tipo IX (3.1 mg / ml),
equivalentes a 255,750 BAEE / mg de proteina, entonces para ajustar los mg de Tripsina Tipo XI
y asi estandarizar las unidades, hacemos:

16,500 x 3.1 .. 6.82 mg de Tripsina Tipo XI
7,500

7.8) TIEMPO DE TRANSITO

Una medida practica pero indirecta de la digestibilidad de un alimento es el tiempo que
transcurre desde el momento en que el camardn comienza a dilacerar €] pellet hasta que aparece el
primer indicio de heces fecales.

Este método se aplicé al grupo de dietas experimentales siguiendo el protocolo que a
continuacion se describe:

Se eligieron cuatro camarones de peso homogéneo y se alimentaron ad /ibitum con la
dieta control (DC) a base de harina de pescado durante tres dias, después se sometieron por un
periodo de 48 horas a inanicion con el objeto de eliminar los restos del alimento en el tracto
digestivoe cuidando que el fondo del acuario no tenga heces ya que los camarones las consumen.
Al tercer dia se inici0 la alimentacion midiendo el tiempo de transito de cada umo de los
camarones, los cuales representan las unidades 6 replicados. Esta medida puede presentar una
relacion inversa a la digestibilidad in vivo (Mendoza, R., com.pers.).

Adicionalmente se busco el grado de correlacion que guarden los valores de tiempo de

transito de las dietas experimentales y la dicta control con los valores obtenidos mediante la
aplicacion de la técnica de digestibilidad in vitro, la cual se describe en la Seccion 7.7.

34



7.9) DISENO EXPERIMENTAL

En el experimento se prob6 un total de cinco dietas experimentales, como son : las que
contendran alrededor de un 15 % de los hidrolizados enzimiticos de pluma (HEPex) a diferentes
tiempos (60 y 120 minutos) (HEP60ex y HEP120ex), una dieta con 18 % de HPE60Oex
(HPE60ex2), una dieta con 10% de harina de pluma hidrolizada mediante el método de coccion a
presion-vapor y una dieta control (DC) con un 20 % de harina de pescado. En la Tabla siguiente
se muestran los porcentajes aproximados de inclusion de los ingredientes en cada una de las
dietas.

TABLA 11. PORCENTAJES DE INCLUSION DE LA HARINA DE PESCADO,
HIDROLIZADOS ENZIMATICOS Y LA HARINA DE PLUMA
HIDROLIZADA POR COCCION EN LAS DIETAS EXPERIMENTALES O
TRATAMIENTOS

FUENTES DE DIETAS EXPERIMENTALES O TRATAMIENTOS

PROTEINA DIETA
CONTROL | HEP60ex | HEP120ex | HPE60ex2| HPHCex

HARINA DE 20 % 15 % 15 % 10 % 15 %
PESCADO

HIDROLIZADOS 10% 10% 18 %
ENZIMATICOS

HARINA DE
PLUMA 10%
HIDROLIZADA
POR COCCION

> HEP60ex, hidrolizado enzimatico de pluma de 60 minutos co-extruido con
pasta de soya, etc.

En cada unidad experimental se utilizaron 60 juveniles Penaeus vannamei de un peso
promedio de 0.32 de gramo, repartidos en cuatro acuarios 0 replicados, dentro de un diseiio
experimental de bloque en donde los tratamientos fueron distribuidos completamente al azar. Para
este fin se sortearon los acuarios que fueron asignados a cada replicado.

Para definir los distintos grupos se peso cada camaron para construir una tabla de
frecuencias y asi se agrupé la clase de talla mas abundante. De ésta manera logramos tallas
homogéneas de camaron, en cada acuario.

La densidad inicial fue de 0.1 g / litro en cada uno de los 30 acuarios de 60 litros (15.85
gal) y 0.18 m*. La porcion de alimento diaria se distribuyé en dos raciones, para simular las
condiciones de un cultivo comercial. El bioensayo de crecimiento se llevo a cabo durante un lapso
de 30 dias.

35



7.10) ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados de la etapa experimental de crecimiento fueron analizados por medio de un
(ANOVA), en caso de encontrar diferencias significativas (p < 0.05) se procedié a separar las
medias utilizando el test de Duncan (New Duncan'’s Multiple Range Test).

Por otro lado, en lo que respecta a los datos obtenidos mediante la técnica de pH-shifft,
estos fueron sometidos a una regresion logaritmica y las pendientes resultantes fueron comparadas
mediante el analisis de dos regresiones independientes. Para éste fin se aplicé la formula siguiente,
(Steele y Torrie, 1985) :

t cale _ bl - b2

(S [ VE (XX} + VE (Xi-X )"

en donde b, y %j (Xj-X,)’ son el coeficiente de regresion (pendientes) y la suma de cuadrados
para X de la primera mmestra, y de forma similar para la segunda mmestra, el término S*p se
calcula de la siguiente manera :

(I (YJY,F - [ XY GY)P/ 2 (XGX) )
S'p_ + {E (Y- R- [T (XX YY)/ 5 (Xj-X ¥}

(n,-2)+(n,-2)

A fin de probar estadisticamente la similitud de los datos de porcentaje de digestibilidad in
vitro e in vivo (éstos Ultimos proporcionados por Nieto, M., 1995.), fueron sometidos a un
ANOVA y a un anilisis de correlacion. De ésta misma manera fueron analizados los datos de
tiempo de transito y los de digestibilidad in vitro.

En el caso de los datos porcentuales (porcentaje de sobrevivencia) fueron transformados

mediante arcsen[%]"?, (Steele y Torrie, 1985), a fin de normalizarlos y asi tratarlos de manera
paramétrica.
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8) RESULTADOS

8.1) ADQUISICION Y TRANSFORMACION DE LA PLUMA CRUDA

Las plumas crudas se adquirieron gracias al apoyo de la empresa Rastro 5.A. de C.V., en
esta localidad. En la planta se preacondicionan los pollos para ser desplumados sometiendolos a un
hafio caliente (64 a 67 °C) durante un minuto, enseguida pasan al desplumador automatico tipo
'dedos de hule" de donde se originan como subproducto montones de plumas. De estos se tomaron
muestras en bolsas de plastico para trasladarlas al laboratorio del Programa de Maricultura
(Facultad de Ciencias Biologicas, U.A.N.L.) y drenarlas en un lapso no mayor a los 45 minutos.

8.1.1) MOLIENDA E HIDROLISIS ENZIMATICA.

Conforme al método descrito en la seccion 7.2, se procedié a la molienda de la pluma
(humedad, 65%) con un molino para came, la abertura del cedaso utilizanda fue de 1.2 cm . Bajo
estas condiciones se obtuvo un rendimiento aproximado de 8.0 kg / h (5.2 kg en base seca).

Durante este procedimiento la friccion de las plumas con las partes internas del molino
elevo la temperatura (medida a 1a salida del cedaso) de 64 a 70°C, y de manera muy eventual hasta
los 78°C, ocasionando una reduccion de la humedad de 1a pluma a 37 % con evaporacién continua.
El tiempo finalmente transcurrido entre el desplumado y el final de 1a molienda no fue mayor de
120 minutos.

Para realizar la reaccion de hidrolisis enzimitica se coloco la pluma molida (con un 40% de
humedad) en el recipiente de la mezcladora para agregarle un 5% del premezclado enzimatico en
polvo (forma de presentacion de la premezcla), en lugar de 2.5% como lo recomienda la guia de
ntilizacién del producto.

8.1.2) CO-EXTRUSION.

Para asemejar este procedimiento a uno de escala industrial se mantuvo minterrumpido el
desarrollo de la transformacion, para ello, previo a la molienda se ensamblé sobre el eje del extrusor
la configuracion mencionada en la Seccion 7.3. Asi, una vez molida la pluma, hidrolizada y
mezclada con pasta de soya se procedio al precalent6 del extrusor, al pasar de dos a tres veces una
cierta cantidad de frijol de soya por el cilindro (ver Fig. 2), para llevar a cabo la co-extrusion de los
cuatro tratamientos (HEP30ex, HEP60ex, HEP120ex y HPHCex). Para que este proceso influyera
de igual manera sobre cada uno de los tratamientos, se mantuvieron las condiciones dentro de los
rangos que se seiialan en la siguiente Tabla.

TABLA 13. RANGOS DE LAS CONDICIONES DURANTE LA CO-EXTRUSION.

TEMPERATURA DE SALIDA (C) 130 - 140
AMPERAJE DE OPERACION (Amp) 60 - 63
VELOCIDAD DEL DOSIFICADOR (RPM) 40-175
RENDIMIENTO (kg / h) 208
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Una vez obtenidos los diferentes tratamientos se etiquetaron y se dejaron secar durante 48
horas a temperatura ambiente.

8.2) ANALISIS DE LOS INGREDIENTES.

En la siguiente Tabla se muestran los valores obtenidos de los analisis (Tabla 8) aplicados a
los ingredientes experimentales. De manera general se observan diferencias evidentes en la
composicion nutricional del ingrediente HPHCex, en particular con un elevado contenido de lipidos
(16.1352%) y un bajo contenido de humedad (0.7685%), en comparacién con el resto de los
ingredientes. Por otro lado el nivel de proteina de los ingredientes muy aceptable tomando en
cuenta que arriba del 20% se considera bueno.

TABLA 14. COMPARACION DE LOS PORCENTAJES PROMEDIO DE LA
COMPOSICION NUTRICIONAL DE LOS INGREDIENTES
EXPERIMENTALES (BASE SECA).

e
INGREDIENTES | PROTEINA| LIPIDOS | FIBRA | CENIZA ELN HUMEDAD
EXPERIMENTALES| (CRUDA % % % % %
HEP30ex 61.464 + 1645+ | 2505+ | 10925+ 12,941 10.520 +
1.427 0.119 0.752 0.123 : 0.1653
|| HEP60ex 60.938 + 1443+ | 2.505+ 991 + 16.428 8777 +
0.356 0.168 0.752 0.046 ' 0.302
HEP120ex 50992 + 1426+ | 2505+ | 10471% | L o0 8873+
0.615 0.147 0.752 0.108 ' 0.135
HPHCex 50319+ | 16.135+ | 1854+ 452+ 27 669 0.769 +
2.468 0.074 0.277 0.17 ‘ 0.0734

> El aporte tedrico del resto de los ingredientes se muestra en el Anexo 1,
> El numero superior es el promedio de tres replicados y el nimero inferior es la
desviacion estandar
> HEP30ex, hidrolizado enzimatico de 30 minutos, co-extruido con pasta de soya;
HPHCe1, harina de pluma hidrolizada por coccidn y co-extruida con pasta de soya
» Los analisis de los nutrientes realizados en el Lab. de Nutricion, FCB, UANL. se muestran
en el Anexo 8.

8.2.1) GRADO DE HIDROLISIS.

El grado de solubilidad de los compuestos nitrogenados (aminoacidos, péptidos pequefios
y/o radicales amino) es un indicador directo del grado de hidrolisis de una proteina. Asumiendo este
principio se aplico el método descrito en la Seccion 7.4 a los diferentes sustratos. La comparacion
estadistica de los resultados de las concentraciones (mg/ml) mostré diferencias significativas (F=
96.9723; 6,63; p= 0.0000), (Fig. 4).
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FIGURA 4. COMPARACION DE LAS CONCENTRACIONES PROMEDIO (mg/ml) DE LA
PROTEINA SOLUBLE, ENTRE: LA PLUMA MOLIDA, PASTA DE SOYA, LA
PLUMA MOLIDA COMBINADA CON PASTA DE SOYA (1:1) SIN EXTRUIR Y
LOS INGREDIENTES EXPERIMENTALES CO-EXTRUIDOS

DE HPHCex HEP60ex
SOYA

> HP + PS, harina de pluma mas pasta de soya (1:1) sin co-extruir.

> Las literales iguales denotan grupos homogéneos (sin diferencias significativas),
de lo contrano si existen diferencias significativas (p<0.05).

Ademas, en esta figura, se observa el grado tan pobre de hidrélisis que se obtuvo en el
tratamiento de 30 mmutos (HEP30ex) lo cual se refleja en la escaza liberacion de radicales amino,
en comparacion con el resto de los tratamientos. Al advertir lo anterior se eliminé del grupo de los
ingredientes experimentales, Asi fue entonces, que el grupo de los tratamientos quedoé constituido

de la siguiente manera:
1) Dieta control,

2) Hidrolizado enzimatico de pluma durante 60 miutos, co-extruido con pasta de soya
(HEP60ex),

3) Hidrolizado enzimatico de pluma durante 60 minutos, co-extruido con pasta de soya,
incluido en una doble proporcion (HEP60ex2),

4) Hidrolizado enzimatico de pluma durante 120 minutos, co-extruido con pasta de soya
(HEP120ex),

5) Harna de pluma hidrolizada por coccién, co-extruida con pasta de soya (HPHCex).
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8.3) ANALISIS Y FORMULACION DE LAS DIETAS

Con los anilisis (Tabla 8) de los ingredientes experimentales se los calcularon los
porcentajes de inclusion de las formulas. En la siguiente Tabla se presentan los resultados de los

analisis y composicion de las dietas experimentales, asi como la comparacion estadistica.

TABLA 15, PORCENTAJE PROMEDIO DE LA COMPOSICION

NUTRICIONAL Y

FORMULAS DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES (BASE SECA)

DIETA

NUTRIENTES CONTROL HEP60ex HEPG0ex2 HEP120ex HPHCex
PROTEINA CRUDA 31.4763 + 30.8516 + 20.6270 + 31.0353 + 31.7113 +
Yo 0.1187 a 0.0816 b 0.0656 ¢ 0.1385 a 0.0215 a
LIPIDOS 6.1332+ 59778+ 6.0854 + 6.3699 + 7.2780 +
Yo 0.1081 a 0.0710 a 0.0386 a 0.0751 a 0.0753 b
HUMEDAD 3.3168 + 40199 + 4.5216 + 3.6277+ 3.5090 +
% 0.1946 0.2387 0.3791 0.1866 0.0524
% PERDIDA DE 7.5565 + 5.2069 + 8.5806 + 6.8627 + 6.338] +
MATERIA SECA (1 h) 2220 a 26173 a 2.2046 a 1.0247 a 0.4829 a
pH 7.58 T.625 8.305 7.625 7.583
INGREDIENTES (%)
HEP60ex - 9 18 - -
HEP120ex - - - 9.07 -
HPHCex - - - - 13.7
H. PESCADO 18.4 14..56 10.49 14..56 14..56
H.CAMARON 4.3 43 43 43 43
|| H.TRIGO 48.3 47.55 47.12 47.49 45.4
GLUTEN DE TRIGO 4 4 4 4 4
PASTA DE SOYA 17 123 78 12.3 12.3
CELULOSA 1.988 1.99 1.99 1.981 1.99
Ac. &zﬁfyo 2.5 2.58 2.58 2.58 1
LECITINA DE SOYA 2 2 2 2 1.15
MEZCLA VIT. 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22
ETOXIQUIN 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
COLESTEROL 0.54 0.59 0.59 0.59 0.59
INOSITOL 0.031 0.031 0.03
NaH,PO, 0.4 0.458 0.603
VITAMINA C 0.025 0.025 0.025
DL-METIONINA 0.2 0.3 0.217
CLORURO DE COLINA 0.076 0.076 0.076
TOTAL 100 160 100

> Las literales iguales denotan grupos homogéneos (sin diferencias significativas), de lo contrario si
existen diferencias significativas (p<0.05). ) o o '
> El niimero superior es el promedio de tres replicados y el numero inferior es la desviacion estandar.

> El aporte tedrico de nutrientes de las dietas se muestran en los Anexos 2,3,4,5,6y7..
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La comparacion estadistica del contenido nutricional de las dietas revela diferencias
significativas entre los niveles de proteina de las dietas HEP60ex y HEP60x2ex (F=13.5043; 4,21;
P=0.0000) y, entre los niveles de lipidos de las dietas HPHCex y HEP120ex (F=5.8619; 4,10;
P=0.0495) en comparacion con el resto del grupo, por lo tanto este no resulté mi isoprotéico ni
isolipidico en un 20%. Cabe mencionar que para el ajuste de las formulas fue necesario variar el
nivel de inclusion de algunos ingredientes, tal como se observa con la harina de trigo, la pasta de
soya, la celulosa, el aceite de pescado, la metionina y el fosfato monosodica.

Por otro lado, en 1a misma Tabla, se puede observar que no existen diferencias entre los
porcentajes de pérdida de materia seca del grupo de las dietas, como lo muestran las literales.

Es pertinente comentar que a raiz del pH relativamente acido de la mezcla de ingredientes,
previo al peletizado, se decidié agregar una solucion de Hidroxido de Sodio diluida con la finalidad
de alcanzar un pH acorde al de el tracto intestinal de Penaeus vannamei (Tabla 15 ).

8.4) BIOENSAYO DE CRECIMIENTO

Una semana antes del inicio del bioensayo de crecimiento se recibio un grupo de 2,000
postlarvas de Penaeus vannamei, procedentes de la Granja camaricultora “Genensis”, Pto.
Peifiasco, Sonora. Enseguida las postlarvas se aclimataron, presentando un bajo porcentaje de
mortalidad (< 1 %).

La alimentacién durante el periodo de aclimatacion se realizo dos veces al dia (9:00 y 18:00
Hrs.) con la dieta control, suministrando un 10% de la biomasa. Al sexto dia se procedio a la
biometria inicial la cual consistio en el pesado de las postlarvas, obteniéndo asi el promedio del
grupo (0.332 g), enseguida se repartieron estas con un peso no mayor a una desviacion estandar
para constituir tratamientos equivalentes.

Con la fimalidad de seguir de cerca el desarrollo del crecimiento de los pequefios camarones
la biometria se repitio a los 15 y a los 30 dias. Las siguientes figuras muestran los resultados de los
diferentes parametros zootécnicos (Tabla 9) del periodo completo de los 30 dias. Para verificar los
resultados numericos de los parametros zootécnicos, se presentan en el Anexo

En la siguiente figura se muestra la comparacion estadistica de los pesos (g) promedios
miciales y finales de cada grupo experimental La diferencias de los primeros no fueron
significativas (F=0.0704; 19,270; p=1.0000). Esto permiti6 atribuir a las dietas las variaciones que
se observan entre los parametros zootécnicos y nutricionales resultantes. Con respecto a los pesos
promedio finales, las diferencias no mostraron ser significativas (F=0.0978; 19,248; p=0.7227).
Esto, de manera global, indica que la inclusion de harina de pluma hidrolizada enzimaticamente 6
por coccion como sustituyemte parcial de la harina de pescado en dietas para Penaeus vannamei
les permite un adecuado crecimiento.
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FIGURA 5. COMPARACION DE LOS PESOS PROMEDIO INICIAL Y FINAL (g) DE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

DIETA HEP60ex HEP60ex2 HEP120ex HPHCex
CONTROL

Para ilustar mas a detalle las diferencias, aunque no significativas (p>0.05), de la tasa de
crecimiento promedio de cada grupo experimental, en la figura siguiente se muestra el porcentaje
de la ganancia en peso promedio de los organismos, alimentados con las diferentes dietas.

FIGURA 6. GANANCIA EN PESO PROMEDIO DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

DIETA HEP60ex HEP60ex2 HEP120ex HPHCex
CONTROL
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En términos del aprovechamiento alimenticio reflejado en el crecimiento, la dieta control
mostro el mejor resultado (1.6305 + 0.1623), y con mmy poca diferencia (F=1.4595; 4,15;
p=0.2635) las tasas de conversion (TCA) de las dietas HEP60ex2 (1.6470 + 0.1831) y HEP120ex
(1.6874 + 0.1627).

FIGURA 7. EVALUACION DE LA TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA DE LAS
DIETAS EXPERIMENTALES

Los resultados de 1a Razon de Eficiencia Proteica (PER) reflejan de manera inversa los
resultados obtenidos en la TCA. La mejor dieta fue la HEP60ex2 (2.068440.2289), seguida por la
dieta control (1.9638 +0.2064), el hidrolizado de 120 minutos (HEP120ex, 1.9261+0.1902), el
hidrolizado por coccion (HPHCex,1.8432+0.1115) y el hidrolizado de 60 minutos
(1.6646+0.1598). Los valores no revelan diferencias significativas (F=2.7053; 4,15; p=0.0705).

FIGURA 8. EVALUACION DE LA RAZON DE EFICIENCIA PROTEICA DE LAS
DIETAS EXPERIMENTALES

DIETA HEPG6Oex  HEP60ex2  HEP120ex HPHCex




FIGURA 9. EVALUACION DEL CONSUMO DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES A
LOS 30 DIAS

g / individuo
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DIETA HEP60ex
CONTROL
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> Las literales iguales denotan grupos homogéneos (p>0.05), de lo
contrario si existen diferencias significativas (p<0.05).

En la figura anterior se aprecia que Ia dieta hidrolizada por 60 minutos tuvo mejor
aceptabilidad (HEP60ex, 1.8585 g), seguida de la hidrolizada por coccion (HPHCex, 1.8357 g) de
manera significativa (F=4.57987; 4,15; p=0.02356). Por el contrario las dietas: hidrolizada por 120
minutos (HEP120ex, 1.7358 g), Hidrolizada por 60 minutos a doble inclusion (HEP60ex2, 1.7663
g) v la dieta coatrol (1.7716 g), tuvieron una menor aceptacion. De manera global se puede
considerar que los hidrolizados tienen una buena palatabilidad para los camarones. La correlacion
con la tasa de crecimiento resulta con una R=0.7249 de 4 replicados y una p=0.083. Esto utimo
indica una estrecha relacion del consumo con el crecimiento.,

FIGURA 10. EVALUACION DE LA SOBREVIVENCIA DE LAS DIETAS
EXPERIMENTALES A LOS 30 DIAS
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En la Figura 10 observamos una mejor sobrevivencia de los organismos alimentados con la
harina de pluma hidrolizada por coccion (HPHCex, 96.5%) y con la dieta control (96.25 %). El
resto de las dietas permitieron sobrevivencias entre 88 y 89.75 %, lo que para bioensayos de
crecimiento en laboratorio es aceptable.

FIGURA 11. EVALUACION DEL TIEMPO DE TRANSITO DE LAS DIETAS
EXPERIMENTALES.

" HEP60ex2  HEP120ex  HPHCex

DIET HEP60ex
CONTROL

> Las literales iguales denotan grupos homogéneos (p>0.05), de lo contrario si existen
diferencias significativas (p<0.05).

En la Figura 11 observamos que la dicta HEP60ex2 consume el menor tiempo (24' 03" min)
para recorrer el tracto intestinal del camardon, seguida por el hidrolizado de 120 minutos
(29'33"min). También se observa que las dietas HEP60ex y HPHCex forman un grupo homogéneo
con tiempos de 37' 40" y 40' 26" respectivamente. Las diferencias entre los tratamientos son
significativas (F=14.8184, 4,10; p=0.0138). Esta aproximaciOn aparenta guardar una relacién
inversa a la digestibilidad in vivo e in vitro.

La correlacion Pearson del tiempo de transito contra digestibilidad in vifro resulta con una
R=0.3019 de 5 replicados y con una p=0.137 (Fig. 12), lo cual indica que la metodologia del
tiempo de transito se debe depurar para lograr un buen grado de prediccion.

Por otro lado resulté una R=0.7976 con 4 replicados y una p=0.106 la correlacion Pearson
del tiempo de transito contra la tasa de crecimiento,
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FIGURA 12. PENDIENTES DE LA DIGESTIBILIDAD IN VITRO (TRIPSINA DE
PANCREAS PORCINO) CONTRA TIEMPO DE TRANSITO
INTESTINAL (min)
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R= 0.3019
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PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DURANTE EL BIOENSAYO DE CRECIMIENTO

En cuanto a las condiciones de los parametros fisico-quimicos que prevalecieron en los
acuarios 6 unidades experimentales durante los 30 dias del bioensayo de crecimiento, se puede
notar en la siguiente Tabla que todos los rangos presentan condiciones favorables para el buen
desarrollo de los organismos en estudio.

TABLA 16. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DURANTE EL BIOENSAYO DE
CRECIMIENTO

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

+ TEMPERATURA (*C)
¢ SALINIDAD (%o)

. p}-[
+ NITRITOS (mg/ml)
+ NITRATOS (mg/ml)
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3.5) EVALUACION DE LA DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LOS INGREDIENTES
MEDIANTE LA TECNICA DE pH-SHIFT

Conforme al protocolo descrito en la Seccion 7.7 se aplico esta técnica con la finalidad de
je probar su rapidéz, confiabilidad y costo. En la sigiente Tabla se muestran las pendientes y
vorcentajes de digestibilidad obtenidos al aplicar la Tripsina de pancreas porcino (Tipo IX). Se
observa que, con respecto a la albimina (proteina de referencia), las pendientes mas abruptas son
de las dietas con hidrolizado enzimatico de 60 minutos con doble inclusion (78.56%) y el
hidrolizado enzimatico de 120 minutos (76.23%). La correlacion Pearson con la ganancia en peso
revela una R=0.8371 con 4 replicados y una p=0.077, lo cual indica que con un 93% de
confiabilidad la digestibilidad in vifro es un estimador del crecimiento de los camarones.

TABLA 17. PENDIENTES OBTENIDAS CON EL METODO pH-SHIFT Y PORCENTAJE DE
DIGESTIBILIDAD IN VITRO APLICANDO LA TRIPSINA DE PANCREAS

PORCINO (TTPO IX)
DIETA PENDIENTE % DE DIGESTIBILIDAD

ALBUMINA (INGREDIENTE) -0.07147188 100

HEP60ex2 -0.05614483 78.56
HEP120ex -0.05448012 76.23
DIETA CONTROL -0.04912192 68.73
HPHCex -0.04758356 66.58
HEP60ex -0.04278935 59.87
HARINA DF. PESCADO NORUEGA 1 -0.04102412 574

HARINA DE PESCADO NORUEGA 2 -0.02631738 36.82

Con la Tripsina de pancreas bovino (Tipo XI) se observa que la dieta que presenté la mayor
digestibilidad (referencia del el 100%) fue con la dieta control (100%), seguida por la proteina de
referencia (albumina de bovino, 79.559%), el hidrolizado enzimatico de 120 minutos y el
hidrolizado enzimatico de 60 minutos con doble nivel de inclusion (73.24%). Estos resultados son
inconsistentes con los obtenidos con la tripsina de pancreas porcino (Tipo IX). Por tanto sélo se
muestra la siguiente Tabla.
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TABLA 18. PENDIENTES OBTENIDAS CON EL METODO pH-SHIFT Y PORCENTAJE DE
DIGESTIBILIDAD IN VITRO APLICANDO LA TRIPSINA DE PANCREAS

BOVINO (TIPO XI)

I DIETA PENDIENTE % DE DIGESTIBILIDAD
DIETA CONTROL -0.04133588 100
ALBUMINA -0.03289696 79.59
HEP120ex -0.03101305 75.03

HEP60ex2 -0.03027509 73.24

|| HEP60ex -0.03016919 72.99

HPHCex -0.02832207 68.52
HARINA DE PESCADO NORUEGA 1 -0.02042565 49 41
HARINA DE PESCADO NORUEGA 2 -0.01268325 30 68

|————

La digestibilidad obtenida con la "Hepatopancreatina” se presenta mmy discordante con
respecto a los parametros de comparacion, por lo que solo se muestra la siguente Tabla.

TABLA 19. PENDIENTES OBTENIDAS CON EL METODO pH-SHIFT Y PORCENTAJE DE
DIGESTIBILIDAD IN VITRO APLICANDO LA "HEPATOPANCREATINA” DE
HEPATOPANCREAS DE CAMARON

DIETAS PENDIENTES | % DE DIGESTIBILIDAD

HARINA DE PESCADO NORUEGA 1 -0.01669621 100
HARINA DE PESCADO NORUEGA 2 -0.01271028 76.13
|| ALBUMINA -0.00079088 4.74

8.6) CORRELACION DE LA DIGESTIBILIDAD IN VITRO VS. DIGESTIBILIDAD IN
yovo

Con esta correlacion se buscd determinar la prediccion de la técnica modificada de
digestibilidad, pH-Shift, lo cual estd en funcion de la simulacion de la accion fisioldgica de la
principal proteasa hepatopancreatica de Penaeus vannamei. Para ello se tomaron los valores de
digestibilidad in vivo (determinados por por la M. en C. Martha G. Nieto, 1995) de dos dietas a
base de diferentes harinas de pescado (Noruega 1 y Noruega 2). En la siguiente Tabla se muestran
los coeficientes de correlacion (R) y sus correspondientes probabilidades.



Cabe mencionar que se muestra unicamente el resultdo obtenido con la Tripsina de pancreas
DOICino, ya que con las otras proteasas resultaron coeficientes de correlactén muy bajos.

TABLA 20. CORRELACION DE LA DIGESTIBILIDAD IN VIVO VS. LA DIGESTIBILIDAD IN
VITRO CON TRIPSINA DE PANCREAS PORCINO

DIETAS NORUEGA2 | NORUEGA 1
R=0.9677
NORUEGA 2 :
P=0.0810
NORUEGA 1

La siguiente Tabla muestra los valores de digestibilidad in vivo (Nieto, 1995) utilizados en
la correlacion anterior.

TABLA 21. PROMEDIOS DE LA DIGESTIBILIDAD IN VIVO

DIETA % DIGESTIBILIDAD DE LA
MATERIA SECA

CON HARINA DE PESCADO NORUEGA 1 823 +5.85

63.52 +3.1

CON HARINA DE PESCADO NORUEGA 2

» Estos datos se tomaron de la tesis de Nieto, 1995.

> El nimero superior es el promedio de tres replicados y el numero inferior es la desviacion
estandar.

8.7) ANALISIS FINANCIERO DEL COSTO DE LAS DIETAS

Para abastecer la demanda de alimentos acuicolas a mivel nacional en 1992 se fabricaron
29,500 toneladas (Zendejas, 1993), por lo que se podrian utilizar aproximadamente 5,310 toneladas
de harina de pluma en base humeda (45% de humedad). Esta aproximacion es para tener una idea
del volumen anual demandado por la mdustria de los alimentos acuicolas, siendo evidente que
todavia resta aclarar la efectividad, de los multicitados ingredientes experimentales, en campo.

En la seccion 2.11 se hace una comparacion del costo por punto de protena digestible
(CPPD) de dos ingredientes: la harina de pescado y de la harina de pluma hidrolizada por coccidn;
donde se observa que la diferencia en porcentaje entre ambos CPPD's es de 8.51%, infiriendo que
lo anterior esta en funcion de sus respectivos costos y coeficientes de digestibilidad. Por tanto y
debido a la mejora de la digestibilidad lograda en los ingredientes experimentales, en la siguiente
Tabla se mmestra un ejercicio similar, donde se utiliza para la comparacioén el hidrolizado enzimatico
de pluma de 120 minutos.
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TABLA 22, COMPARACION DE COSTOS DE LA PROTEINA DIGESTIBLE DE LA
HARINA DE PESCADO Y DEL HIDROLIZADO ENZIMATICO, HEP120ex.

PROTEINA | CQSTO |DIGESTIBILIDAD' | CPPD
HARINAS | CRUDA %

(Base seca) $ MLN./ton % S’kg

HARINA DE 72.48 3,300 90 5.05
PESCADO

HEP120ex 59.99 1,079 7623 2.36

> $, moneda nacional; CPPD, costo por punto de proteina digestible.
1, El porcentaje de digestibilidad de la H. de pescado se tomaro de Tacon, G.J.A,,
(1989). El de el HEP120ex se determino en el presente estudio.

Los calculos de los CPPD's se realizaron de la misma manera como se demmestra en la
Seccion 2.11 (Tabla 6). Cabe sefialar que la diferencia entre los costos por tonelada y los CPPD's
son de 67.30 y 53.27%, respectivamente. Si ponemos nuestra atencién en esta ultima diferencia
(53.27%), 1a cual para el ejercicio de la Tabla 6, era del 8.51%, con la mejoria en la digestibilidad
se eleva en un 84.02 %, lo cual es muy atractivo.

Es evidente que al mejorar la digestibilidad, el CPPD correspondiente disminuye, es decir,
los alimentos que contengan ingredientes con mejor digestibilidad y que sostengan un buen
crecimiento, como el caso de los hidrolizados enzimaticos de pluma, ofrece al acuacultor mejores
rendimientos a menor costo.

A manera de un ejemplo ficticio, el ahorro que significaria para un acuacuitor que por ciclo
de cultivo utilize 60 toneladas de alimento para camarén, lo cual representa una imversion de
$237,000 M.N., (tomando alimento de 30% de proteina, a $3950/ton puesto en granja); st a este
mismo alimento se le sustituyera un 45% del porcentaje de proteina con hidrolizado de pluma, el
costo se reduciria aproximadamente un 10%, en M.N. lo que representaria una inversion de
$23,700 M.N. sin mermas en el crecimiento.



9) DISCUSIONES

9.1) ASPECTOS TECNOLOGICOS (TRANSFORMACION)

9.1.1) CARACTERISTICAS DE LA PLUMA

El plumaje que protege los cuerpos de las aves esta constituido principalmente por una
escleroproteina, denominada queratina. Este tipo de proteinas son insolubles a temperatura
ambiente ya sea en presencia de bases 6 acidos débiles, lo que explica su resistencia a la hidrolisis
de proteasas. Las caracteristicas de resistencia de la queratina estan relacionadas con su
abundancia en cistina lo cual le confiere la formacion de puentes inter e intra-peptidicos de tipo
covalente-disulfuro asi como de una estructura terciaria de hélices imbricadas que unidas unas a
otras forman verdaderos filamentos (Menassa,1982).

Las caracteristicas mencionadas deben ser tomadas en cuenta en el momento de su
transformacién, para asegurar, por un lado, una molienda efectiva y por otro, un ataque
enzimatico eficaz sobre los multiples enlaces disulfuro (Shorland, 1975). Una de las condiciones
imperativas para lograr una buena molienda es que la pluma este lo mas fresca y hiimeda posible.
Esto no necesariamente implica un paso adicional de preacondicionamiento ya que los pollos de
rastro inmediatamente después de ser sacrificados son sometidos a un bafio de 64 a 67°C durante
un minuto, para facilitar la operacion de desplumado. Asi es como se obtiene el subproducto de
pluma, cumpliendo a la vez con las condiciones ideales para que se facilite su molienda y se
obtenga un Optimo rendimiento ya que el que se logré con el molino de came fue de
aproximadamente ocho 8 kg de pluma himeda por cada hora, lo que dista de ser bueno a nivel
mdustrial Por lo que es recomendable establecer las pruebas de molienda utilizando otros
equipos.

9.1.2) RIESGO DE DESCOMPOSICION

Por otra parte cabe hacer notar que en éstos climas semiaridos (con temperaturas de
primavera-verano de 31 a 42°C) la descomposicion de las plumas comienza dentro de las primeras
5 cinco horas (esto se denota por que despiden un olor amoniacado), esto se logrd evitar gracias
al método de transformacion que se practico, puesto que el molido de la pluma cruda se llevo a
cabo de inmediato y de manera continua hasta finalizar la co-extrusion. El tiempo estimado desde
que la pluma es separada de la piel del pollo hasta que se a co-extruido no es mayor de cuatro 4
horas. Considerando las razones anteriores, la forma mas adecuada y econdmica en la que los
subproductos avicolas pueden ser conservados, preservando su valor nutricional, es que, en las
plantas y/o rastros en donde se producen de manera secundaria, estos sean procesados de forma
paralela al producto principal, es decir, que se contemple una linea de procesado exchisiva para la
transformacion inmediata de los subproductos.
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9.1.3) INTRODUCCION DE LA PREMEZCLA ENZIMATICA

Para lograr que la cantidad adecuada del premezcla enzimatica estuviera en contacto con
la mayor parte del volumen de la pluma molida se procedié a agregar el doble del porcentaje
recomendado por el fabricante (Insta-Pro), que era de 2.5 %, incluyendo una concentracién final
del cinco 5 % del peso de la pluma himeda ya que se encontré que con la cantidad recomendada,
en el tiempo de hidrélisis estipulado, no era suficiente (cf Fig. 4). Este incremento en la
incorporacion significo un aumento efectivo del 0.72 % en el costo de las dietas que utilizaron los
ingredientes hidrolizados enzimaticamente.

Como se menciona en los resultados, no se sefialaron recomendaciones especificas por
parte de los fabricantes de la premezcla enzimitica (Insta-Pro) para controlar el pH ni la
temperatura de reaccion, por lo que la temperatura se mantuvo constante mientras que el pH
fluctué en funcion del proceso proteolitico. Podemos considerar que dentro del rango de estos
parametros adoptados se procedio en condiciones adecuadas debido a que se observaron cambios
indicativos de la hidrolisis enzimatica, tales como una mayor densidad de la mezcla, cambios en la
textura de la pluma (pegajosa) y un subito olor amoniacal (debido presumiblemente a la
desaminacion de aminoacidos y péptidos durante la hidrolisis).

9.1.4) CONFIRMACION DE LA HIDROLISIS

En la Figura 4 se puede apreciar la tendencia de las concentraciones, de la proteina
soluble, obtenida al hidrolizar los ingredientes experimentales (HEP30ex, HEP60ex y HEP120¢x),
la cual aumenta de forma significativa (p<0.05) conforme se incrementa el tiempo de hidrolisis
enzimatica de 30 a 60 minutos. En éste sentido se puede notar una diferencia conspicua del
ingrediente HEP30ex con respecto al resto de los tratamientos, lo que nos permite inferir que
este caso el tiempo de hidrolisis resulté mnsuficiente, ya que la concentracion obtenida fue apenas
comparable con la de pluma molida y esta por debajo de la obtenida con la pasta de soya sin
extruir. Cabe hacer mencion del valor de la concentracion de la proteina soluble obtenido al
mezclar la pluma molida con pasta de soya sin co-extruir (HP+PS, 4.3802 mg/ml) en una
proporcion de 1:1 y cuyo valor esperado seria el promedio de 3.66 mg/ml, sin embargo el
resultado obtenido fue superior, lo cual pudo deberse a la predominancia de los solubles de la
pasta de soya.

Hubiera resultado interesante incluir el tratamiento de HEP30ex con la finalidad de
corroborar su valor nutricional durante el bioensayo de crecimiento, sin embargo el dispositivo
experimental que montamos, asi como el numero de camarones no nos permiticron llevarlo a
cabo.

9.1.5) TAMANO DE LOS PEPTIDOS

En ésta serie de resultados igualmente se observa que el mayor grado de hidrolisis (harina
de pluma hidrolizada por coccion co-extruida con pasta de soya, HPHCex, mg / ml = 5.4780) se
logra al transformar la pluma mediante la coccidn y co-extrusion, lo cual viene a confirmar la
importancia del tamafio de los péptidos para obtener una buena tasa de crecimiento. En efecto, se
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ha reportado que tanto los aminoacidos libres como los péptidos muy pequefios no son absorbidos
a la misma velocidad, lo cual no los hace disponibles al mismo tiempo para la sintesis de proteina
destmadas a la acrecion de los tejidos. El hecho de mtroducir péptidos de un tamafio adecuado
tiene la doble ventaja de poder disponer de aminoacidos esenciales al mimo tiempo para la sintesis
de proteinas y de un ahorro de energia para la digestion. Este grado de hidrolisis 6 de proteina
soluble esta dentro del rango de 5 a 10 % de los hidrolizados disponibles comercialmente
(Sanchez, 1995). Los resultados mencionados pudieran significar que debido a el efecto de las
grandes presiones (60 psi) combinadas con el calor (120°C / 60 minutos) producirian una excesiva
fragmentacion de la estructura de la queratina, cuyos productos son amimoacidos y péptidos
formados por cadenas de 3 a 10 aminoacidos (Sanchez, 1995). Para poder esclarecer la excesiva
fragmentacién de forma cuantitativa y cualitativa, asi como el grado de variabilidad se deberia
aplicar una tecnologia de analisis como cromatografia de exclusion 6 electroforésis, lo cual, hizo
falta en el presente estudio. En contraste con lo anterior, el efecto de] rompimiento de los enlaces
peptidicos de los puentes disulfuro inter e intrapeptidicos de la queratina mediante el ataque
ampliamente selectivo de las proteasas (Alder-Nissen, et.al. 1983), puede resultar en grupos de
péptidos mas uniformes con similitudes importantes en su patrén estructural lo cual reduce
significativamente (p<0.05) la concentracion de proteina soluble ¢ grado de hidrolisis. Lo anterior
se puede ver reflejado en el valor de eficiencia protéica (PER) de los hidrolizados enzimaticos (c.f
Fig. 8).

Una serie de estudios han demostrado que el material parcialmente hidrolizado es superior
nutricionalmente aquel que estd completamente hidrolizado. Nos dicen también que niveles altos
de aminoacidos libres en el material completamente hidrolizado van a intervenir en la tasa de
absorcion de aminoacidos en el tracto gastrointestinal de los peces, resultando en una absorcion
prematura de ciertos aminoacidos esenciales que estan presentes en forma libre relativos a la
absorcion de otros aminoacidos presentes como polipéptidos 6 como protemnas intactas (Hardy,
1991).

9.1.6) INCLUSION DE LA PASTA DE SOYA

El hecho de agregar pasta de soya a la mezcla de pluma molida+premezcla enzimatica
ayudo de forma efectiva a lograr dos objetivos:

1) Detener la reaccion de hidrolisis enzimatica casi totalmente, aunque los fabricantes del
Premix advierten que solo un tratamiento térmico como la extrusion logra detenerla al 100 %. De
aqui que los diferentes tiempos de hidrolizado hayan sido concebidos de tal manera que se frenara
parcialmente la hidrolisis con el agente seco (pasta de soya) e inmediatamente se procediera a la
co-extrusion. Esto es importante ya que en el presente estudio se ha determinado que existe un
lapso de tiempo situado entre 60 y 120 minutos para lograr un adecuado grado de hidrélisis, 6
bien, un tamaiio adecuado de los péptidos. Las posibles causas que hacen que se detenga casi por
completo la hidrolisis enzimatica al mezclar la pluma+premezcla enzimatica con la pasta de soya,
son: la sobresaturacion de la enzima por un exceso del sustrato y/o debido a que el agente seco
(humedad, 7 %) absorbe el agua del medio de reaccion hasta imposibilitarla (Gill, 1989).



2) Mejorar la calidad de la proteina de los ingredientes experimentales mediante el
enriquecimiento del perfil de aminoacidos, ya que la queratina es baja en lisina, pero alta en
aminoicidos azufrados (cistina, cisteina y metionina), mientras que la pasta de soya es pobre en
aminodcidos azufrados pero rica en lisina. Asi, ambas proteinas son complementarias (Gill, 1989).
Cabe recordar que la mezcla utilizada fue de 1:1, sin embargo si se decidiera utilizar un
ingrediente de estas caracteristicas en niveles de inclusién de 40 % el contenido de pasta de soya
(20 %) podria ser un factor antipalatable para el camarén, por lo que se sugiere probar mezclas de
2:1 pluma-pasta de soya, probar mezclas de pluma con harina de trigo u otro cereal, lo que
permitiria aumentar el nivel de inclusion., o bien adicionar atractantes alimenticios.

9.1.7) PAPEL DE LA CO-EXTRUSION

La aplicacion de la co-extrusion se logré sin dificultad siguiendo las recomendaciones de
los fabricantes (Insta-Pro) para su adecuada operacion. Es importante mencionar que con ésta
tecnologia efectivamente es posible convertir los subproductos en ingredientes con un mayor
valor agregado y un mejorado valor nutricional. Los objetivos logrados con esta tecnologia, son
(ademas de los mencionados):

1) Mezclar ambos ingredientes y asi obtener uno solo con un perfil de aminoacidos

mejorado y con una digestibilidad mas alta (77.95 a 90.78 %).

2) Reducir la humedad final del los ingredientes experimentales de un 8 a 10 %, lo
que contribuye al almacenamiento de éstos por un largo periodo y en
condiciones ambientales.

3) Aunque no se realizaron cultivos para comprobar el grado de esterilizacion de
los ingredientes experimentales se observd que los camarones no desarrollaron
sintomas patogénicos (nado erritico, aparicion de manchas, etc), durante el
bioensayo de crecimiento.

9.2) COMPOSICION NUTRICIONAL DE LOS INGREDIENTES

En la tabla 14 se observan los analisis quimicos de los hidrolizados enzimaticos asi como
del ingrediente a base de harina de pluma hidrolizada por coccion. Se puede apreciar que en el
caso de los hidrolizados enzimaticos, estos tienen un nivel aceptable de protena (59.99 a
61.46%), lo cual resulta definitivamente ventajoso, ya que por su buena calidad nutricional y bajo
precio podrian llegar a competir en el porcentaje de inclusién con ingredientes convencionales
tales como la harna de pescado 6 harinas vegetales. Cabe hacer notar otro aspecto que es el bajo
contenido en lipidos (1.42 a 1.64 %) lo cual va en pro de la formulacion debido a que los acidos
grasos que posee dicha fraccion no son ni de la familia de los oleicos ni de los linolénicos (acidos
grasos imsaturados, C20 y C22), esenciales para los requerimientos del camaron, permitiendo
espacio en e] alimento para inchuir otras fuentes que si abastecen sus requerimientos. De acuerdo a
esto, Lawrence ef.al. (1991) comprobd que al inchiir 7 % de aceites saturados de pollo en dietas
para Penaeus vannamei se reduce el crecimiento, pero al agrega solo un 3 % de estos lipidos no
se presentan mermas. De aqui que resulte imprescindible la inclusion de aceite de organismo
marinos (pescado, calamar, etc.). Respecto al resto de los parametros se puede mencionar que el
porcentaje de fibra es mediano (2.5 %) en comparacion del contenido de fibra de harinas de
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subproductos animales como: harina de carne y hueso (2.4%), harina de subproductos avicolas
(2.1%), etc; relativamente alto en comparacién de 1a harina de pescado (0.6%), harina de trigo
(1.3%), etc; y relativamente bajo en comparacion de la harina de residuos de camaron (12.8%),
soya extruida (5.2%), pasta de soya (7.3%), etc. (NRC, 1993). En cuanto al contenido de ceniza
este es adecuado para asegurar el aporte de minerales como el sodio, potasio y algunos minerales
traza esenciales, y por ultimo el nivel de carbohidratos es sensiblemente elevado (12.92 a 16.73
%).

El ingrediente a base de harina de pluma hidrolizada por coccion posee un buen porcentaje
de protena (49.05 %) pero un alto nivel de lipidos lo que va en detrimento de su calidad
nutricional ya que como lo menciona Lawrence et.al. (1991) podria ser la causa del bajo
crecimiento en comparacion de la dieta control (1.94 %) asi como de los HEPex (Aprox. 6.02 %),
su contenido en ceniza es bajo (4.52 %) y relativamente alto en carbohidratos (27.67 %).

9.3) EVALUACION NUTRICIONAL DE LOS INGREDIENTES

Los parametros fisico-quimicos del agua de mar sintética que se mantuvieron durante los
30 dias del bioensayo de crecimiento se encuentran dentro de los rangos adecuados promoviendo
asi una buena sobrevivencia y desarrollo de la especie Penaeus vannamei, por lo que el
crecimiento en buena medida fue determinado principalmente por los efectos de las dietas.

9.3.1) MODIFICACION DEL METODO pH-SHIFT

De el método que originalmente propusieron Satterlee ef al (1977) para una rapida
estimacion de la calidad proteica, se tomaron en cuenta las concentraciones de enzima que estos
autores sugirieron (1.55 mg de enzima / ml de solucion), asi como de sustrato proteico (6.25 mg
de protema / ml de solucion), el tiempo de lectura (10 minutos) y el pH de 8.0 ajustado en ambas
soluciones. Sin embargo al ensayar en repetidas ocasiones bajo las condiciones descritas, notamos
que después de una abrupta caida del pH en el primer minuto, la pendiente de la curva se volvia
cada ves mas asintota al eje de las absisas después de los 6 - 7 minutos (el ejeroplo de la grafica se
puede observar en el Anexo 10a) lo que nos indicaba una posible actividad msuficiente de la
enzima o bien su probable saturacion. Asi que para obtener una curva en la cual no se manifestara
una tendencia hacia la asintotia, elevamos al doble la concentracion enzimatica, reduciendo
aproximadamente un mg la concentracion del sustrato proteico, el tiempo de lectura y el pH
inicial se mantuvieron igualmente. Esta reaccion se lleva a cabo a 37°C y el resultado de las
modificaciones fue el esperado (el ejemplo de la grafica se puede observar en el Anexo 10b).

La unidad en que se expresan los resultados de ésta técnica es emn porcentaje de
digestibilidad, para ello se utilizo una proteina estandar (albimina de bovine) como referencia del
100% y a esta referir los valores de los ingredientes experimentales,

Esta rapida y sencilla técnica pretende ser un confiable estimador del aprovechamiento
digestivo de los alimentos acuaticos, asi también por las ventajas de su aplicacién, tales como: 1)
no es necesario cantidades elevadas de substratos protéicos ni condiciones de pH y temperatura
que cualquier laboratorista pueda lograr, 2) a reserva de que se realicen mas ensayos, no exige la
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presencia de otras enzimas para simular la accién de la tripsina del hepatopancreas del camarén y
poder obtener una buena correlacién con la digestibilidad verdadera, 3) su bajo costo ya que se
requieren muy poca cantidad de los reactivos ( Seccion 7.7). Para tener una idea de esto Gltimo a
continuacion se presentan los prectos actualizados de la compailia Sigmma, como son: albumina
de bovino ($36.10 dlls./10 g) y la tripsina de pancreas porcino ($33.70 dlls./1 g ).

La principal desventaja, como toda técnica de laboratorio, es que en las mediciones
gravimétricas, volumétricas, tiempos de lectura, etc. no se realicen con el debido cuidado y
exactitud.

9.3.2) DIGESTIBILIDAD IN VITRO E IN VIVO

Habiéndose probado tres tipos de enzimas, un complejo homédlogo, la
"Hepatopancreatina” y dos heterdlogas la Tripsina de pancreas bovino Tipo XI asi como la
Tripsina de pancreas porcino Tipo IX, ésta iltima demostrd una clara distincion de las diferencias
que pudieran haber sido atribuidas a los ingredientes proteicos por efecto de los diferentes
métodos de transformacion. La posible explicacién de esto es la gran homologia (50%) entre la
Tripsina porcina y la de los peneidos (Galgani etal., 1985).

9.4) EVALUACION NUTRICIONAL DE LAS DIETAS
9.4.1) DIGESTIBILIDAD IN VIVOE IN VITRO

Los mejores valores de digestibilidad in vitro se obtuvieron con la dieta HEP60ex2 (78.56
%) lo que se sustenta con la mejor tasa de crecimiento (323.24 %), Razon de Eficiencia Proteica
(PER = 2,0684) y de manera secundaria con la Tasa de Conversion Alimenticia (TCA = 1.6470).
La congruencia de los datos mencionados son una evidencia mas de que los métodos in vitro,
logran en buena medida simular algunas de las particularidades digestivas de los crusticeos
(Mendoza, 1993), permitiendo asi llevar a cabo en poco tiempo y de manera eficaz la seleccion de
numerosos lotes de materias primas, el monitoreo de diferentes procesos de transformacién de los
alimentos (Moughan et al. 1989, citado por Mendoza, 1993), y la determinacion de la adaptacion
digestiva de las especies a las diferentes materias nuevas (Grabner, 1985, citado por Mendoza,
1983). En éste mismo sentido cabe sefialar que a pesar de que la correlacion obtenida sobre las
dietas con diferente digestibilidad en mink, Noruega 1 y Noruega 2 a las que Nieto, (1995) les
determino su digestibilidad proteica in vivo, no fue significancia (p>0.05), siendo las
probabilidades de 0.081 y 0.095 respectivamente. Como se puede observar ambas probabilidades
estan muy cerca del valor de significancia (p>0.05). Esto se pudo deber probablemente al efecto
de 1a medicion por diferentes personas y también pudo existir cierto sesgo por haber utilizado
muestras de dietas almacenadas sin congelar por mas de un afio.
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Es pertinente hacer notar que la correlacion entre las digestibilidades in vitro e in vivo, se
efectuaron para validar a las primeras. Se podria pensar que debido a que las harinas
seleccionadas son casos extremos de digestibilidad en mink la correlacion estuviera forzada. Sin
embargo la consideracion de esta harina se hizo con la premisa de que la técaica in vitro podria
discernir entre las harinas diferenciadas por su digestibilidad en mink. Es en efecto necesario
validar esta técnica con una gama mucho mis amplia de harinas con niveles graduales de
digestibilidad en mink.

En cuanto el consumo de las dietas se puede apreciar (c./ Fig. 9) que aquella hidrolizada
por 60 minutos y la dieta formulada con pluma hidrolizada por coccién son las que tienen la
mayor aceptabilidad. Esto se debe presumiblemente al tamafio de los péptidos los cuales son
hidrolizados y lixiviados rapidamente resultando como atractantes para los camarones. Por otra
parte cabe mencionar que existe un proceso de descomposicién dentro de la misma pluma que no
se puede evitar en el cual se generan aminas biogenicas que a su vez son detectadas por los
organos quimioreceptores de estos organismos (c.f. Mendoza, R. y J.Montemayor, 1996.).

9.4.2) GANANCIA EN PESO, TCAY PER

En lo concerniente a la ganancia en peso, la cual es uno de los parametros mas
importantes para la evaluacion biologica de la eficiencia nutricional de un mgrediente proteico
experimental, el grupo de camarones que mostro el mejor promedio correspondié al que se le
summistro la dieta HEP60ex2 (323.24 %), esto se apoya en los valores mencionados de TCA,
PER, la digestibilidad in vifro con Tripsina de pancreas porcino y de manera secundaria en el
tiempo de transito (TT = 23'63" minutos). Lo anterior pudo ser debido a que el producto de una
hidrolisis selectiva, como lo es la de tipo enzimatica, resultan péptidos con similitudes importantes
en su patrén estructural, esto aunado al efecto de desembobinado de las estructuras terciarias y
cuaternarias, sin afectar la primaria, que ejerce la co-extrusién sobre las moléculas, lo que se
puede considerar como una predigestion (Sanchez, 1995). Con éste tipo de transformacion seria
susceptible de lograr estructuras peptidicas que fueran mejor asimiladas a nivel digestivo. Este
aprovechamiento digestivo también se ve reflejado, aunque en menor grado, en los grupos de
camarones a los que se les suministraron dietas con hidrolizados enzimaticos, tales como:
HEP120ex y el HEP60ex (c.f Figuras 5, 6, 7, 8, 9 y 10). En cambio los ingredientes
experimentales que provienen de una transformacion que utiliza altas presiones combinadas con
calor su estructura se ve afectada a tal grado que es posible que la queratina sea hidrolizada en
forma desordenada o no selectiva y excesiva, como ya se menciona, es decir, los péptidos y
aminoacidos libres resultantes no solo variarian en tamaiio sino que son tan pequeiios que su
aprovechamiento a nivel digestivo no resulta ser muy eficiente, debido tal vez a la desigual
disponibilidad de los aminoacidos en el momento de la absorcion intestinal para la sintesis de
proteinas. Lo anterior pudo ser la causa por la cual los grupos de camarones (Dieta Control y
HPHCex) a los que se les suministraron dietas con ingredientes con éstas caracteristicas
presentaron valores de la evaluacion biologica menos importantes (c.f. Figuras 7, 8, 9 y 10).
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Es pertinente mencionar que en otro bioensayo realizado en la Sala de Bioensayos del
Programa de Maricultura, FCB, UANL, se determin6 la digestibilidad in vivo de la harina de
pescado utilizada le cual resulté ser mucho menor de la obtenida en otros lotes de la misma
compaiiia. Por lo tanto, hay que considerar el hecho de que se utilizo una dieta control, formulada
tipicamente como las dietas comerciales, conteniendo harina de pescado no nmiy buena, sin
embargo puede considerarse representativo de la calidad de la mayor parte de harinas de pescado
disponibles en México.

En términos de los parametros nutricionales de tasa de conversién alimenticia (TCA) y
razon de eficiencia proteica (PER) el mejor resultado se obtuvo con la dieta control (1.6305 y
1.9638, respectivamente), sin embargo, cabe mencionar que las diferencias son pequenas (p>0.05)
y pueden no ser importantes si tomamos en cuenta los costos de las dietas, por ejemplo si
consideramos la TCA y PER de la dieta HEP60ex2 (1.647 y 2.0684, respectivamente) difieren en
un 1.01 % y 5.05 % respectivamente en comparacion con los de la dieta control, cuya diferencia
en costos es de un 6.41 %.



9.5) ANALISIS FINANCIERO

Al hacer una comparacion de costos de las dietas elaboradas en el laboratorio se observa
una diferencia del 9.68% entre el de la dieta control ($6.20M.N.) y el promedio del las dictas con
hidrolizados ($5.60M.N.). De lo anterior podemos decir que, en la medida del costo que implique
la canalizacién de la pluma como ingrediente y el mejor rendimiento de su procesamiento hasta
ser mtegrado en los alimentos acuicolas, el porcentaje sefialado sera cada vez mas importante.
Por tanto, la sustitucion del 45 al 50 % de la harina de pescado con harina de pluma representa
una disminucion del 9 al 12% del costo del alimento. Esto 1iltimo esta sujetd a los precios que se
manejan en el presente trabajo y al valor que alcance la harina de pluma como ingrediente de
calidad aceptable para alimentacion animal Este es un buen punto de reflexion para pensar en
alianzas industriales estratégicas donde se diera, por un lado, la canalizacion no agravada ($) de
los subproductos que evite la contaminacion, gastos por el traslado de los subproductos a los
centros de acopio 0 depositos sanitarios, y por el otro, que estos gastos corrieran por cuenta del
industrializador de materias primas, interesado.

La comparacion, aungque poco valida, del costo de las dietas comerciales con los costos de
las dietas experimentales es con el fin de sefialar aquellos factores que contribuyen a su
distanciamiento, calculado en un 28.57%. Estos factores son: las diferencias (peletizado,
rendimiento, costo de ingredientes, mano de obra, etc.) entre el proceso comercial y el aplicado en
el Laboratorio de Nutricion, FCB, UANL., los diferentes ingredientes utilizados en ambas
formulas, siendo que en las dietas experimentales se incluye harina de trigo, harina de camardn,
colesterol, cloruro de colina, inositol, metionina, y en las dietas comerciales no es comin que
éstos se utilicen, por sus costos. La utilidad del comentario es, que a pesar de las exigencias de un
medio acuatico como el de un laboratorio (aguas de nula productividad primaria, lo cual se debe
compensar agregando algunos ingredientes "de lujo", como: colesterol, metionina, etc.), se
pueden disefiar formulas con una tendencia hacia la similaridad con las comerciales (diseiiadas
para engordas en condiciones de cultivos semi-intencivos), desistiendo de la inclusion
probablemente innecesaria de algunos de éstos imgredientes y solo dejar los imprescindibles. Lo
anterior con la consecuente disminucion del costo de las dietas.

Por uitimo se comenta una leve desventaja de las harinas experimentales relacionada con
su bajo contenido en lipidos, que por un lado permite incluir aceite de pescado que proporciona
los acidos grasos esenciales para el buen desarrollo del camardn, pero al no contener un poco mas
de esta fraccion se debera sustituir con otra fuente de lipidos (el mismo aceite de pescado, lecitina
de soya, etc.). Esto trae por consecuencia que la diferencia por unidad de porcentaje de los lipidos
de un ingrediente experimental a base de harina de pluma comparado con la harina de pescado
implica un 2.46 % de aumento del costo de la dieta final.
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10) CONCLUSIONES

1) Se puede sustituir 18% de la barina de pescado de calidad nacional por harina de pluma
hidrolizada enzimiticamente sin mermas en el crecimiento. Sin embargo esto debe tomarse con
reserva hasta haber realizado bioensayos en campo.

2) La ruta de transformacion resulto adecuada a escala de laboratorio, sin embargo deben
analizarse todas las posibilidades tecnologicas si se pretende llevar a escala industrial con un buen
rendimiento.

3) El nivel de inclusion sefialado reduce el costo de Ia dieta (con una formula como las
utilizadas en el presente trabajo) en un 9.68%.
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ANEXO 1

APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE CADA INGREDIENTE

INGREDIENTE H.Pescado H.Camaron H.Trigo G.Trigo P.Soya Acsite de Lecitina

NUTRIENTE pescado
Humedad 3.05 3.719 9.772 3.932 7.376 0 3
Mat.Seca 96.95 96.281 90.228 | 96.068 92.642 100 97
Proteina cruda 70.264 46.962 14,206 | 81.333 | 46.493 0 0
Grasa cruda 4.454 2.605 1.905 0.178 0.265 99.98 0
F bra cruda 0.961 8.318 0.902 0.119 2.065 0 0
Ceniza 11.955 29.463 1.449 0.732 5.894 0 0
ELN. 9.316 8.933 73.016 | 14.437 31.924 0 0
Arginina 3.663 2.443 0.73 1.115 3.026 0 0
Histidina 1.568 0.765 0.33 0.38 1.094 0 0
ls0 eusina 2.941 1.66 0.525 0.653 2.343 0 0
Leusina 4.804 2.47 0.983 0.88 3.377 0 0
L sina 4.952 2.535 0.4% 0.83 2.723 0 0
Metionina 1.886 0.86 0.225 0.27 0.577 0 0
Cistina 0.632 0.495 0.328 0.337 0.655 0 0
Fenilalanina 2.58 1.67 0.653 0.585 2.058 0 0
Tirosina 2.07 1.37 0.437 0.56 1.453 0 0
Treonina 2.731 1.485 0.428 0.593 1.742 0 0
Triptofano 0.726 0.37 0.177 0.293 0.626 0 0
Valina 3.393 1.665 0.66 0.785 2.16 0 0
{1 de colina 3545 5.498 916.5 2100 2629.75 0 3.6
Vitammna C 0 0 0 0 0 0 0
Calcio 3.933 8.716 0.047 0.08 0.27 0 0.065
Fosforo 2.456 1.82 0.382 1.105 1.922 0.1 3
Potasio 0.81 0.815 0.404 0.15 1.4 0 0.8
Cloro 0.928 1.02 0.057 0.08 0.068 0 0
Magnesio 0.217 0.52 0.158 0.34 0.263 0 0.09
Sodio 0.821 1.535 0.028 0.055 0.078 0 0.03
Azufre 0.672 0.52 0.18 0.32 0.37 0.06 0
Cobre B.323 1.5635 5.058 8.9 24.585 4,988 0
Fierro 274.68 105 394 110 146.8 0 0.002
Manganeso 14.663 30 36.888 101 37.383 0 0.09
Selenio 2.19 105 0.233 110 0.15 0 0
Zin¢ 112.62 28 33.872 101 53.5 0 0
Fosfolipidos 0 0.25 0 0 0 0.09 94
nositol 0 0 0 0 0 0 0
Ce esterol 0 0.01 0 0 0 0 0
18:2N6 0.002 0.001 0.001 0 0 3 57.9
18:3N3 0.001 0.001 0 0 0 1 6
205N3 0.027 0.001 0 0 0 13 0.001
22:6N3 0.024 0.001 0 0 0 8 0.001
Mezcla VIT 0 0 0 0 0 0 0
ETQ 0 0 0 0 0 o] 0
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ANEXO 2

APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE LA DIETA CONTROL, CON % DE INCLUSION

INGREDIENTE H.Pescado H.Camaron H.Trigo G.Trigo P.Soya Ac.Menhaden Lacitina

NUTRIENTE 18.40% 4.30% 48.30% 4.00% 17.00% 2.50% 2.00%
Humedad 0.5612 0.159917 | 4.71988 | 0.15728 | 1.256392 0 0.06
Mat.Seca 17.8388 | 4.140083 | 43.5801 | 3.84272 | 15.7491 2.5 1.94
Proteina cruda 12.92858 | 2.019366 | 6.8615 | 3.256332 | 7.90381 0 0
Grasa cruda 0.819536 | 0.112015 | 0.92012 | 0.00712 | 0.04505 2.4995 1.8
Fibra cruda 0.176824 | 0.357674 | 0.43567 | 0.00476 | 0.35105 0 0
Ceniza 2.19972 | 1.266909 | 0.69987 | 0.02928 | 1.00198 0 0
ELN. 1.714144 | 0.384119 | 35.2667 | 0.57748 | 5.42708 0 0
Arginina 0.673992 | 0.105049 | 0.35259 | 0.0446 | 0.51442 0 0
Histidina 0.288512 | 0.032895 | 0.15839 | 0.0152 | 0.18598 0 0
lscleusina 0.541144 | 0.07138 | 0.25358 | 0.02612 | 0.39831 0 0
Leusina 0.883836 | 0.10621 | 0.47479 | 0.0352 | 0.57409 0 0
Lisina 0.911168 | 0.109005 ; 0.21735 | 0.0332 | 0.46291 0 0
Metionina 0.347024 | 0.03698 | 0.10868 | 0.0108 | 0.08809 0 0
Cistina 0.116288 | 0.021285 [ 0.16842 | 0.01348 | 0.1113b 0 0
Fenilalanina 0.47472 0.07181 0.31564 | 0.0234 | 0.34986 0 0
Tirosina 0.38088 0.05891 | 0.21107 | 0.0224 | 0.24701 0 0
Treonina 0.502504 | 0.063855 | 0.20672 | 0.02372 | 0.29614 0 0
Tnptofano 0.133584 | 0.01591 | 0.08549 | 0.01172 | 0.10642 0 0
Vallna 0.624312 | 0.071595 [ 0.31878 | 0.0314 | 0.3672 0 0
( de colina 652.28 0.236414 | 442.67 84 447.058 0 0.072
Vitamina C 0 0 0 0 0 0 0
Caicio 0.723672 | 0.417745 | 0.0227 | 0.0032 | 0.0459 0 0.0013
Fosforo 0.451304 0.07826 | 0.18451 | 0.0442 | 0.32674 0.002% 0.06
Potasio 0.14904 | 0.035045 | 0.19513 | 0.006 0.2618 0 0.016
Cloro 0.170752 | 0.04386 | 0.02753 | 0.0032 | 0.01156 0 0
Magnesio 0.039928 | 0.02236 | 0.07631 | 0.0136 | 0.04471 0 0.0018
Sodio 0.151064 | 0.066005 | 0.01352 | 0.0022 | 0.01326 0 0.0006
Azufre 0.123648 | 0.02236 | 0.08694 | 0.0128 | 0.0629 0.0015 0
Cobre 1.631432 | 0.066005 | 2.44301 0.366 | 4.17945 0.1247 0
F ervo 50.54112 4.51% 19.0302 4.4 24,956 0 0.00004
Manganeso 2.697992 1.29 17.8169 4.04 6.35511 0 0.0018
Selenio 0.40296 4.515 0.11254 4.4 0.0255 0 0
Zne 20.72208 1.204 16.3602 | 4.04 9.09% 0 0
Fosfolipidos 0 0.01075 0 0 0 0.00225 1.88
Inogitol 0 0 0 0 0 0 0
Colesterol 0 0.00043 0 ¢ 0 0 0
18:2N6 0.000368 | 0.000043 | 0.00048 0 0 0.075 1.158
186:3N3 0.000184 | 0.000043 0 0 0 0.025 0.12
20:5N3 0.004968 | 0.000043 0 0 0 0.325 0.00002
22:6N3 0.004416 | 0.000043 0 0 0 0.2 0.00002
Mezcla VIT 0 0 0 0 0 0 0
ETQ 0 0 0 0 0 0 0




ANEXO 2

APORTE TEGRICO DE NUTRIENTES DE LA DIETA CONTROL, CON % DE INCLUSION

INGREDIENTE M.Vit. ETQ Colesterol Inositol NaH2PO3 Stay C |Maetionina Cl Colina

NUTRIENTE 0.22% | 0.02% 0.54% 0.03% 0.40% 0.03% 0.20% 0.08%

Humedad 0 0 0) 0 0 0 0 0

Mat.Seca 0.22 | 0.02 0.54 0.031 0.025 0.076

<o
b
o
[y %]

Protelna cruda 0 0 0 0
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ANEXO 3

APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE LA DIETA HEP60ex, CON % DE INCLUSION

INGREDIENTE H.Pescado HEP60ax H.Camaron H.Trigo G.Trigo P.Soya Ac.Menhaden

NUTRIENTE 9.00% 14.56% 4.30% 47.55% 4.00% 12.30% 2.58%
Hurmedad 0.44408 0.78993 | 0.159917 | 4.646586 | 0.15728 | 0.907248 0
Mat.Seca 14.11592 8.21007 4.140083 | 42.903414 3.84272| 11.39497 2.58
Proteina cruda 10.230438 | 5.00301 2.019366 | 6.754953 | 3.25332 | 5.718639 0
Crasa cruda 0.6485024 | 0.11844 | 0.112015 | 0.9058275| 0.00712 | 0.032595| 2.579484
Fbra cruda 0.1399216 | 0.20566 | 0.357674 | 0.428301 | 0.00476| 0.253995 0
Ceniza 1.740648 0.81774 1.266909 [0.6889995| 0.02928 ) 0.724962 0
E.L.N. 1.3564096 | 2.06523 | 0.384119 | 34.719108( 0.57748 | 3.926652 0
Arginina 0.56333328 | 0.49347 0.105049 | 0.347115 | 0.0446 | 0.372198 0
Histidina 0.2283008 | 0.05598 | 0.032895 | 0.156915 | 0.0152 | 0.134562 0
lsoleusina 0.4282096 | 0.341565 0.07138 |0.2496375( 0.026120.288189 0
Leusina 0.6994624 | 0.62163 0.10621 |0.4674165( 0.0352 | 0.415371 0
Lisina 0.7210112 | 0.14868 0.109005 | 0.213975 | 0.0332 | 0.334929 0
Metionina 0.2746016 | 0.04955 0.03698 |0.1069875( 0.0108 | 0.070971 0
Clstina 0.0920192 | 0.33678 0.021285 | 0.155964 | 0.01348 | 0.080565 0
Fenilalanina 0.375648 0.32418 0.07181 |0.3105015( 0.0234 | 0.253134 0
Tirosina 0.3013%2 | 0.21132 0.06891 |0.2077935( 0.0224 | 0.178719 0
Treonina 0.3976336 | 0.32769 0.063855 | 0.203514 | 0.02372| 0.214266 0
Trptofano 0.1057056 | 0.04977 0.015381 | 0.0841635(0.01172 | 0.076998 0
Valina 0.4940208 | 0.53082 | 0.071595 | 0.31383 | 0.0314 | 0.26568 0
Cl de colina 516.152 79.08003 | 0.236414 | 435.79575 84 323.4593 0
vitamina C 0 0 0 0 0 0 0
Calcio 0.5726448 0.0297 0.417745 | 0.0223485| 0.0032 | 0.03321 0
Fosforo 0.3575936 | 0.04428 0.07826 | 0.181641 | 0.0442 | 0.236406  0.00258
Potasio 0.117936 0.01854 0.035045 | 0.192102 | 0.006 0.18942 0
Cloro 0.1351168 | 0.0139% 0.04386 |0.0271035| 0.0032 | 0.008364 0
Magnesio 0.0316952 | 0.01593 0.02236 | 0.075129 | 0.0136 | 0.032349 0
Sodio 0.11956376 | 0.02799 0.066005 | 0.013314 | 0.0022 | 0.009594 0
Azufre 0.0978432 0.1251 0.02236 0.08559 | 0.0128 | 0.04551 0.001548
Cobre 1.2118288 | 0.77553 0.066005 | 2.405079 | 0.366 | 3.023955| 0.1286904
Fierro 39.993408 | 6.59997 4.515 18.7347 4.4 18.0564 0
Manganeso 2.1349328 | 0.97974 1.29 17.540244| 4.04 |4.598109 0
Selenio 0.318864 0.06102 4.5156 0.1107915 4.4 0.01845 0
Zinc 16.397472 | 6.36228 1.204 16.106136| 4.04 6.5805 0
Fosfolipldos 0 0 0.01075 0 0 0 0.002322
Inositol 0 0 0 0 0 0 0
Colesterol 0 0 0.00043 0 0 0 0
18:2N6 0.0002912 | 0.00018 | 0.000043 | 0.0004755 0 0 0.0774
18:3N3 0.0001456 | 0.00018 | 0.000043 0 0 0 0.0258
20:5N3 0.0039312 0 0.000043 0 0 0 0.3354
22:6N3 0.0034944 0 0.000043 0 0 0 0.2064
Mezcla VIT 0o 0 0 0 0 o 0
ETQ 0 0 0 0 0 0 0

HEDPANay hidraliTadn en7imatico de pluma a 60 minutos. co-extruido con pasta de csava




ANEXO 3

APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE LA DIETA HEP60ex, CON % DE INCLUSION

INGREDIENTE Lecitina | M.Vit. ETQ Colesterol Inositol NaH2PQ3 Stay C [Metionina
NUTRIENTE 2,00% {0.22% | 0.02%| 059% 0.03% 0.46% 0.03% 0.30%
Humedad 0.06 0 o 0 0 0 0 0
Mat.Seca 1.94 0.22 | 0.02 0.59 0.031 0.458 | 0.025 0.3
Proteina cruda 0 0 0 0 0 0 0 0
Grasa cruda 1.8 0 0 0 0 0 0 0
Fibra cruda 0 0 o 0 0 0 0 0
Ceniza 0 0 0 0 0 0 0 0
E.LN. 0 0 0 0 0 0 0 0
Argirina 0 0 0 0 0 0 0 0
Histidina 0 0 0 0 0 0 0 0
lsoleusina 0 0 0 0 0 0 0 0
Leusina 0 0 0o 0 0 0 0 0
Lisina 0 0 0 0 0 0 0 0
Metlonina 0 o} 0 0 0 0 0 0.285
Cistina 0 0 0 0 0 0 0 0
Fenitalanina 0 0 0 0 0 0 0 0
Tirogina 0 0 0 0 0 0 0 0
Treonina 0 0 0 0 0 0 0 0
Triptofane 0 0 0 0 0 0 0 0
Valina 0 0 0 0 0 0 0 0
Ol de colina 0.072 0 0 0 0 0 0 0
Vitamina C 0 0 0 0 0 0 0.0038 0
Calclo 0.0013| O 0 0 0 0 0 0
Fosfore 0.06 0 0 0 0 0.11354 0 0
Potasio 0.016 0 0 0 0 0 0 0
Cloro 0 0 0 0 0 0 0 0
Magnesio 0.0018| 0O 0 0 0 0 0 0
Sodio 0.0006| O 0 0 0 0.14656 0 0
Azufre 0 0 0 0 0 0 0 0
Cobre 0 0 0 0 0 0 0 0
Fierro 4E-05 0 0 0 0 0 0 0
Manganeso 0.0018 O 0 0 0 0 0 0
Selenio 0 0 0 0 0 0 0 0
Zinc 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosfolipldos 1.88 0 0 0 0 0 0 0
Inositol 0 0 0 0 0.03068 0 0 0
Colesterol 0 0 0 0.56634 0 0 0 0
18:2N6 1.158 0 0 0 0 0 0 0
18:3N3 0.12 0 0 0 0 0 0 0
20:5N3 2E-05 0 0 0 0 0 0 0
22:6N3 2E-05 0 0 0 0 0 0 0
Mezcla VIT 0 0.22 0 0 0 0 0 0
ETQ 0 0 0.02 0 0 0 0 0




ANEXO 4

APORTE TEQRICO DE NUTRIENTES DE LA DIETA HEP6Qsx2, CON % DE INCLUSION

INGREDIENTE H.Pesscado HEPE0ex H.Camaron H.Trigo G.Trigo P.Soys Ac.Menhaden

NUTRIENTE 10.49% 18.00% 4.30% 47.12% 4.00% 7.80% 2.58%
Humedad 0.319945 | 1.57986 | 0.1569917 | 4.604566 | 0.15728 | 0.57533 0
Mat.Seca 10.17006 | 16.42014 | 4.140083 | 42.51543 | 3.84272 | 7.22608 2.58
Protelna cruda 7.370684 | 10.00602 | 2.019366 | 6.693867 | 3.25332 | 3.62645 0
Grasa cruda 0.467225 | 0.23688 | 0.112015 | 0.897636 | 0.00712 | 0.02067 | 2.579484
Fbra cruda 0.100809 | 0.471112 | 0.357674 | 0.425022 | 0.00476 | 0.16107 0
Cenza 1.25408 | 1.63548 | 1.266909 | 0.682769 | 0.02928 | 0.45973 0
ELN. 0.977248 | 4.13046 | 0.384119 | 34.40514 | 0.57748 | 2.49007 0
Arginina 0.384249 | 0.98694 | 0.105049 | 0.343976| 0.0446 | 0.23603 0
Histidina 0.164483 | 0.11196 | 0.032895 | 0.156496| 0.0152 | 0.08533 0
soleusina 0.3085611 0.6831 0.07138 0.24738 | 0.02612 | 0.18275 0
Leusina 0.503924 | 1.24326 | 0.10621 0.46319% | 0.0352 | 0.26341 0
Lisina 0.519465 | 0.29736 | 0.1090056 | 0.21204 | 0.0332 | 0.21239 0
Metion na 0.197841 0.0999 0.03698 | 0.10602 | 0.0108 | 0.04501 0
Cistina 0.066297 | 0.67356 | 0.021285 | 0.154554 | 0.01348 | 0.05109 0
Feniialanina 0.270642 | 0.64836 | 0.07181 |0.307694| 0.0234 | 0.16052 0
Tirosina 0.217143 | 0.42264 0.05891 |0.205914| 0.0224 | 0.11333 0
Treonina 0.286482 | 0.65538 | 0.063855 | 0.201674 | 0.02372 | 0.13588 0
Tnptofano 0.076157 | 0.09954 | 0.01591 |0.083402| 0.01172 | 0.04883 0
Vaina 0.355926 | 1.06164 | 0.0715695 10.310992 | 0.0314 | 0.16848 0
(l de colina 371.8705 | 158.1601 | 0.236414 | 431.8548 84 205.121 0
Vitamna C 0 0 0 0 0 0 0
Calclo 0.412572 | 0.0594 | 0.417745 | 0.022146 | 0.0032 | 0.02106 0
Fosforo 0.257634 | 0.088%6 | 0.07826 |0.179998| 0.0442 | 0.14992 0.00258
Potasio 0.084969 | 0.03708 | 0.035045 | 0.1803656| 0.006 | 0.12012 0
Clorp 0.097347 | 0.0279 0.04386 |0.026858) 0.0032 | 0.0053 0
Magnesio 0.022763 | 0.03186 | 0.02236 | 0.07445 | 0.0136 | 0.02051 0
Sodlo 0.086123 | 0.05598 | 0.066005 | 0.013194 | 0.0022 | 0.00608 0
Azufre 0.070493 0.2502 0.02236 |0.084816| 0.0128 | 0.02886 | 0.001548
Cobre 0.873083 | 1.55106 | 0.066005 | 2.38333 0.356 | 1.91763 | 0.1286904
Fierro 28.81393 | 13.19994 4.515 18.56528 4.4 11.4504 0
Manganeso 1.538149 | 1.95948 1.29 17.38163 4.04 2.91587 0
Selenlo 0.229731 | 0.12204 4.515 0.10979 4.4 0.0117 0
dne 11.81384 | 12.72456 1.204 15.9604% | 4.04 4.173 0
Fosfolipldos 0 0 0.01075 0 0 0 0.002322
nositol 0 0 0 0 0 0 0
Colesterol 0 0 0.00043 0 0 0 0
18:2N6 0.00021 0.00036 | 0.000043 | 0.000471 0 0 0.0774
18:3N3 0.000105 | 0.00036 | 0.000043 0 0 0 0.0258
20:5N% 0.002832 0 0.000043 0 0 0 0.3354
22:6N3 0.002518 0 0.000043 0 0 0 0.2064
Mezcla VIT 0 0 0 0 0 0 0
ETQ 0 0 0 0 0 0 0

HEP6Gex hidrolizado enzimatico de pluma a 60 minutos, co-extruido con pasta de soya




ANEXO 4

APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE LA DIETA HEP80ex2, CON % DE INCLUSION

INGREDIENTE Lecitina M.Vit, ETQ Colesterol Inositol NaHZPO3 Stay C  |Mationina Cl Colina

NUTRIENTE 200% | 0.22% | 0.02% 0.5%% 0.03% 0.60% 0.03% 0.22% 0.08%

Humedad 0.06 0 0 0 0 0 0 0 0
Mat.Seca 1.94 0.22 0.02 0.59 0.031 0.458 0.025 0.3 0.076
Proteina cruda 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grasa cruda 1.8 0 0 0 0 0 0 0 0
Fbra cruda 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ceniza 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.L.N. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Arginina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hstidina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
soleugina 0 0 0 0 o 0 0 0 0
Leusina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L sina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metionina 0 0 0 0 0 0 0 0.285 o
Cet na 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fen alanina 0 0 0 0 0 0 0 0 o
Trogina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Treonina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Triptofano 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vaina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cl de colina 0.072 0 0 0 0 0 0 0 0.03967
Vitamina C 0 0 0 0 0 0 0.00375 0 0
Calclo 0.0013 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosforo 0.06 0 0 0 0 0.113538 0 0 0
Potaslo 0.016 0 0 0 0 0 0 0 0
Cloro 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00593
Magnesio 0.0018 0 0 0 0 0 0 0 0
Sodio 0.0006 0 0 0 0 0.14656 0 0] 0
Azufre 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cobre 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F erro 0.00004 0 0 0 0 0 0 0 0
Manganeso 0.0018 0 0 0 0 0 0 0 0
Setenlo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Zne 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosfol pidos 1.88 0 0 0 0 0 0 0 0
nositol 0 0 0 0 0.0307 0 0 0 0
Colesterol 0 0 0 0.566341 0 0 0 0 0
18:2N6 1.158 0 0 0 0 0 0 0 0
18:3N3 0.12 0 0 0 0 0 0 0 0
20:BN3 0.00002 0 0 0 0 0 0 0 0
22:6N3 0.00002 0 0 0 0 0 0 0 0
Mezcla VIT 0 0.22 0 0 0 0 0 0 0
ETQ 0 0 0.02 0 0 0 0 0 0




ANEXO 5

APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE LA DIETA HPHCex, CON % DE INCLUSION

INGREDIENTE H.Pascado HPHCex H.Camaron H.Trigo Q.Trigo P.Soya Ac.Manhaden

NUTRIENTE 13.70% 14.56% 4.30% 45.40% 4.00% | 12.30% 1.00%
Humedad 0.44408| 0.105216| 0.159917| 4.43649| 0.157| 0.%07 0
Mat.Seca 14.11592| 13.59478| 4.140083| 40.9635| 3.843| 11.39 1
Proteina cruda 10.2304384( 6.822874| 2.019366| 6.44952| 3.253| 5.719 0
Grasa cruda 0.6485024| 2.193507| 0.1120156| 0.86487| 0.007| 0.033 0.9998
Fibra cruda 0.1399216| 0.251943| 0.357674| 0.40951| 0.005| 0.254 0
Ceniza 1.740648( 0.614445| 1.266909| 0.65785| 0.029| 0.725 0
E.LN. 1.3564096| 3.694205| 0.384119| 33.1493| 0.577| 3.927 0
Arginina 0.5333328| 0.78501] 0.106049| 0.33142| 0.045] 0.372 0
Histidina 0.2283008| 0.13426| 0.032895| 0.14882| 0.015( 0.135 0
Isoleusina 0.4282096| 0.55074 0.07138| 0.23835| 0.026| 0.288 0
Leusina 0.6994624| 0.89324 0.10621| 0.44628| 0.035( 0.415 0
Lisina 0.7210112| 0.214405| 0.109005| 0.2043| 0.033| 0.33% 0
Metionina 0.2746016| 0.09453 0.03698| 0.10215| 0.011| 0.071 0
Cistina 0.0920192 0.5891| 0.021285| 0.14891| 0.013| 0.081 0
Fenllalanina 0.375648; 0.56992 0.07181| 0.29646| 0.023| 0.2b3 0
Tirosina 0.301392( 0.26715 0.05891| 0.1984| 0.022( 0.179 0
Treonina 0.3976336 0.5754| 0.063855| 0.19431| 0.024| 0.214 0
Triptofano 0.1057056| 0.006165 0.01591| 0.08036| 0.012( 0.077 0
valina 0.4940208| 0.840495| 0.071585| 0.29964| 0.031| 0.266 0
Cl de ¢cona 516.162( 120.3774| 0.236414| 416.091 84 323.5 0
Vitamina C 0 0 0 0 0 0 0
Calclo 0.5726448| 0.04521| 0.417745| 0.02134| 0.003| 0.033 0
Fosforo 0.3575936| 0.067404 0.07826) 0.17343| 0.044| 0.236 0.001
Potasio 0.117936| 0.028222| 0.035045| 0.18342| 0.006| 0.189 0
Cloro 0.1351168| 0.021235 0.04386| 0.02588( 0.003( 0.008 0
Magnesio 0.0315952| 0.024249 0.02236| 0.07173| 0.014] 0.032 0
Sodio 0.1195376| 0.042607| 0.066005| 0.01271| 0.002 0.01 0
Azufre 0.0978432| 0.19043 0.02236| 0.08172| 0.013| 0.046 0.0006
Cobre 1.2118288| 1.180529| 0.066005| 2.29633| 0.356( 3.024| 0.04988
Fierro 39.993408| 10.04662 4.515| 17.8876 4.4 18.06 0
Manganeso 2.1349328| 1.491382 1.29| 16.7472| 4.04| 4.598 0
Selenio 0.318864( 0.092886 4.515| 0.10578 4.4 0.018 0
Zinc 16.397472| 9.684804 1.204| 15.3779 4.04, 6.581 0
Fosfolipidos 0 0 0.01075 0 0 0 0.0009
Inositol 0 0 0 0 0 0 0
Colesterol 0] 0 0.00043 0 0 0 0
18:2N6 0.0002912| 0.000274| 0.000043| 0.00045 0 0 0.03
18:3N% 0.0001456] 0.000274 0.000043 0 0 0 0.01
20:5N3 0.0039312 0| 0.000043 0 0 0 0.13
22:6N3 0.0034944 0| 0.000043 0 0 0 0.08
Mezcla VIT 0 0 0 0 0 0 0
ETQ 0 0 0 0 0 0 0

HPHCex, harina de pluma hidrolizada por coccion, co-extruida con pasta de soya




ANEXO §

APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE LA DIETA HPHCex, CON % DE INCLUSION

INGREDIENTE Lecitina M. Vit. ETQ Colesterdl Inositol NaH2PO3 Stay C |Metionina Cl Colina

NUTRIENTE 1.15% | 0.22% | 0.02% 0.59% 0.03% 0.80% 0.03% 0.22% 0.08%
Humedad 0.0345 0 0 0 0 o 0 0 0
Mat.Seca 1.11556 | 0.22 | 0.02 0.59 0.031 0.603 0.025 ] 0.217 0.076
Proteina cruda 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grasa cruda 1.035 0 0 0 0 0 0 0 0
Fibra cruda 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cenlza 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.L.N. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Arginina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Histidina 0 0 0 0 0 0o 0 0 0
lsoleusina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Leusina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lisina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Met orina 0 0 0 0 0 0 0 0.20615 0
Cistina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fenilalanina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tirosina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Treonlna 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Triptofane 0 0 0 0 0 0 0 0 0
valina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cl de colina 0.0414 0 0 0 0 0 0 0 0.03967
Vtamina C 0 0 0 0 0 0 0.0038 0 0
Catclo 0.00075 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosforo 0.0345 0 0 0 0 0.149484 0 0 0
Potasio 0.0092 0 0 0 0 0 0 0 0
Cloro 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00593
Magnesio 0.00104 0 0 0 0 0 0 0 0
Sodlo 0.00035 0 0 0 0 0.19296 0 0 0
Azufre 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cobre 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F erro 2.3E-05 0 0 0 0 0 0 0 0
Manganeso 0.00104 0 0 0 0 0 0 0 0
Selenio 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Zinc 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosfolipidos 1.081 0 0 0 0 0 0 0 0
nositol 0 0 0 0 0.0307 0 0 0 0
Colesterol 0 0 0 0.566341 0 0 0 0 0
18:2N6 0.66585 0 0 0 0 0 0 0 0
18:3N3% 0.069 0 0 0 0 0 0 0 0
20:5N3 1.2E-05 0 0 0 0 0] 0 0 0
22:6N3 1.2E-05 0 0 0 0 0 0 0 0
Mezcla VIT 0 0.22 0 0 0 0 0 0 0
ETQ 0 0 0.02 0 0 0 0 0 0




ANEXO 6

APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE LA DIETA HEP120sx, CON % DE INCLUSION

INGREDIENTE H.Pesscado HEP120ex H.Camaron H.Trigo G.Trigo P.Soya Ac.Menhaden

NUTRIENTE 14.56% 9.07% 4.30% 47.49% 4.00% 12.30% 2.58%
Humedad 0.44408 | 0.80469237 | 0.159917 | 4.640723 | 0.15728 | 0.907248 0
Mat.Seca 1411692 | B.26430763 | 4.140083 | 42.84928 | 3.84272 | 11.39497 2.58
Proteina cruda 10.230438 | 5.00300454 | 2.019366 | 6.746429 | 3.25332 | 5.718639 0
Graea cruda 0.6485024 | 0.11780631 | 0.112015 | 0.904685; 0.00712 | 0.0325695 | 2.579484
Flbra cruda 0.1399216 | 0.20695458 ( 0.357674 | 0.42836 | 0.00476 | 0.253985 0
Ceniza 1.740648 | 0.86527329| 1.266909 | 0.68813 | 0.02928 | 0.724962 0
E.L.N. 1.3564096 | 2.07126891 | 0.384119 | 34.6753 | 0.57748 | 3.926652 0
Arginina 0.5333328 | 0.49725327 | 0.105049 | 0.346677 | 0.0446 | 0.372198 0
Histidina 0.2283008 | 0.05640918 | 0.0328%5 | 0.156717 | 0.0152 | 0.134562 0
Isoleusina 0.4282096 | 0.34416855| 0.07138 | 0.249323 | 0.02612 | 0.288189 0
Leusina 0.6994624 | 0.62639583 | 0.10621 | 0.466827| 0.0352 | 0.415371 0
Ligina 0.7210112 | 0.14981988 | 0.109005 | 0.213705| 0.0332 | 0.334928 0
Metionina 0.2746016 | 0.05033295( 0.03698 | 0.106853| 0.0108 | 0.070971 0]
Cistina 0.0920192 | 0.33936198( 0.021285 | 0.155767 | 0.01348 | 0.080565 0
Fenilalarna 0.375648 | 0.32666538 | 0.07181 0.31011 0.0234 | 0.253134 0
Tirosina 0.301392 | 0.21294012 | 0.05891 | 0.207531 ] 0.0224 | 0.178719 0
Treonina 0.3976336 | 0.33020229 | 0.0638585 | 0.203257 | 0.02372 | 0.214266 0
Triptofano 0.1057056 | 0.060156157 | 0.015MN 0.084057 | 0.01172 | 0.076998 0
val'na 0.4940208 | 0.53488962 | 0.071595 | 0.313434 | 0.0314 0.26568 0
Cl de colina 516.152 | 79.6863102 | 0.236414 | 435.2459 84 323.4593 0
Vzamina C 0 0 0 0 0 0 0
Calcio 0.5726448 | 0.0299277 | 0.417745 | 0.02232 | 0.0032 0.03321 0
Fosforo 0.3575936 | 0.04461948 | 0.07826 |0.181412| 0.0442 | 0.236406 | 0.00258
Potasio 0.117936 | 0.01868214 | 0.035045 | 0.19186 0.006 0.18942 0
Cloro 0.1351168 | 0.01405685 | 0.04386 | 0.027069 | 0.0032 | 0.008364 0
Magnesio 0.0315952 | 0.01605213 | 0.02236 | 0.075034 | 0.0136 | 0.032349 0
Sodio 0.1195376 | 0.02820459 | 0.066005 | 0.013297 | 0.0022 | 0.009594 0
Azufre 0.0978432 | 0.1260591 0.02236 | 0.085482 | 0.0128B 0.04551 0.001548
Cobre 1.2118288 | 0.78147573 | 0.066005 | 2.402044 | 0.356 3.023855 | 0.12863904
Ferro 39.993408 | 6.65056977 4.515 18.71106 4.4 18.0564 0
Manganeso 2.1349328 | 0.98725134 1.29 17.51811 4.04 4.598109 0
Selenio 0.318864 | 0.06148782 4,515 0.110652 4.4 0.01845 0
Zinc 16.397472 | 6.41105748 1.204 16.08581 4.04 6.5805 0
Fosfolipldos 0 0 0.01075 0 0 0 0.002322
Inositol 0 0 0 0 0 0 0
Colesterol 0 0 0.00043 0 0 0 0
18:2N6 0.0002912 | 0.00018138 | 0.000043 | 0.000475 0 0 0.0774
18:2N3 0.0001456 | 0.00018138 | 0.000043 0 0 0 0.0258
20:BN3 0.0039312 0 0.000043 0 0 0 0.3354
22:6N3 0.0034944 0 0.000043 0 0 0 0.2064
Mezcla VIT 0 0 0 0 0 0 0
ETQ 0 0 0 0 0 0 0

HEP120ex, hidrolizado enzimatico de pluma a 120 minutos, co-extruido con pasta de sova




ANEXO 6

APORTE TEORICO DE NUTRIENTES DE LA DIETA HEP120ex, CON % DE INCLUSION

INGREDIENTE Lacitina M.Vit, ETQ Colestarol Inositol NaH2PO3 Stay C  |Metionins Cl Colina

NUTRIENTE 2.00% | 0.22% | 0.02% 0.59% 0.03% 0.48% 0.03% 0.30% 0.08%

Humedad 0.06 0 0 0 0 0 0 0 0
Mat.Seca 1.94 0.22 0.02 0.59 0.031 0.458 0.025 0.3 0.076
Proteina cruda 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grasa cruda 1.8 0 0 0 0 0 0 0 0
F bra cruda 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ceniza 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ELN. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Arginina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Histidina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
|soleusina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Leusina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L sina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metlonina 0 0 0 0 0 0 0 0.285 0
Cistina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fenlialanina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tirogina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Treonina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tnptofano 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Valina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |
Ol de colina 0.072 0 0 0 0 0 0 0 0.039672
Vitamina C 0 0 0 0 0 0 0.0038 0 0o
Calclo 0.0013 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosforo 0.06 0 0 0 0 0.113538 0 0 0
Potasio 0.016 0 0 0 0 0 0 0 0
Cloro 0 0 0 0 0 0 0 0 0.005928
Magnesio 0.0018 0 0 0 0 0 0 0 0
Sodio 0.0006 0 0 0 0 0.14656 0 0 0
Azufre 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cobre 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fero 0.00004 0 0 0 0 0 0 0 0
Manganeso 0.0018 | © 0 0 0 0 0 0 0
Selenio 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Zinc 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosfolipidos 1.88 0 0 0 0 0 0 0 0
nositol 0 0 0 0 0.03068 0 0 0 0
Colesterol 0 0 0 0.566341 0 0 0 0 0
16:2N6 1168 | 0 0 0 0 0 0 0 0
18:3N3 0.12 0 0 0 0 0 0 0 0
205N3 0.00002 0 0 0 0 0 0 0 0
22:6N3 0.00002 0 0 0 0 0 0 0 0
Mezcla VIT 0 0.22 0 0 0 0 0 0 0
ETQ 0 0 0.02 0 0 0 0 0 0




ANEXO 7. NIVEL DE SUPLEMENTACION VITAMINICA DE LA MEZCLA
INLUIDA EN LAS DIETAS EXPERIMENTALES *, (Akiyama, 1991).

Acido folico
Cianocobalamina

Acido ascorbico ®

> 3, Base humeda
» b, Acido ascorbico protegido (derivado de acido
ascorbico estable al calor),



ANEXO 8. ANALISIS DE LOS NUTRIENTES DE LOS INGREDIENTES EXPERIMENTALES

9% PROTEINA 9% GRASA 9% F.CRUDA
INGREDIENTES AS-FED B. SECA ASFED B. SECA ASFED |B.3ECA

[PLUMA CRUDA 50.87 86.23
PLUMA MOLIDA 86.733561 | 90.82076| 1.751693| 1.83424

86.68774 | 90.77284| 2.207402 | 2.311424
[MEDIA 86.71063 90.7968| 1.979547| 2.072832
P. MOLIDA 4+ ENZ. 86.37798

86.2599
MEDIA 86.31894
P.+ PASTA SOYA (307 55.90142 | 62.4734 1.56469 | 1.728759| 1.76536 | 1.972902
P.+ PASTA SOYA (30" 54.09544 | 60.45511 1.3966 1.56079 2.7173 3.036756
MEDIA 54.99843 | 61.46425 | 1.47173 | 1.644775| 2.24133 | 2.504829
P.+ PASTA SOYA (60" 55.81864 | 61.18925| 1.2079 1.324119| 1.76536 | 1.972902
P.+ PASTA SOYA (60" 55.35936 | 60.68578 | 1.42477 | 1.561855; 2.7173 | 3.036756
MEDIA 55.589 | 60.93752 | 1.31634 | 1.442987| 2.24133 | 2.504829
P.+ PASTA SOYA (120M 55.06528 | 60.42716 | 1.2048 1.322115| 1.76536 | 1.972902
P.+ PASTA SOYA (120 55.26699 | 59.55706 | 1.39369 1.629398| 2.7173 3.036756
MEDIA 55.16614 | 59.99211 | 1.29925 | 1.425757| 2.24133 | 2.504829
PASTA SOYA MOLIDA 46.41217 | 50.10854| 0.260923 | 0.281704

46.69777 | 50.41688] 0.270506 | 0.292049

46.36915 | 50.06209| 0.265714 | 0.286876 2.23
MEDIA 46.49303| 50.19584
HARINA DE TRIGO 14.71995| 16.3143( 1.882264 | 2.086136

13.69284| 15.17594| 1.928804 ) 2.137717

14.2064 | 15.74512 | 1.9055634 | 2.111927 1
MEDIA
GLUTEN DE TRIGO 81.02279| 84.33959| 0.17646 | 0.183684

81.64413| 84.98637 0.18 0.187369

81.33346| 84.66298 | 0.17823 | 0.185526 0.124912
MEDIA
H. DE PESCADO PROESA 70.09526 | 72.30018| 4.390308 | 4.52841

70.4335 72.64906| 4.519316 | 4.661475

70.26438 | 72.47462 | 4.454812 | 4.594943 1
HARINA DE CAMARON 45.68469 | 47.44948| 2.611562 | 2.712446

48.24073 | 50.10426| 2.599296 | 2.699706

46.96271 | 48.77687 | 2.605429 | 2.706076 8.64
H.PLUMA H.C. (Darlyng} 77.88839| B1.87888| 13.28283| 13.96336

77.70145| 81.68236| 15.04441| 15.81518

77.79492 | 81.78062 | 14.16362 | 14.88927
H.PHC + PSOYa ex 52.44313| 52.84922| 15.95945| 16.08303| 2.033931| 2.049681

49.80211) 50.18775| 16.06309%| 16.18748| 1.645813| 1.658558

47.55104) 47.91926| 16.01127 | 16.13525 | 1.839872 | 1.854119

49.93209| 50.31874
PLUMA + PSoya EX 38.8358| 39.87907| 15.07239 | 16.47729| 2.874319| 2.9515634

38.92894| 39.97471| 14.18137 | 14.66233| 2.487365| 2.554185

38.88237 | 39.92689 | 14.62688 | 15.01981 | 2.680842 | 2.752859




ANEXO 8. CONTINUACION
9% CENIZA % ELN  [% HUMEDAD [BASE SECA
INGREDIENTES AS-FED 8. SECA B. SECA
PLUMA CRUDA 41.01 58.99
PLUMA MOLIDA 4.7791 95.2209
4.2218 95.7784
MEDIA 4.50035 | 95.49965
P. MOLIDA + EN2,
MEDIA
P.+ PASTA SOYA (30™ 9.8537 | 11.01214 10.6366 89.3634
P.+ PASTA SOYA (30 9.6982 | 10.83836 10.4027 89.5973
MEDIA 9.77595 | 10.92525 | 12.94124| 10.51965 | 89.48035
P.+ PASTA SOYA (60" 9.0104 | 9.877339 8.5638 91.4362
P.+ PASTA SOYA (60" 9.069 9.941577 8.9903 91.0097
MEDIA 9.0865 | 9.909458 | 16.42816| 8.77705 | 91.22295
P.+ PASTA SOYA (120" 9.4721 10.39443 8.712 91.288
P.+ PASTA SOYA (1207 9.6113 | 10.54718 9.0346 90.9654
MEDIA 9.5417 | 10.47081 | 16.73319| 8.8733 91.1267
PASTA SOYA MOLIDA 5.910891 | 6.381648 7.2033 92.7967
5.878326 | 6.34649 7.5587 92.4413
5.894609 | 6.364069 7.3682 92.6318
MEDIA 37.883| 7.3767333 | 92.62327
HARINA DE TRIGO 1.445748 1.60234 9.7985 90.2015
1.452906 | 1.610273 9.6102 90.3898
1.449327 | 1.606307 | 69.76395| 9.9094 90.0906
MEDIA 9.7727 90.2273
GLUTEN DE TRIGO 0.744195 0.77466 3.941821 | 96.05818
0.721515 | 0.7510562 3.923521 | 96.07648
0.732855 | 0.762856 | 10.33106| 3.932671 | 96.06733
MEDIA
H. DE PESCADO PROESA 11.65087| 12.01736 3.020335 | 96.97967
12.2598| 12.73339 3.079005 96.921
11.95533 | 12.37537 | 6.505397| 3.04967 | 96.95033
HARINA DE CAMARON 29.43502| 30.57208
29.49234| 30.63163
29.46368 | 30.60185 | 4.4015653| 3.719298 | 96.2807
4.695801( 95.3042
H.PLUMA H.C. (Dartyng) 5.023657( 94.97634
4.901491 95.09851
4.8736493| 95.12635
H.PHC + PSOYa ex 4.366461| 4.400273 0.7763975| 99.2236
4.604441| 4.640096 0.8374637| 99.16254
4.485451 | 4.520184 | 26.4033| 0.6913379) 99.30866
0.7683997| 99.2316
2.4945321| 97.50547
PLUMA + PSoya 4.952045]| 5.085076 2.7058014; 97.2942
4.8126| 4.941884 2.6479378| 97.35206
4.882323 | 5.01348 | 34.67087| 2.6160905( 97.38391




ANEXO 9. VALORES DE LOS PARAMETROS ZOOTECNICOS

PARAMETROS

DIETA

HPHEG0ex | HEP60ex2 | HPHCex | HPHE120ex | PROB.
CONTROL

PESO INICIAL 0.3295 + 03312+ 0.3321 + 0.3330 + 0.3285 + i
@® 0.0959 0.0917 0.0384 0.0884 0.0895

PESO 30 DIAS 1.3255+ 13359 + 1.4056 + 132 + 13781 + 0.73
® 0.3231 0.3005 0.3379 0.3695 0.4129

TASA DE 1.6305 + 1.8501 +_ 1.6470 + 1.7156 + 1.6874 + 0.26

CONVERSION 0.1623 0.0823 0.1831 0.1050 0.1627

ALIMENTICIA

RAZON DE 1.9638 + 1.6648 + 2.0684 + 1.8432 + 1.9261 + 0.07

EFICIENCIA 0.2064 0.1598 0.2289 0.1115 0.1902

PROTEICA

CONSUMO 1.7716 + 1.8585 + 1.7663 + 1.8357 + 1.7358 + 0.0

® 0.110 00739 0.0377 0.0446 0.0874 :
a, b a b b a,b
GANANCIA EN 302.27 303.35 323.24 206,39 319.51 nd
PESO %

TIEMPO DE 54 35"+ 37 40" + 2303+ | 4026" + 29' 33" + 0.01
TRANSITO (min) 226" a I'25" b 2'56" ¢ 327" b 1'42" d '
SOBREVIVENCIA 96.25+ 83.0 + 83.25+ 96.5 + 89.75+ 0.12

% 435 8.76 6.19 4.04 3.78

> PROB,, probabilidades estadisticas al 95% de confianza




ANEXO 10a. GRAFICA RESULTANTE DE LA TECNICA pH-SHIFT (Satterlee, 1977; Lazo, 1994)

pH HEP60ex (m= -0.02218)

735 1

7.4 1

73 1

7.2

Minutos

10b. GRAFICA RESULTANTE DE LA TECNICA pH-SHIFT, MODIFICADA POR EL Dr.
R.MENDOZA A. Y EL Ocean. A.DE DIOS U.

pH HEP60ex ( m= -0.0437645)

Minutos







