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PROCESO DE ENFRIAMIENTO DE SALMONES CULTIVADOS
PARA LOGRAR SU INCONCIENCIA RAPIDA DURANTE LA
COSECHA

DESCRIPCION

1. CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a los procesos de cosecha de
salmoénidos provenientes de jaulas de cultivo en el mar. En particular se refiere
a un proceso de tratamiento de salmones vivos previo a su faenamiento para
producir una muerte humanizada de ellos, es decir con minimo estrés, al
tratarlos en un medio acuoso frio que les provoque rapida inconciencia, de
acuerdo a las normas de la bioética para el tratamiento de peces. De esta
forma se coloca a los salmones que provienen de jaulas de acopio de
ejemplares que se van a cosechar, en una mezcla de hielo y sal a una
temperatura baja predeterminada que les provoca su inconciencia en un tiempo
de menos de 5 minutos, produciendo en todos ellos, de tamafos que son
variables, un estado de inconciencia bajo el cual pueden ser trasladados a una
planta de faenamiento, evitandoles estrés durante el transporte y durante el

faenamiento, lo que conlleva a la obtencién de productos de alta calidad.

2. DESCRIPCION DEL ESTADO DEL ARTE

Es conocido que los peces poseen mecanismos especificos de
comportamiento y de respuesta a estrés para enfrentar situaciones naturales
adversas (Poli B. M., /tal. J. Anim. Sci., 2009, 8(1), pag. 139-160; Harper, C.,
Wolf, J., ILAR J., 2009, 50(4), pag. 387-396).

Algunos aspectos de la practica de acuicultura impactan el bienestar de
los peces. Los principales factores que reducen el bienestar de los peces de

cultivo durante la cosecha comprenden aquellos relacionados a: i)
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aglomeracion; ii) manipulacion; iii) transporte; iv) gestion de cosecha; y v)

métodos de faenamiento.

Aglomeracién, manipulacion y transporte: Factores tales como la
aglomeracion, o los procedimientos de bombeo de los peces vivos, el consumo
del oxigeno en los contenedores de transporte, la acumulacion de CO; y de
NHa, contribuyen a un aumento importante de las condiciones de estrés y a una
degradacién del bienestar de los peces. El transporte generalmente induce
estrés en ellos, el cual requiere un tiempo prolongado de recuperacion. Una
disminucién de la temperatura durante el transporte es util para inducir un
efecto de sedacion. El Scientific Panel on Animal Health and Animal Welfare en
2004, dio una serie de recomendaciones para asegurar el bienestar de los
peces durante el transporte, tales como:
« Suficiente disponibilidad de oxigeno disuelto.
o Evitar la exposicion de los peces al aire durante los procedimientos de
carga y descarga.
e Un tiempo de inanicion adecuado antes del transporte de acuerdo a la
especie, tamario y temperatura del agua.
e Vehiculo de transporte bien equipado y aseguramiento de un minimo de
contacto fisico con los animales.
e Monitoreo adecuado de la calidad del agua y de las condiciones de los
peces.

El malestar fisico y el confinamiento producen respuestas caracteristicas
de estrés tales como, aumento de cortisol y de glucosa pudiendo alterar la
resistencia a enfermedades inmunologicas en varias especies cultivadas. Los
peces aglomerados son mas sensibles a un factor de estrés agudo adicional.
Un buen manejo de los problemas de aglomeracion incluye una técnica de
manipulaciéon cuidadosa, una evaluacion de la calidad del agua, la adicion de
oxigeno al agua si los niveles caen bajo un valor critico de 6 ppm, y un

estrecho monitoreo del comportamiento y actividad de los peces.
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Gestion de Cosecha: El interés en el bienestar de los peces, incluyendo el
tiempo de faenamiento, es cada vez mayor tanto a nivel del consumidor como
del productor, desde un punto de vista ético y de la calidad del producto.

Los procedimientos pre-mortem son criticos para el bienestar de los
peces y deben ser efectuados de una forma adecuada, evitandoles miedo,
sufrimiento y dolor innecesarios.

El tiempo del proceso de cosecha podria ser traumatico para los peces
cultivados ya que un tiempo prolongado de cosecha, un manejo intenso, y la
aglomeracion, disminuyen el oxigeno, involucrando el inicio del estado de
estrés que puede comprometer la calidad organoléptica, sanitaria y de mercado
del producto final. El estrés y el ejercicio antes de la muerte estan unidos a una
reduccion de la calidad de la carne y esto esta asociado principalmente con el
estrés pre-faenamiento. De hecho la respuesta endocrina relativa implica
alteraciones antes del proceso de inicio de la muerte del pez intensificando el
consumo de reserva de glucosa lo que causa modificaciones de los procesos
normales post-mortem y una mayor susceptibilidad al ataque microbiano. El
estrés durante la cosecha y al momento de la muerte mas las respuestas
endocrinas relativas pueden influenciar fuertemente los procesos bioquimicos
post-mortem tales como la velocidad de degradacion de ATP, el inicio del rigor
mortis, y el aumento de la tasa de degradacion de la frescura de la carne.
Métodos de faenamiento: Los métodos de muerte que provocan una larga
agonia en los peces son muy estresantes y deben ser evitados.

La opinién del Scientific Panel on Animal Health and Welfare de la EFSA
establecid en el afo 2004, que muchos métodos de muerte comercial
existentes exponen a los peces a un sufrimiento sustancial sobre un periodo
prolongado de tiempo y recomendé que los criterios para la aplicacion
humanizada de aturdimiento percusivo, golpe instantaneo y aturdimiento
eléctrico deberian estar disponibles para la industria y en ningln caso deberian
ser obligatorios, de modo que la etapa de aturdimiento/muerte sea incorporada
antes del sangramiento o antes de que comience el eviscerado, etc. Mas
recientemente, la decision del consejo de la UE, adoptada legalmente en junio
de 2006, extiende las regulaciones del bienestar de los animales al sector de

cultivo de peces de la UE, de modo que estos desarrollos podrian influenciar
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eventualmente la importacion de peces. Su articulo 19 referente a la muerte de
emergencia, reconoce que los métodos de muerte a ser usados dependen del
sistema de cultivo, de la especie, del tamario y del nimero de peces a ser
muertos y que deberia considerarse una muerte rapida para grandes lotes de
peces. En cualquier caso, los métodos usados deberian causar una muerte
inmediata o llevar rapidamente a los peces a un estado de inconciencia antes
de la muerte, o provocar la muerte del pez que ha sido anestesiado o
efectivamente aturdido. A partir de 2008 varios paises europeos han
recomendado el no uso por ejemplo del clasico enfriamiento lento con hielo.

Los indicadores de efectividad de los procedimientos que evitan un
prolongado estrés son: 1) la cesacion inmediata e irreversible de los
movimientos respiratorios (actividad opercular ritmica), y 2) la pérdida
inmediata e irreversible del movimiento de los ojos (reflejo vestibulo-ocular,
VOR, en que los ojos de un pez aturdido/muerto no se mueven cuando el pez
se rota).

Asi, es claro que la investigacion empirica y cientifica en esta area esta
faltando. Hay una necesidad de un aumento en el conocimiento cientifico sobre
el cual basar guias futuras y una potencial legislacion.

Es importante reconocer que el estrés fisiolégico no es sinénimo de
sufrimiento. El monitoreo del estrés y sus efectos, a un nivel fisioloégico, podrian
contribuir a una parte del cuadro general del bienestar de los peces.

Las respuestas del estrés fisiologico pueden ser divididas en primarias,
secundarias y terciarias.

Las respuestas primarias al estrés implican: 1) la rapida liberacion de
catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) de los tejidos cromafin (homologos
a la médula adrenal de mamiferos), y 2) la activacion del factor hipotalamico de
liberacién de la hormona adrenocorticotrofica pituitaria que a su vez, promueve
la secrecion de cortisol por el tejido interrenal (homoélogo a la corteza adrenal
mamifera).

Las respuestas secundarias al estrés son caracterizadas por las
reacciones inmediatas a dichas hormonas al nivel de tejido hematico. Estas
respuestas adaptativas de corto tiempo (agudas) podrian no causar sufrimiento

particular y necesitan algunas horas de recuperacion.
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Las respuestas terciarias al estrés determinadas por un estrés
prolongado (crénico) podrian, por el contrario, inducir una reduccion
significativa del bienestar animal y producir respuestas de largo plazo
influenciando de una forma negativa el apetito, el crecimiento, la reproduccion y
las respuestas inmunes.

Las respuestas de comportamiento de los peces son facilmente
observables y producen informacién inmediata sobre los cambios fisicos y
bioquimicos que tienen lugar en respuesta al estrés, sin el uso de técnicas
invasivas. Respuestas de comportamiento, especificas, podrian ser usadas
como indicadores de condiciones de estrés que pueden degradar el bienestar
de los peces.

Hay ciertos indicadores que pueden usarse para evaluar la calidad,
estrés y detrimento del bienestar de los peces tanto desde un punto de vista
cientifico como desde un punto de vista practico, a pesar de que ninguno de
ellos es perfecto.

La mejor estrategia para una evaluacion confiable del
bienestar/sufrimiento de los peces y su impacto sobre la calidad del producto
es un enfoque multidisciplinario que toma en consideracion los cambios
relativos principales de indicadores significativos de los procesos bioquimicos y
fisiolégicos ante-mortem ylo post-mortem. De esta forma el comportamiento
puede ser un buen indicador temprano apropiado y no invasivo del
bienestar/sufrimiento, aun cuando esto pueda ser rara vez un enfoque
exhaustivo.

Los peces pueden dar respuesta a estimulos externos tales como:

e Capacidad para mantener el equilibrio cuando el pez es girado al reves;

¢ Movimiento de los ojos siguiendo cambios en la postura del cuerpo con
respecto al eje longitudinal;

e Reaccion al pinchazo de una aguja sobre la cabeza o la cola;

e Aplicacion de electricidad de bajo voltaje.

La respuesta evocada visual (VER), con un destello de luz directamente
en los ojos, y la respuesta somatosensorial evocada (SER), son métodos

objetivos que indican el estado de inconciencia de los peces.
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Sin embargo también son utiles métodos mas simples que en parte
indican si el pez esta conciente o no, por un comportamiento auténomo tal
como el movimiento de las branquias y el reflejo vestibulo ocular (VOR).

Los peces son capaces de un comportamiento especifico e inconciente,
de respuestas fisiologicas y hormonales al estimulo estresante que, si es
intenso y suficientemente extenso, puede ser daiino para su salud. Por lo tanto
el objetivo a alcanzar deberia ser minimizar y mantener bajo control el estrés
de la sobrevivencia, de la pre-muerte, y del faenamiento.

Es importante estudiar métodos que sean utiles cuando no es posible la
obtencion de induccion instantanea de insensibilidad, siendo el objetivo que el
animal deberia estar inconciente e insensible hasta su muerte. En particular, la
mejora del manejo pre-muerte y de su muerte tiene que ser obtenida no sélo
desde un punto de vista ético, sino también porque hay una estrecha relacion
entre el bienestar del pez, alin durante su muerte, y la calidad del producto
final.

En la presente invencion se aborda la obtencion del estado de
inconciencia temprana de los salmones en la etapa de cosecha, a objeto de
evitar al maximo el estrés o sufrimiento de ellos, considerando el estado del
conocimiento técnico en esta materia, tal como se describe a continuacion.

Fjaera, S. O.; Skjervold, P. O. y colab., describen en la patente,
EP1293129, de 2005, un proceso y una planta para manejar peces de cultivo
desde su ingreso a la planta hasta su faenamiento. Se describe como los peces
son enfriados en el agua desde Ila temperatura ambiente en donde se les
estimula a moverse en la direccion deseada utilizando sus instintos naturales,
disminuyendo paulatinamente la temperatura hasta aproximadamente 10 °C
con lo que se reduce el estrés al reducir ademas el tiempo de procesamiento, y
por otra parte la calidad de los productos finales obtenidos es mejor.

En esta patente se destaca que los peces pequefios son enfriados mas
rapidamente que los peces grandes. Ademas, dependiendo de la temperatura y
del estrés, el rigor mortis de los peces se produce algan tiempo después que
los peces han sido enfriados. Dicha invencion provee un proceso para manejar

peces, de acuerdo a las siguientes etapas de manipulacion:
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1) Alcanzada la temperatura de 10 °C, se les transporta a tierra a traves
de un sistema ascensor de una cinta transportadora de peces en donde se les
induce a nadar; desde el ascensor o desde la cinta transportadora, los peces
son llevados a un estanque de enfriamiento donde se les enfria a una
temperatura corporal predeterminada, normalmente hasta 1 °C durante 20 a
100 minutos. Una vez que los peces han alcanzado la temperatura corporal
deseada, se les somete al efecto del didxido de carbono como anestésico.

2) Luego se les corta la cabeza y se les conduce a un estanque de
desangrado, el cual tiene una temperatura del agua de 0,5 a 1 °C mas alta que
el agua del estanque de enfriamiento anterior. Los estanques tienen adosado
un equipo para ajustar la temperatura del agua de enfriamiento por medio del
suministro de agua enfriada previamente.

La combinacién de estas etapas de manipulacion muestra que se llega a
una ganancia de productividad significativa en el proceso de faenamiento.

La temperatura se mide utilizando una sonda de temperatura montada
en una aguja que se coloca en el musculo de los peces; particularmente las
medidas se hacen en el musculo cercano a la columna vertebral bajo el centro
de la aleta dorsal. Varios grupos de peces fueron medidos por este método
para varios periodos de enfriamiento desde 17 a 131 minutos de duracion. Un
pez muerto tenia un tiempo de enfriamiento de 25 a 57 minutos.

Este procesamiento en frio a las temperaturas indicadas proporciona
una mejora sustancial en el mantenimiento de la calidad de los productos
terminados y un mayor aseguramiento de que los peces no seran manipulados
después del inicio del rigor mortis.

El enfriamiento uniforme de peces grandes y pequefios, de acuerdo a
dicha invencion, se consigue por un pre-enfriamiento de los peces a una
temperatura de 8-10 °C en el estanque de recepcion para los peces.

En sintesis, esta patente produce un enfriamiento de los peces de entre
1 °C y 20 °C, en agua con hielo como agente de enfriamiento, y procede al
faenamiento in situ de los peces enfriados y sometidos a un anestésico, que en
ninglin caso se encuentran inconcientes por el solo efecto de la temperatura.

En 2005 Skjervold, P. O. describié en la patente EP1294604 un método

para producir productos carneos a partir de peces mediante la remocion de las
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partes principales del esqueleto y luego de las espinas de la carne de los peces
antes de la resolucién del rigor mortis, incluyendo el pre-rigory el in-rigor.

El método incluye las etapas de proveer peces bajo condiciones que
retardan el inicio del rigor mortis, manteniendo una temperatura baja de
aproximadamente 5 °C, y una remocién de las espinas de dichas partes de la
carne de los peces antes de la resolucion del rigor mortis para obtener los
productos finales de carne.

Las condiciones de los peces provistos que retardan el inicio del rigor
mortis, pueden incluir el mantener los peces a una temperatura baja antes del
faenamiento en el rango cercano a 10 °C, preferentemente airededor de 5 °C,
incluyendo 4 °C, 3 °C, 2 °C, y 1 °C. En estas condiciones se logra manejar el
rigor mortis y la separacion de las espinas de los peces durante el faenamiento,
con alta eficiencia. Con ello el enfriamiento se usa como una forma de obtener
productos de alta calidad.

Por su parte Po-Hsing Lee en la solicitud de patente de US. N°
20080286407 describe un método de producir carne de pescado que tiene un
color fresco. Este método incluye: colocar los peces vivos en un estado de
inconciencia al bloquear la conduccion de los pulsos nerviosos a lo largo del
sistema nervioso de los peces; desangrado de los peces y corte de los trozos
de carne del pez mientras los peces estan inconcientes; esterilizar los trozos de
carne; colocar los trozos de carne esterilizada en un ambiente libre de oxigeno
para preservar el color original de los trozos de carne; congelar los trozos de
carne; y empaquetar los trozos de carne congelados.

El estado de inconciencia se logra usando una barra punteada para
romper los nervios en la columna de los peces de tal forma que éstos sean
incapaces de luchar. De esta forma los peces experimentan una deficiencia de
oxigeno de modo que son incapaces de luchar.

El tiempo de procesamiento puede reducirse considerablemente para
asegurar la frescura de la carne de los peces. Debido a que el tratamiento con
nitrégeno puede ser completado en soélo algunos segundos, la carne de los
peces puede ser aislada del aire ambiental de modo que el color blanco o
rosado natural de la carne de los peces puede ser mantenido; esto es muy

diferente del arte previo que utiliza monéxido de carbono como un agente
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mejorador del color y que requiere un tiempo de reaccion de cerca de 40-60
minutos para que el mondxido de carbono haga su efecto completo. Todo este
proceso tiene su origen en la inconciencia en la que se encuentra el pez al
inicio del proceso de cosecha. En este método no se usan compuestos
quimicos como anestésicos.

En la patente EP0917823 (Middleton, A. y Kestin, S, 2001) se describe
un método y un aparato para dar muerte a salmones y otros peces de cultivo,
por un sistema que se conoce como humanizante para esta etapa de la
cosecha.

Para ello se coloca los salmones sobre una mesa en que primero se les
aturde con un golpe de una maza de matrtillo para ese objeto, o colocandolos
en un bafio con agua de mar saturada con CO,. Luego del aturdimiento los
peces son muertos y desangrados usando un cuchillo arqueado. El desangrado
del salmén y otros peces se hace en el mismo lugar de las jaulas de cultivo,
produciéndose la muerte cerebral del pez con lo cual se cree que se produce
una carne de mejor calidad.

De esta forma se establece un método para lo que se considera una
muerte mas humanizada de los peces que incluye:

a) hacer que un pez se mueva a través de una direccion predeterminada,

b) detener dicho movimiento del pez en una posicioén definida,

c) mantener al pez en dicha posicion usando medios laterales de retencion

liberables,

d) aturdir al pez con diéxido de carbono,

e) dar muerte al pez, sea por golpe o por stunners pneumaticos, o eléctricos
produciendo luego su desangrado, y

f) retirar al pez muerto para su faenado.

Los peces pueden ser colocados manualmente en posicion para su
muerte con ayuda de paredes guia o sistemas de cinta transportadora.

De esta forma se utiliza un medio acuoso de diéxido de carbono para
lograr la inconciencia, y su muerte con stunners y un cuchillo arqueado que
penetra el corazon para su muerte final.

La patente GB2405073 (Saunders-Davies, C., 2006) describe, una

invencion titulada Aparato para Electrocucion de Peces, en donde se efectua la



WO 2012/129715 PCT/CL2011/000025

aplicacion de un campo eléctrico para aturdir a los peces en el agua, que con
voltaje suficiente los mata, o al menos los deja insensibles por un periodo
determinado de tiempo para que ellos mueran por sofocacion en aire antes de
que recuperen la conciencia. Se acepta que tal electrocucion forma la base de
una muerte humanizada de peces.

El aparato consiste basicamente en un tambor cilindrico provisto de otro
cilindro concéntrico de menor diametro, cerrados ambos en sus extremos
comunes, colocados en forma horizontal de modo que el espacio interanular
constituye el espacio al que entran los peces, y por el cual circulan movidos por
la corriente de agua que los impulsa hacia una salida. Ambas paredes de los
cilindros concéntricos se conectan independientemente a electrodos; el agua
sirve como electrolito por el que pasan los peces. A los electrodos se aplica un
voltaje a.c. para provocar su inconciencia o su muerte, en el agua, saliendo en
ese estado bajo el cual se procesan a continuacién de la salida. La corriente es
de 1000 Hz, y el voltaje de aproximadamente 2,5 volts por cada 10 mm de
separacién de los electrodos.

Asi, se provee un aparato para faenar los peces que se encuentran en
posicion controlada por las paredes guia de los cilindros del aparato, aislados
entre si, aplicando el voltaje de electrocucién al pez en el agua, y retirando
luego el pez electrocutado.

También la patente GB2421889 (Diaz, Jorge, 2006) describe un
dispositivo para el aturdimiento de los peces, el que aplica la tradicional técnica
japonesa de “lke-Jime” para el procesamiento de cosecha de salmones. Este
equipamiento consiste en una unidad de aturdimiento que golpea la cabeza del
salmon por medio de un cilindro impulsado por aire comprimido; el piston del
cilindro termina en una punta aguda atornillada a él, la que penetra el craneo
de los salmones provocandoles la muerte cerebral, manteniendo sin embargo
la funcién fisiologica de éstos, con lo que se mejora el desangrado y se alarga
el inicio del rigor mortis. De esta forma se describe este método para producir
una muerte rapida de los salmones y mejorar la calidad de la textura de la
carne de los productos finales.

La solicitud de patente W02008017104 (Comandante, B., AU) describe

un método de acondicionamiento para mejorar finalmente la calidad de la
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carne, induciendo un estado de hibernacién al exponer los peces vivos a una
solucion de acido carbodnico. El método comprende las etapas de: inducir los
peces vivos a un estado de hibernacion al someterlos a una solucién de acido
carbonico previo al transporte; transferir los peces vivos en estado de
hibernacion inducida en un contenedor, el cual se adapta para mantener los
peces vivos en ese estado de hibernacion como sélidos en condiciones no
acuaticas; y transportarlos dentro de contenedores sin agua.

El estado de hibernacién se obtiene en un tiempo de 5 a 20 minutos para
peces de agua de mar temperada, luego de lo cual son transportados. Para
prolongar un estado de bajo metabolismo, normalmente los peces requieren el
uso de anestésicos para minimizar la captacién de oxigeno y evitar los
movimientos bruscos que son responsables del dafio que experimentan los
peces en los contenedores. Esto se evita con este proceso de hibernacion.

Una forma alternativa al uso de acido carbonico para transportar los
peces en condiciones no acuaticas es con el uso de coral molido el que cuando
se mezcla con agua induce un estado de hibernacion el que reduce el estrés
sin efectos adversos sobre los peces. Se asume que el carbonato (HCO3) del
coral se convierte parcialmente en acido carbonico (H,CO3;) que es el que
induce el estado de hibernacién en los peces. Los salmones, con una
temperatura ambiental éptima de 10-12 °C, tienen un rango de temperatura de
hibernacion preferentemente mas baja, de 0 a -2 °C. Preferentemente la
temperatura es bajada gradualmente a 2-3 °C por minuto.

Experimentalmente los peces vivos se preparan, previo al transporte en
condiciones no acuaticas, usando las siguientes etapas: los peces son
sometidos a inanicion durante 48 horas en el interior de estanques
contenedores y luego son ftransferidos a estanques contenedores con
recirculacion que contenian 30 litros de agua salina de 18 ppt. Desde una
temperatura ambiental inicial 6ptima de 26 °C, la temperatura del agua se baja
a 4 °C por hora hasta que se obtuvo la temperatura de inicio apropiada de 6, 12
y 18 °C. En ese instante de las reducciones de temperatura se introducen 500
gramos de hielo por cada 10 litros de agua salina durante 20-30 minutos.
Durante cada hora se hacen lecturas del movimiento opercular por minuto para

cada pez.

11
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De forma similar se registr6 el comportamiento de los peces
enfocandose especificamente en la posicion dorsal, pectoral, y aletas de los
peces. Se hizo intentos para registrar el color de los peces, el movimiento de
los ojos y manchas en el cuerpo.

Los datos para el transporte o almacenamiento de los peces bajo
condiciones no acuaticas muestran una tendencia de disminucion del
movimiento opercular con el tiempo lo cual se entiende que es beneficioso para
mejorar la sobrevivencia de los peces durante el transporte o el
almacenamiento. Se entiende que el movimiento opercular aumentado indica
niveles de estrés aumentados en los peces.

Actualmente se reconoce (Stevenson P., EFSA Journal, 2008, pag. 736)
que el enfriamiento de los peces vivos se usa ampliamente previo al
faenamiento del Salmén del Atlantico; el enfriamiento se hace antes de la
inmersion en didxido de carbono o del corte de las agallas a fin de preservar la
calidad de la carne. En algunos casos este enfriamiento en vivo se efectua
rapidamente desde la temperatura ambiental hasta alrededor de -1 °C a +1 °C,
con lo que, segiin EFSA, se causaria estrés a los salmones. Esto actualmente
hace que EFSA y otras organizaciones internacionales preocupadas del
bienestar de los salmones tanto durante la cosecha como en el faenamiento
mismo sugieran el no uso del live-chilling o enfriamiento en vivo en hielo, o en
hielo con agua de hasta -1 °C.

Sin embargo lo que no se ha determinado es el comportamiento de los
peces a temperaturas inferiores de aproximadamente -3,4 °C a -3,9 °C en que
el tiempo de obtencién de inconciencia es de menos de 5 minutos y el eventual
estrés es reducido. Esto es precisamente lo que aborda la actual invencion,
durante la cosecha.

En resumen, el estado del arte muestra que la cosecha de salmones se
hace esencialmente en base a técnicas de aturdimiento rapidas, y que el
método de enfriamiento en un medio acuoso salino sélo se ha hecho a
temperaturas por sobre -1 °C.

La presente invencién que trata del control de la inconciencia de los
salmones, hace un enfriamiento rapido hasta una temperatura de -3,4 °C

a -3,9 °C, hecho que antes no se habia registrado en el estado del arte y que
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constituye un aporte al conocimiento técnico, en particular cuando los
experimentos que se describiran a continuacién como aporte de esta invencion
se refieren a experimentos de campo reales de la fase de cosecha productiva
comercial, es decir de grandes cantidades de peces que se enfrian
simultaneamente, y no de un tratamiento individual que lleva a que se
produzcan efectos negativos sobre la carne de los salmones, ya sea por
manipulacién descuidada o porque obligadamente deben tratarse bruscamente
debido a la tendencia a escapar a que se les somete con los stunners

comerciales.

3. RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién corresponde a un proceso de tratamiento de
salmones vivos, provenientes de jaulas de acopio de salmones que se van a
cosechar, previo a su faenamiento para producir una muerte humanizada de
ellos, es decir con minimo estrés, al tratarlos en un medio acuoso frio que les
provoque rapida inconciencia, de acuerdo a las normas de la bioética para el
procesamiento de peces.

De esta forma se trata a los salmones, en una mezcla de hielo y sal a
una temperatura baja predeterminada que les provoca su inconciencia en un
tiempo de menos de 5 minutos, produciendo en todos ellos, de tamarios que
son variables, dentro de un cierto rango, un estado de inconciencia bajo el cual
pueden ser trasladados a una planta de faenamiento, evitandoles estrés
durante el transporte y durante el faenamiento, lo que conlleva a la obtencién
de productos de alta calidad. |

El proceso de enfriamiento en si esta constituido por las etapas de: a)
ingreso de los peces a un estanque de enfriamiento sin el agua de mar de su
cultivo; b) homogenizacion de temperatura de los salmones, y obtencion de su
estado de inconciencia; c) transporte de los peces frios e inconcientes hasta la
planta de faenamiento para obtener un producto final de alta calidad.

La inconciencia de los salmones se verifica in situ por los métodos

estandares de evaluacion de reflejos tales como el movimiento de los ojos, el
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movimiento opercular de respiracion, fa natacion, el equilibrio y la respuesta de

los peces a estimulos fisicos.

4. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Distribucion porcentual de inconciencia por tiempo y temperaturas de
exposicioén.

Figura 2. Relacion entre los tiempos de exposicion al frio y las temperaturas del
100% de los salmones muestreados inconcientes.

Figura 3. Modelo exponencial ajustado a los datos de la muestra.

5. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A continuacion se describen los experimentos de inconciencia en agua
enfriada con hielo y sal, que se hicieron con salmones cultivados, por la
empresa Trusal, en jaulas, en la localidad de Calbuco, Chile. Los resultados
que se muestran corresponden a experimentos de campo, y no a experimentos
de laboratorio; por lo tanto su representatividad es aquella de valores reales
que se dan en produccion durante la cosecha de salmones (Salmén del
Atlantico).

En estos experimentos se determina el tiempo minimo que se requiere para
que el 100% de una muestra representativa de 380 salmones alcance el estado
de inconciencia al estar expuestos a diferentes temperaturas de enfriamiento.
Para ello en estos experimentos de campo se determina el efecto de la
temperatura de enfriamiento sobre los salmones buscando la temperatura
optima a la cual los salmones se encuentran en estado de inconciencia. Los
resultados de los experimentos a se muestran cinco niveles de temperatura
que son: i) -0,7 °C; ii) -1,0 °C; iii) -3,4 °C; iv) -3,5 °C; y v) -3,9 °C.

Para cada nivel de temperatura se hicieron mediciones de los reflejos de los
salmones a distintos tiempos de exposicion que varian entre los 5 y 90 minutos
de enfriamiento. Lo que se determina por medio de la medicién de reflejos, es
el nimero de salmones que logran inconciencia a las temperaturas y tiempos

que se indican en las tablas de resultados, las cuales se dan para muestras

14



WO 2012/129715 PCT/CL2011/000025

con significado estadistico efectivo con salmones de distinto peso dentro de un
rango determinado para cosecha.

El nivel minimo de 5 minutos como tiempo de exposicion se debe
principalmente al tiempo de manejo experimental que requiere observar
correctamente la conciencia e inconciencia del pez en el medio de
enfriamiento. Asi, los ejemplares medidos provienen de una seleccion aleatoria
del centro de acopio de la empresa Trusal en Calbuco. Se observa que los
pesos promedios de los ejemplares no difieren significativamente entre los
diferentes intervalos de tiempo de exposicién al frio. Las unidades
experimentales estan representadas por los peces provenientes de las jaulas
que la empresa disponia en enero del afio 2011.

Para estos experimentos se seleccionan al azar 10 ejemplares (unidades
experimentales) por cada tiempo de exposicién al frio y nivel de temperatura
que se indica en las tablas especificas mas adelante. Algunos experimentos
fueron replicados con diferentes peces.

Los experimentos de campo incluyen un total de 380 ejemplares elegidos
aleatoriamente del total de peces de cosecha distribuidos segun se indica en la
Tabla 1.

Mediciones de Inconciencia:

Para cada ejemplar se hicieron las siguientes mediciones:

e Peso inicial de los ejemplares. El peso de cada ejemplar se hace con
una balanza digital marca Super—SS, modelo ACS-SS, y para hacer
un seguimiento via la determinacion de los parametros de
inconciencia de los peces que se encuentran en el agua de
enfriamiento, a cada uno de ellos se les puso una ficha con un
numero individual que los hacia facilmente ubicables en el medio de
enfriamiento de acuerdo a su peso correcto.

e Nivel de inconciencia. Para determinar la inconciencia de los peces
se utilizd la metodologia estandar para este efecto, de acuerdo a
Guidance Notes N°5 “Humane Harvesting of Farmed Fish’, de
Humane Slaughter Association (UK), de 2003, que se basa en

observar los reflejos de los peces posterior a la sedacién por frio, u

15



WO 2012/129715

PCT/CL2011/000025

Tabla 1. Distribucién de las muestras de 380 salmones analizados, por
temperatura y tiempo de exposicion.

Tiempo de
Exposicién (min.) Temperatura (°C)

-0,7 -1 -3,4 -3,5 -3,9 | Total

5 - 10 10 20 20 60

10 - - 20 20 20 60

15 - - 10 20 20 50

20 - 10 - 20 20 50

30 - - 10 - - 10

40 - 10 - - - 10

50 - 10 10 - - 20

60 - 10 - - - 10

70 30 - 10 - - 40

80 30 10 - - 40

90 30 - - 30
Total 90 60 70 80 80 380

otro método alternativo como referencia. De acuerdo a este método

estandar se determina los siguientes reflejos:

movimiento de los ojos,

movimiento opercular (respiracion),

natacion,

equilibrio y

respuesta de los peces a estimulos fisicos impuestos a los

peces enfriados

Con estos parametros se construye una matriz de trabajo que registra

los reflejos de los peces a partir del momento que se someten a enfriamiento, y
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con ella se determina la inconciencia (I) o conciencia (C) de los salmones

enfriados.

A continuacion se presentan los resultados de los experimentos de

campo en las tablas 2 a 9, de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente.

Tabla 2: Medicion de Reflejos, de fecha 05.01.11, a una temperatura de
enfriamiento de -1,0 °C

Muestra | Muestra Muestra | Muestra | Muestra Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Peso (gr) 2.024 | 2.688 | 2.412 | 3.610 | 3.212 | 2.026 | 2.724 | 2.682 | 1.994 | 1.792
5 Minutos C C C C C C C C C C
Peso (gr) 2714 | 2910 | 3.534 | 2.344 | 3.340 - 2.828 | 2.304 | 2.290 | 1.902
20 Minutos C C C C C C C C C C
Peso (gr) 2.184 | 2.866 | 2.016 | 1.800 | 2.686 | 2.322 | 2.420 | 2.448 | 2.210 | 2.366
40 Minutos C C C C C C C C C C
Peso (gr) 2.306 | 1.656 | 2.806 | 2916 | 3.546 | 2.294 | 2.528 | 1.824 | 1.630 | 794
50 Minutos C C C C C l I | l C
Peso (gr) 3.212 1.894 2.248 | 2.928 1.926 | 1.858 | 2.906 | 2.164 | 1.720 | 2.510
60 Minutos C C i C i C C I 1 |
Peso (gr) 1.268 | 2.518 | 3.056 | 2.630 | 2.470 | 3.126 | 2.182 | 1.780 | 2.448 | 2.112
80 Minutos C l I | l I ' l I l
donde:

I, corresponde a peces inconcientes,

C, corresponde a peces concientes; y

Muestra, corresponde a cada pez analizado.

De esta tabla se puede observar que un pez de 2.294 grs. comienza a mostrar

inconciencia (l) a los 50 minutos de estar a una temperatura de -1,0 °C
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Tabla 3: Medicion de Reflejos, de fecha 07.01.11, a una temperatura de
enfriamiento de -0,7 °C
Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Peso (gr) 1.924 | 1.966 | 1.844 | 3.588 | 2.222 | 1.368 | 2.498 | 1.904 | 2.260 | 3.016
70 Minutos | i | | | I i I | I
Peso (gr) 2.330 | 2.356 | 3.200 | 2.694 | 2.782 | 1.992 | 2.962 | 1.298 | 2.076 | 2.836
80 Minutos | I C | I I C | C C
Peso (gr) 2.472 | 2.282 | 2.556 | 2.206 | 3.274 | 3.300 | 2.852 | 2.988 | 2.584 | 3.028
90 Minutos | { i i | I I I | |
Peso (gr) 2044 | 1.196 | 2.716 | 2.336 | 2.672 | 2.302 | 1.806 | 2.688 | 2.376 | 2.374
70 Minutos | I C l 1 1 C | C C
Peso (gr) 3.062 | 2.750 { 1544 | 1.800 | 2.532 | 2.194 | 2.168 | 2.790 | 1.980 | 1.438
80 Minutos | ' C C | l | | C C
Peso (gr) 1.742 | 2.352 | 1.660 | 2.344 | 2.580 | 3.254 | 1.700 | 3.116 | 2.246 | 2.700
90 Minutos i I | I I l | | l |
Peso (gr) 2.652 | 2.688 | 3966 | 2.234 | 2.768 | 1.730 | 2.872 | 2.612 | 3.138 | 2.376
70 Minutos 1 | | | C | I C I I
Peso (gr) 1.900 | 2.758 | 2.578 | 2.310 | 3.196 | 1.462 | 2.816 | 2.178 | 2.770 | 1.562
80 Mi
nutos | | | | | | | | | |
Peso (gr) 2.310 | 2.344 | 3.352 | 3.120 | 1974 | 1.884 | 1.792 | 1.454 | 2.110 | 2.876
90 Minutos | | | | | | i | | I
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De esta tabla 3 se puede observar, con respecto a la tabla anterior, que a
tiempos largos, y a temperaturas relativamente altas (-0,7 °C), la mayoria de

los peces se encuentran inconcientes.

Tabla 4: Medicion de Reflejos, de fecha 12.01.11, a una temperatura de
enfriamiento de -3,4 °C

Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Peso (gr) 3.298 | 4.334 | 3.614 | 1.794 | 1.292 | 2.220 | 2.304 | 3.452 | 2.196 | 1.996
10 Minutos 1 I | ' 1 ! i I i I

Peso (gr) 3.596 | 2.946 | 2.982 | 3.416 | 2.172 | 3.288 | 2.328 | 2.356 | 2.280 | 390

30 Minutos ! I i I ' | I | I |

Peso (gr) 1.900 | 1.770 | 3.204 | 2934 | 2588 | 766 | 2.846 | 2.372 | 3.678 | 2.198

S0 Minutos I | i | 1 | | | | |

Peso (gr) 2.806 | 3.238 | 2.516 | 2.390 | 1.918 | 2.550 | 4.236 | 2.914 | 2.320 | 1.322

70 Minutos 1 | | 1 | l I | | |

Tabla 5: Segunda Medicién de Reflejos, de fecha 12.01.11, a una temperatura
de enfriamiento de -3,4 °C

Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Peso (gr) 1.190 | 1.726 876 1.394 | 2568 | 1.712 | 3.100 | 2.420 | 2.776 | 1.834
5 Minutos i | | i | I | l I 1

Peso (gr) 1.282 | 2.636 | 936 | 1.946 | 1.120 | 2.370 | 1.400 | 3.786 | 3.300 | 3.404

10 Minutos l | i I | ! | 1 | |

Peso (gr) 2.264 | 2.204 | 1.090 | 2.262 | 2.136 | 1.704 | 3.508 | 1.930 | 1.880 | 2.390

15 Minutos l 1 | 1 I | | | | |
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De las tablas 4 y 5 anteriores se puede observar que a una temperatura de
enfriamiento de -3,4 °C todos los peces se encuentran en estado de
inconciencia a tiempos cortos de 5 minutos.

Tabla 6: Medicion de Reflejos, de fecha 13.01.11, a una temperatura de
enfriamiento de -3,5 °C

Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Peso (gr) 2.134 | 2.196 | 2.250 | 3.018 | 3.530 | 1.870 | 1.996 | 1.616 | 1.080 950
5 Minutos l | l l I I I ' l l
Peso (gr) 1.060 | 2.390 | 2.392 | 3.060 | 1.526 | 736 | 2.142 | 1.076 | 2.360 | 2.298
10 Minutos I ' l ' l I I ' l l
Peso (gr) 2.538 | 2548 | 2.314 | 1.290 | 1.266 | 2.860 | 2.388 | 2.056 | 1.236 -
15 Minutos | l 1 l l | | { | 1
Peso (gr) 2658 | 1.326 | 2.532 | 2.458 | 1.262 | 2.364 | 2.592 | 912 | 2.254 | 2.154
20 Minutos l I I l | l l ' l l

Tabla 7: Segunda Mediciéon de Reflejos, de fecha 13.01.11, a una temperatura de
enfriamiento de -3,5 °C

Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Peso (gr) 2,214 | 2.596 | 1.494 | 1.552 | 1.486 | 2.830 | 3.136 480 1.890 | 2.128
5 Minutos | | | | | | 1 | I |
Peso (gr) 1.620 | 1.440 | 2.726 | 2.150 | 1.262 | 2.572 | 2.548 | 2.356 | 2.228 | 1.248
10 Minutos I | | | | | I | I I
Peso (gr) 3464 | 1972 | 2.812 | 1.592 | 2.608 | 1.954 | 1.808 | 2.440 | 2.178 | 2.850
15 Minutos i | | | I | | | | |
Peso (gr) 2.350 | 2.000 | 1.748 | 2.344 | 2.368 | 2.296 | 2.650 | 2.704 | 2.514 | 1.880
20 Minutos 1 | 1 | | | I i I I

De las tablas 6 y 7 que corresponden a una réplica de los experimentos, se
puede observar que a temperaturas de -3,5 °C, independiente del peso de los
peces, todos ellos se encuentran inconcientes a los 5 minutos de enfriamiento.
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14.01.11, a una temperatura de

Muestra
1

Muestra
2

Muestra
3

Muestra
4

Muestra

Muestra

Muestra

Muestra
8

Muestra
9

Muestra
10

Peso (gr)

5 Minutos

Peso (gr)
10 Minutos

Peso (gr)
15 Minutos

Peso (gr)
20 Minutos

2.294

3.686

2.032

2.602

1.918

3.728

2.186

1.460

1.864

3.134

2.386

2.394

2.060

1.858

2.520

1.772

2.010
3.530
1.598

2.260

978

2.454

1.916

2.262

3.704

1.752

2.038

1.936

2.464

2.424

1.562

3.338

2.874

2.580

1.800

3.352

1.480

3.734

1.846

1.688

Tabla 9: Segunda Medicion de Reflejos, de fecha 14.01.11, a una temperatura
de enfriamiento de -3,9 °C

Muestra
1

Muestra

Muestra
3

Muestra

Muestra
5

Muestra

Muestra

Muestra

Muestra

Muestra
10

Peso
(gn

5
Minutos

Peso
(ar)

10
Minutos

Peso
(gn)

15
Minutos

Peso
(gn

20
Minutos

2.706

2.570

2.900

2616

2.308

2.790

1.356

2.962

2.252

2.140

1.364

2.192

2.352

2.340

2.316

2.770

2.856

2.370

2.966

1.966

1.530

1.968

2.038

2.040

2.830

2.250

2.730

2.570

2.964

2.638

3.088

2.562

2.962

2.548

2.218

2.840

4.402

2.064

1.680

2114

De las tablas 8 y 9 anteriores se observa que a -3,9 °C, independiente del

peso de los peces, todos ellos se encuentran inconcientes a tiempos de 5

minutos.
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Analisis Estadistico de los datos experimentales

Analisis de regresion no lineal. Supuestos del modelo de regresién no
lineal: Se supone que la componente aleatoria del modelo sigue una
distribucion de tipo normal de varianza homogénea.

Con los datos experimentales, se ajusté una curva no lineal entre Ia
temperatura y los tiempos de enfriamiento hasta obtener inconciencia. El mejor
modelo final de ajuste de los valores experimentales dados en las tablas 2 a la
9 anteriores, resulta ser un modelo exponencial, de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

tg — B&eﬁﬁ Ry g : | = 1’2,3,4,5 (1)
donde:

trﬁ es la variable respuesta que representa el tiempo de exposicion

cuando el 100% alcanza la inconciencia.
T, es la variable predictora que representa el nivel de baja temperatura.

80; 51 son los coeficientes de regresion del modelo

€; son los errores experimentales aleatorios con distribucion normal, con

media 0 y varianza O2.

Analisis de varianza. Supuestos del disefio de varianza: El disefio utilizado
para comparar los pesos promedios corresponde a un analisis de varianza para
disefos de efectos fijos. La validez de las inferencias a partir de este analisis
de varianza requiere el supuesto de poblaciones con varianzas iguales. Para
ello se utiliza la prueba de homogeneidad de varianzas de Levene.
Adicionalmente se utiliza otros supuestos criticos para propositos de pruebas
estadisticas y construccion de intervalos de confianza que requieren
normalidad de los errores. El modelo es aplicado para cada intervalo de tiempo

a que fueron expuestos los salmones.
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El modelo final que representa de mejor manera los datos
experimentales de los enfriamientos de los peces se representa por la siguiente

ecuacion:

¥ij = M+ 0; + & ?
i=123, .k;j=12...,ni
donde:
¥ij es la variable respuesta que representa el peso por nivel de
temperatura i = 1,2,3, ...k del individuo j = 1,2, ....,ni

H es el peso medio global
p?g es el peso medio asociado al tratamiento j .

€iji son errores experimentales aleatorios con distribucién normal con

media 0 y varianza o?,
La hipotesis nula Hp del modelo de regresion no lineal permite probar si

los K grupos de tratamiento (tiempo de exposiciéon al frio) son iguales. Esta

hipétesis equivale a probar que:

Hc: W =H, =Hg =l =Y (3)

contra la alternativa que al menos una de las medias , difiere del resto.

Si se concluye que alguna media no es igual se busca qué provoca la

diferencia, en este caso, usando el método de Scheffé.

Resultados y discusion

La distribuciéon porcentual de los salmones inconcientes dada en la tabla
10 muestra que mientras mas baja es la temperatura mas rapido se logra que
el 100% de los ejemplares alcancen la inconciencia. Esto se observa

principalmente a partir de los -3,4°C. En contraste, a niveles sobre -1°C, se



WO 2012/129715 PCT/CL2011/000025

logra mas lentamente el 100% de ejemplares con inconciencia. La Figura 1,

representa los resultados encontrados.

Tabla 10. Distribucién porcentual de los salmones inconcientes por tiempo

de exposicion al frio y nivel de temperatura.
Tiemp‘o'c'ie Temperatura en °C
€Xposicion 07 | - 34 | 35 -39
(minutos)
5 - 0% 100% | 100% 100%
0 - - 100% | 100% 100%
15 - - 100% | 100% 100%
20 - 0% - 100% 100%
30 - - 100% - -
40 - 0% - - -
50 - 40% | 100% - -
60 - 50% - - -
70 80% - 100% - -
80 73% | 90% - - -
90 100% - - - -

La Figura 2 que representa estos datos, muestra que el 100% de los
salmones alcanzan la inconciencia total a los 5 minutos si los niveles de
temperatura son inferiores a -3,4° C, mientras que si las temperaturas suben a
-1°C 6 -0,7° C se requieren de 80 o0 mas minutos de exposicién para alcanzar
niveles de al menos el 90% de inconciencia.

Para el intervalo entre -1° C y -3,4° C, no hay informaciéon de
interpolacion, lo que limita saber con mayor seguridad cual es el
comportamiento de los porcentajes de inconciencia. Sin embargo, es posible
inferir que los tiempos de exposicion deberian reducirse a medida que se
disminuye la temperatura.

Considerando la presuncién anterior se ajusté un modelo exponencial de

5 puntos entre el tiempo de exposicién, y las temperaturas de enfriamiento
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representado en la Figura 3, el modelo final resultante se representa por la
siguiente ecuacion:

t; = 194,308e1011Ti "

La Tabla 11 siguiente muestra la prueba de homogeneidad de varianzas
de Levene, concluyéndose de ésta que sélo en el rango de 10 minutos hay un
rechazo de la igualdad de varianzas que no validaria la prueba Anova; en todos
los otros casos, se concluye igualdad de varianzas. En consecuencia, se usa
una prueba estadistica no paramétrica de Tamhane que no requiere el

supuesto considerado cuando el nivel es de 10 minutos.

Tabla 11. Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene por tiempo de
exposicion al frio considerando los distintos pesos

Tiempo (min) | Estadistica de gl gl2 Sig
Levenne
5,00 0,206 3 56 0,892
10,00 4,088 2 57 0,022
15,00 0,220 2 47 0,803
20,00 0,061 2 47 0,941
50,00 0,010 1 18 0,923
70,00 0,428 1 38 0,517
80,00 0,152 1 38 0,699

La Tabla 12 siguiente, Anova, muestra que para un 2,5% de significancia
estadistica (sig) en ninguno de los tiempos considerados los pesos promedios

difieren entre si.
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Tabla 12. Analisis de varianza Anova de considerando los distintos pesos por

tiempo de exposicion al frio de los salmones.

PCT/CL2011/000025

Tiempo Suma de gl Media Estadisti Sig
(minutos) cuadrados cuadratica cade
Ficha
5,00 Intergrupos | 3298796.9 3 1099599,0 2,028 0,120
Intragrupos | 30350684 | 56 | 542137,211
Total
33658481 59
15,00 Intergrupos | 79729,070 2 |39864,535 0,124 0,884
Intragrupos | 15104141 | 47 |321364,693
Total
15183870 49
20,00 Intergrupos | 1804027,3 2 |902013,660 3,492 0,039
Intragrupos | 12141894 | 47 |258338,177
Total
13945922 49
50,00 Intergrupos | 191296,80 | 1 |191296,800 | 0,294 | 0,594
Intragrupos | 14700318 | 18 |650017,689
Total
11891615 19
70,00 Intergrupos | 351433,63 1 351433,633 0,858 0,360
Intragrupos | 15561361 | 38 | 409509,512
Total
15912795 39
80,00 Intergrupos | 1732,800 1 [ 1732,800 0,006 | 0,940
Intragrupos | 44601149 38 |305293,389
Total
e 11602882 | 39

La Tabla 13 siguiente muestra que hay diferencias significativas
(sig = 0,006) al comparar los promedios de los grupos a -3,5°C y -3,9°C. Sin
embargo, los promedios de los pesos considerados a las temperaturas -3,4°C
no difieren significativamente de los pesos medios a las temperaturas -3,5°C y -
3,9°C.

Se concluye de estos resultados que los pesos promedios usados en los
experimentos provienen de poblaciones similares que validan la consistencia

del estudio de inconciencia de los salmones.
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Tabla 13. Resultados de la prueba de Tamhane para 10 minutos de tiempo de
exposicion al frio de salmones con distintos pesos.

Intervalo de confianza al

95%
tiempo | () J) Diferencia de | Error tipico | Sig Limite Limite
temp. | temp. medias (I-J) inferior superior
10,00 | 3,40 3,50 474,50000 267,03853 | 0,234 | -197,3959 | 1146,3959
3,90 -193,90000 263,35829 | 0,849 |-857,5515 | 469,7515
3,50 3,40 -474,50000 267,03853 | 0,234 | -1146,3959 | 197,3959
3,90 -668,40000* 201,93706 | 0,006 |-1172,8060 | -163,9940
3,90 3,40 193,90000 263,35829 | 0,849 | -469,7515 | 857,6515
3,50 668,40000* 201,93706 | 0,006 163,9940 1172,8060

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos en los experimentos de

campo en la etapa de cosecha de salmones de jaulas de cultivo en agua de

mar permiten afirmar que:

* Los salmones expuestos a las temperaturas de -3,4, -3,5y -3,9 °C

presentan total inconciencia a partir de los 5 minutos.

e Los pesos promedios usados en los experimentos provienen de

poblaciones similares dentro del centro de acopio de la empresa Trusal.

Los resultados obtenidos confirman que el proceso de enfriamiento de

salmones vivos provenientes de jaulas de cultivo en el mar, a temperaturas de

-3,4 °C e inferiores, permite obtener un 100% de inconciencia a tiempos muy

cortos. Estos tiempos que corresponden actualmente a 5 minutos podrian ser

aan inferiores en funcion de métodos experimentales de evaluacion de

inconciencia mas rapidos.

El estado de la técnica en cambio ha mostrado que la temperatura de

enfriamiento de 0 °C hasta -1,0 °C produce tensién durante periodos

prolongados de tiempo, motivo por el que este método de enfriamiento no es

compartido como método estandar de enfriamiento.
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En los experimentos de evaluacion de esta invenciéon se ha comprobado
efectivamente que en el rango de 0,7 hasta aproximadamente -3,0 °C,
efectivamente los peces son sometidos a estrés demorando en esas
condiciones mas de 30 minutos para alcanzar la inconciencia, y que sélo a
partir de temperaturas de -3,4 °C hacia abajo se logra la inconciencia en cortos
tiempos, lo cual reduce fuertemente el tiempo de estrés de los peces llevando
posteriormente a una muerte mas humanizada y a productos de alta calidad
organoléptica.
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REIVINDICACIONES

1. Proceso de enfriamiento de salmones vivos provenientes de jaulas de
cultivo en el mar, con una mezcla de enfriamiento formada por hielo y sal
comun en agua dulce, que se coloca en un estanque de enfriamiento montado
en un camion para el transporte de los peces, caracterizado porque el proceso
esta constituido por las etapas de:

a) ingreso de los peces al estanque de enfriamiento sin el agua de mar de su
cultivo;

b) homogenizacion de temperatura de los salmones, y obtencién de su
estado de inconciencia;

c) transporte de los peces frios e inconcientes hasta la planta de
faenamiento para obtener un producto final de alta calidad.

2. Proceso de enfriamiento de salmones vivos, de acuerdo a la
reivindicacion 1, en donde el ingreso de los salmones al estanque de
enfriamiento se hace sobre tubos de deslizamiento paralelos suficientemente
separados para sacar el agua de mar, caracterizado porque se sumerge a los
peces en la mezcla de enfriamiento compuesta por 30 a 40% de hielo y
salmuera fabricada con 5% a 15% de sal en agua dulce, que se encuentra a
una temperatura de entre -3,6 a 4,5 °C.

3. Proceso de enfriamiento de salmones vivos, de acuerdo a la
reivindicacion 2, caracterizado porque la temperatura de enfriamiento que
alcanzan los peces en el estaque de enfriamiento es de -3,4 °C a -3,9 °C.

4. Proceso de enfriamiento de salmones vivos, de acuerdo a las
reivindicaciones anteriores, caracterizado porque a la temperatura de -3,4 °C
los peces alcanzan el estado de inconciencia en 5 minutos o menos.
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5. Proceso de enfriamiento de salmones vivos, de acuerdo a la
reivindicacion 4, caracterizado porque durante él se verifica in situ la
inconciencia por los métodos estandares de evaluacion de reflejos de
movimiento de los ojos, movimiento opercular de respiraciéon, natacion,

equilibrio y la respuesta de los peces a estimulos fisicos.

6. Proceso de enfriamiento de salmones vivos, de acuerdo a las
reivindicaciones 4 y 5, en donde la inconciencia de los salmones depende de la
temperatura de la mezcla de enfriamiento T;, de los coeficientes B, y B1 de un
modelo exponencial seguido por el proceso, y de los errores experimentales e;
aleatorios de distribucion normal con media 0 y varianza ¢ con significado
estadistico, caracterizado porque el tiempo t; para alcanzar el 100% de
inconciencia esta determinado por la siguiente expresién:

— Ti
ti=PBo e’y "e;

7. Proceso de enfriamiento de salmones vivos, de acuerdo a todas las
reivindicaciones anteriores, caracterizado porque respeta las normas bioéticas
para la muerte sin sufrimiento de los peces al alcanzar la inconciencia

temprana, y lleva a productos de alta calidad.
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because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. lll Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

-

As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. I:' As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. |:| No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

I:' No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/CL2011/000025

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X US 4 700 547 A (HAYASHI TAKESHI [JP])
20 October 1987 (1987-10-20)

column 3, line 39 - column 4, line 11
column 4, line 66 - column 6, line 2
column 11, line 48 - column 12, line 58
column 13, line 60 - column 14, line 56
column 15, line 63 - column 17, Tine 37
figures 1-9

X US 5 572 952 A (MANOME HIROMICHI [JP])
12 November 1996 (1996-11-12)

column 1, line 56 - line 61

column 2, line 14 - line 61

column 4, line 45 - column 5, line 49
figures 1, 2

1,5

1,5
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCT/ISA/ 210

Continuation of Box II.1

Claims Nos.: 6

Rule 39.1(i) PCT - Mathematical method

Continuation of Box II.2

Claims Nos.: 4, 7

Present claims 4 and 7 encompass method steps defined only by their
desired function of reaching a state of fish unconsciousness within 5
minutes on the one hand and respecting all bioethical norms for ensuring
the death of fish without suffering after rapidly inducing
unconsciousness on the other hand. These method steps defined only by
their desired function are contrary to the requirements of clarity of
Article 6 PCT, because the result-to-be-achieved type of definition does
not allow the scope of the claim to be ascertained. The non-compliance
with the substantive provisions is to such an extent that no meaningful
search of claims 4 and 7 could be carried out at all (Article 17(2) PCT).

The applicant's attention is drawn to the fact that claims relating to
inventions in respect of which no international search report has been
established need not be the subject of an international preliminary
examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant is advised that the EPO
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority is
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has
not been searched. This is the case irrespective of whether or not the
claims are amended following receipt of the search report or during any
Chapter II procedure. If the application proceeds into the regional phase
before the EPO, the applicant is reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPO Guideline C-VI, 8.2),
should the problems which led to the Article 17(2) declaration be
overcome.
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