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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar lisina reactiva digestible de dos harinas de
pescado ("A" y "B"), que difieren en calidad por tratamiento térmico, como un indicador
de su disponibilidad; ya que ésta se ve afectada por el almacenamiento prolongado o por
procesamiento térmico inadecuado. Se utilizaron 29 ratas Sprague-Dawley de 150g de
peso promedio alojadas individualmente bajo condiciones controladas v se dividieron
en 3 grupos. Nueve ratas se alimentaron con una dieta a base de caseina
enzimaticamente hidrolizada (CEH), para medicién de pérdidas enddgenas de nitrogeno.
Las 20 ratas restantes se dividieron en 2 grupos de 10 y se les ofrecié una dieta a base
de harina de pescado A y B respectivamente, durante 16 dias, para determinar lisina
reactiva y digestibilidad ileal de aminodcidos. Las dietas se ofrecieron por tres horas
(08:30-11:30) y el agua ad libitum. Las ratas se sacrificaron con cloroformo confinadas
en un desecador. Se tomaron 20 cm finales del ileon por perfusion intraluminal con agua
destilada. La digesta de las ratas alimentadas con CEH se guardaron por separado vy se
conservaron a —20°C para su posterior liofilizacion y ultrafiltracion. Las digestas se
combinaron en grupos de tres, obteniéndose nueve muestras para los analisis de cromo
por absorcion atomica, aminoacidos por HPLC. lisina reactiva v flujo enddgeno de
aminoacidos para calcular lisina reactiva digestible verdadera. Los coeficientes de
digestibilidad ileal verdadera de los aminodcidos dcido-estables de la harina de pescado
B fueron mas bajos que los de harina de pescado A. con excepcion de treonina.
isoleucina y acido glutamico. El contenido de lisina reactiva digestible para ambas
harinas (4.5 y 3.8%) fue mads bajo que la lisina digestible (5.5 y 5.1%). La lisina
digestible sobreestimé el contenido de lisina en un 22.2% para harina de pescado A v en
un 34.2% para harina de pescado B. El método de lisina reactiva digestible es un
indicador adecuado para medir el dafio por tratamiento térmico en la calidad de la lisina
en harina de pescado y un indicador confiable de su disponibilidad.

Palabras claves: Digestibilidad; Lisina; Lisina Reactiva Digestible; Harina de Pescado.
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INTRODUCCION
En los ultimos afios la porcicultura ha sido una de las actividades economicas
mds importantes, ya que ha generado una gran derrama economica y fuentes de empleo
para nuestro pais. En Sonora, la porcicultura permitid en el 2002 la captacion de
recursos al sector por un monto de de 4.438 millones 592 pesos. producto de la
comercializacion de 545,041 cabezas de puerco en pie a otros estados, el sacrificio de
1°665,585 cabezas y la comercializacion de 37,075 toneladas de carne en cortes finos

para el exterior (Lopez-Nogales, 2002).

La lisina a menudo es el primer aminodcido limitante en dietas para cerdos y
pollos. Por esta razon es de gran relevancia tener informacion precisa del contenido de
lisina de los ingredientes, asi como también de la digestibilidad y disponibilidad de la
lisina dietaria. Por otro lado, es importante cubrir los requerimientos de lisina de cerdos
productores de carne magra y conocer con certeza el aporte de este nutrimento en sus
dietas, en especial cuando se alimentan con promotores de depdsito de carne magra

(Schinckel er al, 2000) cuya accidn es muy dependiente de la lisina disponible.

La harina de pescado es un ingrediente muy empleado en dietas para cerdos
principalmente como una fuente concentrada de proteina (60-72%), altamente digestible
y con un balance ideal en términos de aminoacidos esenciales, en especial de lisina. Sin
embargo, su calidad se puede ver afectada por la forma en que la harina es preparada,

tecnologicamente tratada y almacenada (Knabe e al, 1989).

Existe un renovado interés en los efectos del procesado de los alimentos sobre la
disponibilidad de la lisina, debido a que los métodos convencionales para determinar
lisina digestible y lisina reactiva (la lisina cuyo grupo g-amino estd todavia libre para
reaccionar con el reactivo de prueba) no describen adecuadamente los efectos del
procesado en la biodisponibilidad de la lisina (Knipfel 1981; Batterham 1990, Moughan,

1991) vy la lisina dafiada, generalmente por reaccion de Maillard, se revierte a lisina




durante la hidrolisis acida requerida para el andlisis de amino acidos. sobreestimindose

el contenido de lisina disponible.

El método propuesto por Mauron y Bujard (1964) para determinar lisina reactiva
digestible involucra la reaccion de guanidinacion, la cual convierte la lisina
quimicamente reactiva a homoarginina (dcido 2-amino-6-guanidinohexanoico), un
derivado estable en condiciones 4cidas, por la reaccién con O-metilisourea bajo
condiciones alcalinas, aunado a la determinacion de digestibilidad ileal verdadera de

aminoacidos.

Por lo que el objetivo del estudio fue determinar lisina reactiva digestible
verdadera en dos harinas de pescado. que difieren en calidad por procesamiento térmico
para estimar la cantidad de lisina disponible. empleando el método de la guanidinacion.
a través de bioensayos con ratas, asi como la digestibilidad ileal verdadera de los otros

aminoacidos acido-estables.




LITERATURA REVISADA

Alimentacion
El objetivo principal de las explotaciones porcinas es la produccion de carne para
consumo humano. La produccién porcina ha cambiado drasticamente en los dltimos
afios, la cual se ha intensificado rapidamente disminuyendo el nimero de productores v

aumentando la dimension de las explotaciones (Campabadal. 1993).

En los sistemas de produccion porcina, la alimentacion representa la mayor parte
del costo total de la produccién por lo que cualquier esfuerzo encaminado a disminuir
los costos asociados a este rubro tienen repercusiones importantes sobre la rentabilidad.
Por lo tanto debe prestarse una atencién muy especial al disefo de los programas o
planes de alimentacion en funcion del tipo de produccion, raza y edad de los animales y
evaluar el potencial nutritivo de las materias primas disponibles.

(Pomar, 1996; www.etsia.upm.es/capitulos/99CAP10.pdf.)

La mision de la alimentacion consiste en cubrir las necesidades diarias de los
cerdos en proteinas, lisina, calcio y fosforo aprovechables y la energia digestible: sin

embargo son también de gran importancia otros aminodcidos, minerales v vitaminas.

Lisina

La lisina es un aminoécido esencial del que se conocen dos rutas esenciales de
sintesis. La primera se lleva a cabo en bacterias y plantas superiores, por medio del dcido
diaminopimélico y, la segunda, en la mayoria de los hongos por medio del acido a-

aminoadipico.

La primera ruta, comienza con el piruvato y el semialdehido del dcido aspartico,

que por medio de una condensacion alddlica pierden agua y dan lugar al acido 2.3



dihidropicolinico. luego se forma el L,L a.e-diaminopimélico, que convertido a su forma

meso v descarboxilado da lugar a la lisina.
¥ g

Por la segunda ruta, el acido a-cetoadipico es aminado vy se transforma en a-
aminoadipico que se convierie en lisina. La lisina es uno de los aminoacidos mas
importantes ya que, junto con otros, intervienen en funciones como el crecimiento v la

reparacion de tejidos, y colabora en la sintesis de anticuerpos v hormonas.

La lisina es un aminodcido estrictamente esencial, pues los animales v el hombre
no pueden sintetizarla via enzimadtica, por lo tanto el alimento es la Gnica fuente de
lisina. Los requerimientos de lisina de los animales monogdstricos son altos, debido al
elevado contenido de lisina en la camne de cerdo y aves de alrededor de 5 a 7% de
proteina. La rdpida evolucion de los linajes genéticos de cerdos. pollos de engorde.
gallinas ponedoras v pavos, resulta en el aumento permanente de las exigencias de lisina,
proporcionalmente al aumento de la eficiencia alimenticia por los simples procesos de
concertacion, Ademas de esto, la seleccion genética orientada a la obtencion de carnes

magras, genera mayor necesidad de lisina

Proteina
El valor nutritivo de la proteina de un alimento depende de su composicion en
aminoacidos, de su digestibilidad v de su disponibilidad. Las proteinas de los alimentos
son hidrolizadas en pequeiios péptidos de aminoacidos bajo la accion de enzimas
especificas a fin de atravesar la pared intestinal. No todos los aminoacidos contenidos en

la proteina de los alimentos son hidrolizados y absorbidos en el intestino.

Las proteinas son el principal constituyente de los organos y estructuras blandas
del cuerpo animal, se requiere de una provision abundante y continua de ellos en el
alimento durante toda la vida para el crecimiento y reposicion. Desde el punto de vista

nutricional, la caracteristica que distingue las diversas proteinas son los aminoacidos que

las componen.
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Las proteinas contienen carbono, hidrégeno y oxigeno. ademads de un porcentaje
importante y considerable de nitrégeno. En términos practicos la cifra mas comun usada
es 16%. La mayoria de las proteinas contienen también azufre v algunas tienen hierro y
fosforo. Son sustancias complejas de naturaleza coloidal v de alto peso molecular. La

categoria de composicion elemental de las proteinas tipicas se describen a continuacion:

Aminodacidos
Estos compuestos son los monomeros y los principales constituyentes de las
proteinas. Estos aminoacidos se obtienen como productos finales de la hidrélisis, cuando
las proteinas se calientan con dcidos fuertes o cuando sobre ellas actiian ciertas enzimas.
Son los productos finales de la digestion y del catabolismo de las proteinas. v
constituyen las piedras angulares de las cuales se forman las proteinas corporales. Los
aminodcidos son derivados de los dcidos grasos de cadena corta v contienen un grupo

basico amino (-NH2 ) v un grupo carboxilo dcido ( -COOH ).

Existen alrededor de 20 a 23 diferentes aminodcidos que se encuentran en las
proteinas, si bien en la naturaleza existen mas de 150 aminodcidos que nunca son parte
de las proteinas. El cerdo requiere 10 aminoacidos esenciales en su dieta para las

funciones corporales normales.

Los alimentos para cerdos se formulan normalmente basados en la proteina ideal.
Los niveles de proteinas establecidos para las varias categorias de pesos de los cerdos
son tales que los aminodcidos mas limitativos estardn presentes en cantidades adecuadas.

El primer aminoacido limitativo en la mayoria de las dietas para cerdos es la lisina.

Requerimiento de Aminoacidos

Los requerimientos de aminodcidos son influidos mayormente por la edad y el
peso del cerdo. En una base diaria, los requerimientos aumentan con el peso del cerdo:
sin embargo, sobre la base un porcentaje de la dieta, los requerimientos disminuyen con

el aumento del peso.
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Los aminodcidos son requeridos por el cerdo para: construir proteina corporal,
para remplazar proteinas perdidas en su paso por el metabolismo del cerdo
(mantenimiento), asi como para la formacion de células y otros aminodcidos u otros

componentes nitrogenados no absorbidos en el intestino ( NRC, 1998).

Aminoicidos Esenciales

Son los aminoécidos que no pueden ser sintetizados por el cerdo en cantidades
adecuadas para cubrir sus requerimientos para la sintesis de proteinas, o se sintetizan a
una velocidad que no es suficiente para permitir el crecimiento vy un nivel de
productividad éptimos y por lo tanto deben de ser incluidos en la dieta. Existen diez
aminoacidos esenciales: lisina. metionina, histidina. fenilalanina, tirosina. treonina.

leucina. isoleucina, valina y triptofano.

Aminodcidos no Esenciales

Son los aminodcidos que pueden omitirse de la dieta. ya que con un suministro
adecuado de nitrdgeno o utilizando esqueletos de carbono. derivados de glucosa v
grupos amino de otros aminoacidos presentes en exceso de los requeridos. pueden ser
sintetizados por el organismo en cantidades adecuadas para cubrir requerimientos para la
sintesis de proteinas. Entre los AA no esenciales estan: Alanina, dcido aspartico. dcido

glutdmico, glicina, serina, arginina, prolina. (Cullison. 1983).

Relacion entre Aminodcidos Esenciales y Aminoicidos no Esenciales

Al ofrecer dietas con muy bajos niveles de proteina suplementadas con
aminoacidos esenciales (AAE), pueden resultar en pobres desempefios productivos si no
se considera un balance optimo entre los aminoacidos esenciales y los no esenciales
(AANE). Esto es debido a que los AAE son ineficientes en suministrar el nitrégeno
requerido para la sintesis de los AANE. La desaminacion de los AAE incrementa la
produccion de los AANE como la Glutamina y la Aspartina, cuyos excesos son
excretados en forma de urea. Y aiin que esto ocurra, un nivel bajo de AANE aumenta la
re-utilizacion del nitrogeno de los AAE para la sintesis de los AANE. generando

imbalances y crecimiento limitado en los animales (Lenis, 1999),



Necesidades Proteicas de los Animales

Todo animal viviente tiene necesidad de proteina. La proteina es el material
estructural bédsico a partir del cual se forman los tejidos. Esto no solo incluye los
musculos, nervios, piel, tejido conectivo, organos vitales y células sanguineas, sino
también el pelo del animal. Obviamente, la proteina es esencial para el crecimiento v
desarrollo normal del animal. asi como también para el desarrollo fetal. Asi mismo.
puesto que todo tejido vivo estd en estado dinamico y sometido a una constante
degeneracion, la proteina es necesaria para su mantenimiento y también la mayoria de
las enzimas y hormonas del organismo estdn compuestas basicamente por proteinas.
Finalmente no hay otro nutriente que pueda remplazar a la proteina en una racion

alimenticia (Cullison, 1983).

Proteina Ideal

Este concepto se refiere bdsicamente al balance exacto de los aminodcidos
esenciales, capaces de satisfacer, sin deficiencias ni excesos las necesidades absolutas de
todos los aminodcidos requeridos, para su mantenimiento ¥ una maxima deposicion
muscular, expresando cada aminoacido como porcentaje. con relacion a otro aminoacido
de referencia, generalmente lisina. Con esto es posible mantener una relacion constante
conservando una calidad de proteina similar, para cubrir necesidades fisiologicas y

productivas del animal. (Baker, 1996).

Proteina ldeal para Cerdos
El pérfil ideal de aminoacidos para cada animal sera diferente para cada funcion
fisiolégica del organismo como: el mantenimiento, desarrollo, reproduccion, lactancia o

para produccion de carne (Baker. 1996).

Un apropiado balance de aminoacidos esenciales en la proteina ideal sera; lisina
100%, met + cis 50%, treonina 65-67%, triptofano 18%, isoleucina 50%. leucina 100%,

histidina 33%. fenilalanina 100%, valina 70% (Cole v Van Lunen. 1994).



La proteina ideal o bien el balance ideal de aminodcidos deberd ser acompanado

de suficiente nitrogeno para la sintesis de aminoacidos no esenciales.

Digestibilidad y Disponibilidad
En la elaboracién de dietas para cerdo es necesario conocer los ingredientes en su
digestibilidad y disponibilidad de aminodcidos suministrados en las dietas para lograr un

perfil 6ptimo de aminodcidos que satisfaga los requerimientos del animal.

La cantidad de proteina que debe ser suministrada a la dieta dependerd del grado
de digestibilidad y disponibilidad de los aminodcidos de los ingredientes para utilizarse

en las sintesis de proteinas y otras funciones fisioldgicas esenciales del animal.

Digestibilidad

La proteina digestible representa la fraccion de la proteina del alimento que ha
sido absorbida. o de forma mas precisa v segin el método de medida. que ha
desaparecido del intestino delgado. La digestibilidad ileal puede estimarse de forma
directa midiendo el flujo de aminodcidos que atraviesan la venas hepaticas o midiendo la
diferencia entre los aminoécidos ingeridos y que atraviesan la vélvula ileo-cecal (Austic.

1983).

Los valores de digestibilidad ileal de aminoacidos son utilizados corrientemente
por la industria porcina, a pesar de que €stos sufren de dos limitaciones mayores cuando
se trata de evaluar precisamente su disponibilidad. Estas limitaciones son la contribucion
de las pérdidas enddgenas al flujo de aminodcidos que atraviesan la valvula ileo-cecal ¥

la absorcién de aminocidos bajo formas que no son metabolicamente utilizables.

La digestibilidad generalmente es derivada de la diferencia entre lo que es
consumido v lo que no aparece en las heces y se conoce como digestibilidad fecal o
total. La digestibilidad de las proteinas varia segin el alimento empleado y la especie de
animal, principalmente de este altimo. La proteina que ha sido consumida vy que no

aparece en las heces por definicion se puede decir que ha sido digerida. Por ejemplo si




20g de proteina aparece en las heces de cada 100g de proteina consumida. esio

corresponde a una digestibilidad de 80% (Colin, 1998).

Digestibilidad Ileal
Los valores de digestibilidad ileal son preferidos a los valores fecales. Los

valores de digestibilidad fecal son mas altos aproximadamente un 8% que los valores de

digestibilidad ileal (Colin, 1998).

La proteina que no es digerida pasa al intestino grueso, en el cual actian las
enzimas bacterianas sobre las proteinas y las secreciones del intestino (Lenis, 1992). En
el intestino grueso se lleva a cabo una desaminacion y/o descarboxilacién produciendo
amonia, la cual es absorbida v transformada en urea, la cual es eliminada en orina
incrementando la excrecion de nitrogeno urinario. lo que sobrestima la digestibilidad
fecal. O bien, puede ocurrir sintesis de aminodcidos a partir de amonia o urea reciclada
en el intestino grueso en forma de proteina bacteriana, que constituye gran parte del
nitrégeno excretado en las heces y con el consecuente decremento de la digestibilidad

fecal (Henry. 1985).

Los valores de digestibilidad ileal son mas aceptados porque se asemejan a los
aminoacidos disponibles para el animal. Cabe destacar que la disponibilidad dependerd

del proceso de elaboracién del ingrediente.

Digestibilidad Aparente

Los valores de digestibilidad aparente tanto en el ileon como en la heces son
subestimados, ya que no se incluyen las secreciones digestivas, asi como el
desprendimiento de células epiteliales durante el paso de la digesta a través del tracto

digestivo (secreciones enddgenas).

Los valores aparentes son afectados por el nivel de proteina cruda de las dietas.
En dietas con bajos niveles de proteina cruda la proporcion de aminodcidos totales se

incrementa debido a las contribuciones endégenas en el ileon terminal. A medida que el
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nivel de proteina cruda se incrementa las fuentes endégenas decrecen lo cual tiende a

incrementar la digestibilidad aparente de las dietas (Sauver er al. 1989).

Digestibilidad Verdadera
La digestibilidad aparente se convierte en verdadera al tomar en cuenta la
determinacién de las secreciones endégenas; esto es las secreciones de la glindulas

salivales. estomago, higado v pancreas asi como los efectos de la microflora intestinal.

Los valores de digestibilidad verdadera no son afectados por lo niveles de
proteina cruda de las dietas. En el pasado las correcciones de las contribuciones
enddgenas se realizaron usando dietas libres de proteina. o utilizando distintos niveles de

proteinas y extrapolando a cero (Low, 1982).

Secreciones Endiogenas
Se definen como los aminodcidos encontrados en el quimo intestinal. al final del
ileon. o en las heces de cerdos alimentados con dietas libres de nitrogeno (proteina.
peptidos v aminodcidos). Estos aminodcidos provienen principalmente de enzimas,
albtimina serica. mucoproteinas, células descamadas, peptidos y aminoacidos secretados
en ¢l lumen intestinal, ademds de microorganismos intestinales v pelo consumido del

mismo animal (Moughan er al. 1991).

La contribucién de los aminoacidos endogenos es variable v depende de varios
factores, entre los que destacan el peso corporal, la calidad y cantidad de proteina en la
dieta, el consumo de alimento y la presencia de factores antinutricionales (Nyachoti ef

al. 1997).

Medicion de Pérdidas Endégenas de Nitrégeno (PEN)

Durante la digestion de los alimentos son secretadas en el tracto digestivo
substancias nitrogenadas. El nitrogeno secretado enddgenamente es sometido al proceso
de digestion junto con el nitrogeno dietario, y sus productos son reabsorbidos (Fuller,

1991). Sin embargo, hasta qué tanto son reabsorbidos no ha sido claramente establecido.
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se ha estimado que del 70 al 80% se reabsorbe antes del ileon terminal (Souffrant et a/
1986, Krawielitzki ef al, 1994).

Lo anterior indica que solo aproximadamente del 20-30 % del total de las
secreciones endogenas de nitrégeno en el intestino son de interés cuando se determinan

las pérdidas endogenas de nitrogeno y la digestibilidad verdadera de aminoacidos.

Los aminoacidos libres y péptidos pequefios son rapidamente reabsorbidos v por
lo tanto solo constituven una pequefia parte de las pérdidas endogenas de nitrogeno en el
ileon. La mayor parte del N endogeno en el ileon esta compuesto de células y proteinas
mucilaginosas porque estas proteinas son resistentes a la hidrélisis enzimdtica. Por
consecuencia, prolina y glicina, los principales aminodcidos en las proteinas
mucilaginosas. son los principales contribuyentes de las secreciones endogenas de
nitrégeno en el ileon terminal.. (Sauer er al. 1977) reportaron valores de 78% para
aminodcidos no esenciales, prolina vy glicina 43% y 13% del total de aminodcidos

respectivamente.

La proporcién de las secreciones endégenas que no son reabsorbidas son
excretadas por el animal (PEN). El método tradicional para determinar excrecion
endégena de proteina en el ileon involucra el alimentar con una dieta que contiene poca
o nada de proteina conocido como método libre de proteina (Hodgkinson et al, 1997).
Este método sin embargo, no estimula la actividad fisiologica en el intestino. creando
un estado fisiologicamente anormal, lo que puede afectar ¢l metabolismo normal de las
proteinas dietarias y reducir la secrecion de compuestos nitrogenados en el lumen
intestinal. afectando la eficiencia de re-absorcién. También conlleva a una sub-

estimacion de el nivel de secreciones enddgenas. (Darragh ef al. 1990).

Recientemente se han desarrollado nuevas metodologias que permiten estimar las
pérdidas endégenas de nitrégeno tales como el del isotopo "N . el de homoarginina y

alimentacion con péptidos acoplada a ultrafiltracion.
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En este estudio se empleara la técnica de la caseina enzimaticamente hidrolizada
acoplada a ultrafiltracion. Este método permite medir ¢l flujo enddgeno de aminodcidos
en el ileon bajo condiciones fisiologicamente normales, ya que se suministran
aminoacidos libres y péptidos (masa molecular <2000 Da), simulando asi los productos
de digestion de una dieta normal. La proteina endogena se separa de los péptidos
dietarios no digeridos por ultrafiltracion y la fraccién de alto peso molecular (>10,000
Da) da una estimacion de las pérdidas endogenas de aminodcidos. Con este método, AA
libres y péptidos pequefios de origen enddgeno se descartan con la fraccion de bajo peso
molecular, lo cual lleva a solo una ligera subestimacion de las pérdidas endogenas.

(Butts ef al, 1991).

Técnicas de Determinacion del Flujo Basal de Proteinas Enddgenas hacia el Ileon.
La técnica de dieta sin proteinas es la mas facil v mas utilizada. El cerdo recibe
un alimento compuesto de materias sin proteinas. Se mide el flujo de nitrdgeno o de AA
hacia el ileon y, de esta manera, se estiman los flujos endogenos. Esta técnica permite
determinar solamente los flujos endégenos bdsales porque se corresponden con el nivel
minimo de perdidas endégenas ya que la ausencia de proteinas en el alimento disminuye
las secreciones y no hay factores que estimulen su produccion o impidan su reabsorcion

por la pared intestinal.

Es posible también estimar el flujo basal por regresion: se mide el flujo ileal de
nitrdgeno o de aminoacidos en cerdos que reciben regimenes con niveles de proteina
decreciente, v posteriormente se calcula por extrapolacion el flujo por una ingestion nula
en proteinas. Este valor corresponde al valor endégeno. La supuesta ventaja de la lécnica
es que el animal tiene un estado fisiolégico normal y que se toma en cuenta el efecto de

los factores alimenticios sobre las pérdidas.




Técnica de Determinacion del Flujo de Proteinas Endogenas Especifico de las
Dietas.

La tnica manera de hacer la distincién entre proteinas dietarias y enddgenas es
de marcar una de las dos fuentes con el nitrégeno-15('*N). un isotopo estable. v de medir

la solucién isotdpica en el contenido intestinal.

El marcaje de las secreciones se hace por perfusion de un aminoacido (leucina)
marcado con "N en la sangre de los cerdos. El aminodcido se incorpora en todas las
secreciones. Cuando se alcanza un equilibrio de marcacion. se mide la concentracion de
N de las secreciones y de los tejidos digestivos. Como no es posible aislar las
secreciones digestivas, se utiliza como testigo, la concentracién en "N de los
aminoacidos libres de la sangre, considerados como el pool precursor de las secreciones.
La ventaja de la técnica es que se puede determinar las pérdidas endogenas causadas por
cualquier materia prima. Sin embargo, la técnica da solamente resultados por cl
nitrogeno total y no por los aminodcidos. Ademds, se desconoce la validez de
representatividad de la leucina frente a los otros aminoacidos. Debido a todas las fuentes
de imprecision citadas, se estima que el método sobreestima el flujo endogeno a nivel

del ileon.(Letterme, 1995)

Disponibilidad e Influencia del Tratamiento Térmico
La disponibilidad de nutrientes es definida como la poreion de los nutrientes
ingeridos que es absorbida por el tracto digestivo en una forma que permite que estén
disponibles para metabolizarse por el animal (Sauer and Ozimek, 1986). La
disponibilidad de los aminoacidos normalmente se determina empleando el método de
relacion de pendientes, donde la respuesta a niveles graduales del aminodcido de prueba
en una proteina es comparada con la respuesta a niveles graduales del aminoéacido

estandar,

Los métodos anteriores son muy laboriosos y caros, por lo que la digestibilidad
ileal ‘de los aminoacidos se ha considerado como un indicador de disponibilidad. La

digestibilidad ileal de aminoécidos ha sido empleada como una medida de disponibilidad
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de aminoécidos, asumiendo que si un aminodcido no es recuperado en el ileon terminal

entonces ha sido absorbido en una forma que puede ser utilizado por el animal.

Se ha reportado que mientras que esto puede aplicarse a proteinas de buena
calidad, no puede ser cierto para proteinas tratadas térmicamente (Batterham er al, 1990,
Moughan et al, 1991; Wiseman e/ al, 1991). Por ejemplo, Batterham et al (1990)
reportaron que mientras 0.76 de lisina digestible ileal fue retenida por cerdos
alimentados con una dieta a base de pasta de soya, solo 0.36 fue retenida por cerdos
alimentados con harina de semilla de algodon. Ellos sugieren que el calor aplicado a la
proteina de la semilla de algodon puede ocasionar que la lisina se absorba en una forma
que no es eficientemente utilizada. Resultados similares han sido reportados por
Bellaver & Easter 1989, Moughan et af, 1991 y Wiseman ¢t a/ 1991, en los que se
muestra que los valores de digestibilidad ileal sobreestiman la utilizacion de la lisina en

concentrados proteicos tratados térmicamente.

La aplicacion de calor a las proteinas puede inducir cambios en la molécula de la
proteina que tiene poco efecto en su digestibilidad pero deja a los aminoacidos
absorbidos menos disponibles. Estos aminodcidos pueden subsecuentemente ser
desaminados y excretados por el animal. Después de la digestion. los aminodcidos
alterados por el calor pueden ser metabolizados en las paredes intestinales y por
consiguiente no absorberse en la sangre portal. Numerosos estudios muestran que
algunos de los compuestos formados en las proteinas con la aplicacion de calor, tales
como compuestos de Maillard (fructuosolisina) o isopeptidos formados por enlaces
cruzados proteina-proteina pueden ser digeridos pero son ineficientemente utilizados

(Bjarnason & Carpenter, 1970; Hurrell er al, 1974).

Rérat (1981) sugiri6 que los nutrientes dietarios pueden ser metabolizados en la
pared intestinal durante la absorcién. Como consecuencia la digestibilidad ileal puede
sobreestimar significativamente la absorcion de los aminodcidos. Es razonable sugerir
que los aminoacidos de proteinas tratadas térmicamente pueden difundirse del lumen

intestinal hacia las células epiteliales. Sin embargo. debido a los requerimientos de
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aminoédcidos para los mecanismos de transporte activo a traves del epitelio, ellos no
progresan a la sangre portal si su estructura ha sido alterada y no pueden ser reconocidos
por ningln sistema acarreador especifico. Por consiguiente, a través de la difusion los
aminodcidos pueden ser removidos del lumen intestinal, y por tanto aparentemente

digeridos.

Mucho esfuerzo de investigacion se ha invertido en el pasado para el desarrollo
de la estimacidn de la disponibilidad de los aminoéacidos. En el caso de alimentos con
una gran disponibilidad de aminodcidos, los valores de digestibilidad son proximos a los
de disponibilidad. Sin embargo, en alimentos con baja disponibilidad de la proteina, los
valores de digestibilidad sobreestiman su digestibilidad. Lisina. treonina. metionina,
triptofano y fenilalanina son mas sensibles a los tratamientos térmicos y sus valores de
disponibilidad metabdlica son necesarios para evaluar convenientemente el potencial
nutritivo de estos nutrientes. La sensibilidad de estos aminoéacidos a los tratamientos
térmicos es diferente y los tratameintos térmicos afectan a la disponibilidad de estos AA

mucho mas que a sus digestibilidades.

La disponibilidad ha sido utilizada como sinénimo de digestibilidad. lo cual no es
muy aceptable porque la disponibilidad de los aminoécidos depende del procesamiento y

la naturaleza del ingrediente. asi como la habilidad del animal para digerir las proteinas.

No todos los aminodcidos digeridos y absorbidos estan disponibles para llevar a
cabo las funciones fisiologicas como el mantenimiento. crecimiento o lactacion (Colin,

1998).

Debido a la presencia de factores antinutricionales el valor nutritivo de la harina
de pescado no procesada es relativamente bajo. El tratamiento térmico ha sido utihzado
para desactivar los factores antinutricionales termolabiles presentes. Las condiciones de
procesamiento: Tiempo, temperatura, humedad y tamanio de particula tienen efecto en la
inactivacion de estos factores y en el valor nutricio de un ingrediente proteico, como la

harina de pescado.
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El secado de los ingredientes es ¢l procesamiento 1€rmico mas comun. [ste
procesamiento consiste en la aplicacion de calor y tiene como principal efecto benéfico
permitir ¢l almacenamiento de productos que se utilizan en la alimentacion animal.
Almacenar productos con niveles altos de humedad no solo favorece el problema de
putrefaccion como es el caso de los productos de origen animal. sino ademas. evitar el
desarrollo de hongos y la produccidn de las micoloxinas. asi como prevenir el proceso

de combustion que puede causar un incendio en las bodegas de almacenamiento.

El procesamiento térmico también tiene un efecto benéfico al mejorar el
aprovechamiento de nutrimentos. En el caso de las proteinas el calor optimo puede
mejorar la digestibilidad de los aminodcidos. Pero la aplicacion de calor también puede
causar un efecto negativo a los ingredientes, cuando este calor no es el correcto. Puede
haber una desnaturalizacion de nutrimentos, vy en el caso de las proteinas la llamada

reaccion de Maillard (Campabadal. 1993).

Factores que Modifican la Digestibilidad de las Proteinas
Si bien la digestibilidad de las proteinas varia entre los diferentes alimentos,
existen por lo menos tres factores que pueden alterar seriamente el aprovechamiento de
las proteinas:
1.- Edad del animal
2.- Presencia de inhibidores de las proteinas en el alimento

3.- Proteinas daiiadas por calor debido a la reaccién de Maillard

Reaccion de Maillard

El calor excesivo o el almacenamiento prolongado pueden producir deterioro en
la calidad de las proteinas por la bien conocida reacciéon de Maillard. también referida
como obscurecimiento no enzimdtico o glicacion. Las consecuencias de estas reacciones
incluyen la formacion de muchos productos:

e Pigmentos cafés insolubles conocidos como melanoidinas.

o Compuestos voldtiles asociados al aroma.

e La formacion de compuestos mutagénicos.




o Pérdida de aminoacidos esenciales.

En esta reaccion los grupo aminos libres de las cadenas de péptidos.
frecuentemente el grupo e-amino de la lisina, reacciona con el grupo de azucares
reductores, tales como la glucosa o la lactosa para producir un complejo amino-azicar.

el cual se absorbe pero ya no esta disponible para se utilizado por el animal

WHR

HC—OH

CHOH -H;0
T NHR — ™

CHOH

CHOH

il
R
Reduccion de Azacar Amino Compuesto N-Glicosilamina
(glicacion)

Figura 1. Reaccion de Maillard (Gonzalez, F.L. et al.. 2000)

HARINA DE PESCADO
La harina de pescado es un ingrediente muy utilizado en dietas para cerdos como
una fuente de proteina altamente digestible. Uno de sus grandes atributos es que como
proteina presenta un balance casi ideal en términos de aminodcidos esenciales y en
comparaciéon con otras fuentes proteicas, es un proveedor concentrado de proteina

dietaria, va que contiene proteina cruda en rangos de 60-72%.

Las principales alternativas de proteinas animales son productos lacteos, leche
seca semidescremada y suero, las cuales son muy caras: asi como harina de came y

harina de sangre, las cuales son consideradas riesgosas para la salud. La harina de
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pescado es bien tolerada en las dietas de cerdos jovenes y en ocasiones es una
alternativa mas barata, ademas de que suministra un amplio rango de macro y micro
nutrientes; tales como calcio y fosforo disponibles, elementos traza, vitamina A v D, asi

como acidos grasos omega 3 (Fowler, 1997).

La harina de pescado es una de las fuentes proteicas que presenta el mejor patron
de aminoécidos para la alimentacion de monogastricos. (Campabadal er «f, 1994 ), La
harina de pescado puede obtenerse de cuerpos completos de peces o de residuos de las
fabricas conserveras. En cualquier caso antes de elaborar la harina de pescado la materia
prima debe someterse al desengrasado, con ello se cumplen dos fines: se mejora la
conservacion y se sustraen los lipidos, cuyos dcidos grasos libres comunican olor y sabor

desagradable a la carne. (Flores, 1977)

Las harinas de pescado generalmente son superiores a las de carmme y hueso o
sangre y esta superioridad se basa en el mayor contenido de lisina. metionina ¥
triptofano. Pero también son muy variables segin su origen. la clase de pescado. la
presencia o ausencia de secados solubles. la inclusion o exclusion de la cabeza del
pescado y el proceso de secado. Si éste se lleva a cabo a temperaturas elevadas. sus

aminoacidos pueden perder valor nutricio. (De Alba. 1983).

Harina de Pescado como Fuente de Aminodcidos Esenciales

Las proteinas del pescado tienen funciones biologicas similares a la de los
mamiferos. El perfil de aminoacidos de las proteinas corporales en el cerdo es bastante
similar a la del pescado y ademds similar a la de la leche de los mamiferos.
Aproximadamente diez de los aminoécidos encontrados en las proteinas del pescado son
clasificados como esenciales para los cerdos, porque éstos son incapaces de sintetizarlos
por sus propios procesos metabélicos de materiales precursores. Una proteina la cual
tiene proporciones de aminodcidos que cubren exactamente las necesidades del cerdo es

llamada proteina ideal. Las proteinas del pescado son muy cercanas a la proteina ideal .
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La proteina en la harina de pescado tiene una alta proporcion de aminodcidos
esenciales en una forma altamente digerible, particularmente metionina, cisteina, lisina.
treonina y triptofano; presentes en la forma natural de péptidos, €stos pueden ser usados
con alta eficiencia para mejorar el equilibrio en conjunto de los aminoécidos esenciales

dietéticos.

Las proteinas en un pescado fresco son varias teniendo cada una de ellas una
estructura caracteristica. Las principales proteinas de las células musculares son: las
extracelulares, como coldgeno, elastina v reticulina, las cuales forman los vasos. nervios
y tejidos de envoltura muscular y que por lo general son insolubles en agua; vy las
intracelulares, entre ellas las miofibrilares (actina, miosina y actiomisina). las
sarcoplasmaticas y las proteinas reguladoras. Las proteinas miofibrilares constituyen el
mayor porcentaje de las proteinas presentes en el musculo de pescado. Alguna de las
proteinas tienen una disposicion espacial cuadri y tridimensional es decir alcanzan una
estructura terciaria y cuaternaria, otras solo alcanzan una estructura primaria v
secundaria. compuestas por cadenas de polipéptidos o aminodcidos. Esta estructura se
observa solo cuando las proteinas estan frescas e integrando los tejidos. la que se alterara
conforme sean sometidas a procesos fisicos o quimicos donde perderan total o

parcialmente la conformacién estructural.

Grasa

La grasa generalmente mejora el equilibrio de los acidos grasos en el alimento
restaurando la relacién de las formas de omega 6: omega 3 en 5:1. que es considerada
6ptima. La grasa en muchas dietas actualmente contiene una relacion mucho mas alld.
Con la proporcién éptima y con dcidos grasos omega 3 suministrados como éacido
docosoexanoico (DHA) y 4cido eicosapentanoico (EPA), la  salud del animal es

mejorada, especialmente donde existe menos dependencia de medicacion rutinaria.




Energia
La harina de pescado es una fuente de energia concentrada. Con un 70% a 80%
del producto en forma de proteina y grasa digerible, su contenido de energia es mayor

que muchas otras proteinas.

Vitaminas y Minerales

La harina de pescado tiene un contenido relativamente alto de minerales como el
fosforo, en forma disponible para el animal. También contiene una amplia gama de
elementos vestigiales. Las vitaminas también estan presentes en niveles relativamente
altos, como el complejo de vitamina B incluyendo la colina, la vitamina B12 asi como

A y D (Carvajal, 2002 www.lista-oannes.rep.net.pe/hpescado01.htm).

Ventajas de la Utilizacion de la Harina de Pescado en Cerdos

*Répido crecimiento en cerdos recién destetados.

*Mejora la conversion del alimento.

*Mejora reacciones alérgicas en cerdos recién destetados. comparad con otras proteinas
que no se encuentran en la leche.

*Incrementa la resistencia a las enfermedades, especialmente en cerdos alimentados con
dietas sin medicacion.

*Incrementa la fertilidad, nacen mas cerdos.

*Incrementa la composicion de la grasa en la came, dcido docosaexanoico (DHA) y

acido eicosapentanoico (EPA) depositado en la carne .

Adulteraciones de la Harina de Pescado

La Albiamina. Es una proteina que se encuentra en los fluidos celulares, principalmente
en el suero sanguineo de los animales incluyendo los acuaticos. en el huevo y también
en las plantas (cereales). En los mamiferos se sintetiza en el higado y llega a constituir el
60% del plasma sanguineo, sirviendo para transportar otras proteinas, transportando
aniones organicos grandes como los dcidos grasos, la bilirrubina y tambi¢n las drogas y
algunas hormonas. Su estructura es casi plana y consta de dos cadenas alfa y beta. Esta

proteina tiene una relativa solubilidad en el agua.




21

La albumina esta compuesta de una cadena simple de polipéptidos y alcanza
hasta una leve estructura secundaria con cadena alfa y beta, la primera comprende 47 a
67% v la segunda no supera el 8%. Esta proteina entonces es muy distinta de las
proteinas musculares del pescado, aunque en el proceso de produccion de harina de
pescado pueden también existir albuminas de especies marinas pero no las de
mamiferos, aspecto que esta garantizado tanto por el tipo de proceso que se realiza asi

como los controles que la actividad sanitaria efectia sobre las industrias.

Los Priones. Una de las razones de la aparicion de proteina modificada espacialmente
denominada priones, ha sido probablemente un mal tratamiento fisico (calor) o un

proceso inadecuado.

Cuando las proteinas son sometidas al calor como sucede cuando se cocinan los
alimentos se coagulan y se desnaturalizan. Al formarse uniones quimicas por enlaces
hidrogenados, sulfurados o enlaces terminales diversos entre las cadenas de polipeptidos
que forman la proteina, se pierde la estructura cuaternaria. terciaria y segun que
temperatura alcance ¢l calor puede perder la estructura primaria. De esta manera es muy
dificil llegar a conocer el origen de la proteina si no se alcanza a hacerlos migrar en un
campo eléctrico, para formar el patrén caracteristico de la especie de donde procede.
Cuando el calor ha desnaturalizado la proteina hasta un punto en que no se pueden
recuperar polipéptidos o secuencias de aminodcidos de la estructura primaria, es casi

imposible reconocer una especie.

Una de las razones que ha dado origen a la aparicion de priones ha sido la
modificacién de la estructura espacial de las proteinas, la que incide en la modificacion
de las propias proteinas celulares y mimificar el proceso seguido por los priones (es
decir convertir priones naturales en priones modificados por influencia de proteinas
exdgenas modificadas espacialmente). Este fenomeno solo se observa en proteinas de
cerebro y tejido nervioso de los rumiantes y jaméds ha sido observado en peces u
organismos acudticos. Las harinas obtenidas de estos Gltimos contienen ya no proteinas

propiamente dichas, sino secuencias de aminoacidos (polipéptidos) desnaturalizados
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espacialmente, donde es dificil que mantengan su estructura tridimensional que los haga

visibles en un supuesto caso de infeccion prionica.

Si se recurre a técnicas fisicas como la espectroscopia, polarimetria, la resonancia
magnética o la cristalografia es posible llegar a conocer la estructura de moléculas
proteicas, pero estas no son técnicas de rutina y solo tienen interés para estudios
estructurales que no son adecuados para hacer comparaciones entre proteinas de diversas
especies o tejidos y menos ain si estas proteinas estan coaguladas o desnaturalizadas

como sucede con la coccidn a altas temperaturas (Calderon, 2001).

Micotoxinas. Durante muchos afios se ha venido investigando la posibilidad de que la
contaminacién de la harina de pescado con hongos pudiera dar origen a la presencia de
micotoxinas en este producto. Si bien es cierto que bajo condiciones apropiadas de
humedad pueden germinar ciertas especies de hongos como Furasium, Mucor.
Aspergillus y Penicillum, su ritmo de multiplicacién es muy lento en la harina de
pescado, por ser ésta un sustrato constituido principalmente por proteinas y aminoacidos

que no constituyen una fuente de energia importante para los hongos.

Los hongos productores de micotoxinas (Aspergillus, Penicillum. Fusarium) solo
crecen en alimentos con alta actividad de agua o humedad elevada. principalmente en
granos v semillas. En harinas de pescado no se ha reportado crecimiento de hongos. Para
que exista secrecion de toxinas es necesario una invasion previa del grano o de las
semillas. Una vez penetrado, solo si las condiciones de pH. temperatura, humedad o
actividad de agua, presencia de cloruros y esencialmente contenido de carbohidratos

daria motivo para la secrecion de las toxinas.

Dioxinas. Es el nombre de subproductos toxicos organicos clorados. incoloros e
inodoros y agrupan a los compuestos pertenecientes a dos estructuras quimicas bien
diferentes: policloro dibenzo-p-dioxinas y policloro dibenzo furanos que pertenecen al

grupo de los contaminantes organicos lipofilicos y persistentes.
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En la harina y aceite de pescado es una fuente importante de contaminacion. La
contaminacion del pescado depende de gran parte de la contaminacion de las dreas
maritimas donde habita, siendo menos probable en altamar. La relacion entre la
contaminacion del pescado para consumo humano y de las harinas y aceites para

alimentacion animal es directa.

El reciclado de los productos de origen animal. teniendo en cuenta la
acumulacion de las dioxinas en las grasas, puede ser un proceso de concentracion, No

obstante, los niveles son mucho mas bajos en los productos de pescado.

En los procesos con calor, principalmente el secado no es un problema en si. ya
que las temperaturas que se alcanzan no son exageradas. Si es un problema el origen de
la fuente de calor. Combustibles limpios (gas natural) o sin contacto directo con el
alimento a secar no plantean problemas, en cambio otros procesos de secado que
implican contacto directo de los gases de combustion con el material a secar pueden ser
importantes fuentes de polucion, aunque depende del combustible utilizado y del grado
de combustion. Los tratamientos habituales para la obtencién de harinas de pescado no
tienen relacion con el contenido en dioxinas de las harinas

(Gorrachategui, 1999; www.etsia.upm.es/fedna/capitulos/2001 CAPVIILpdf).

Procesamiento de la Harina de Pescado

La calidad de la harina de pescado también se ve afectada por su procesamiento
v condiciones de almacenamiento del pescado durante el periodo de la pesca y
elaboracion. La harina de pescado de materia prima muy fresca da por resultado una
harina cuya digestibilidad y valor nutricional es muy alta. permitiendo reemplazar
parcialmente a la leche en polvo desgrasada en dietas para lechones. por el contrario
también pueden encontrarse harina de pescado rancias o con excesos de aceite y sal

(Flores, 1977).




Etapas del Proceso de Elaboracion de la Harina de Pescado. El proceso de
elaboracion consta de los siguientes pasos: recepcion, transporte. cocido, prensado.

secado, enfriado, molido, envasado y almacenado.

Recepcion: El pescado fresco proveniente de las embarcaciones pesqueras es

muestreado y analizado para controlar la frescura.

Coccion: se lleva a cabo por medio de los cocedores en cuyo interior se
encuentra un gusano que se encarga de triturar el pescado y al mismo tiempo se cuece al
recibir vapor caliente entre 80 y 100 °C en un tiempo aproximado de 20 minutos. Este
procedimeinto esteriliza el pescado, detiene la actividad microbiologica y enzimatica,
coagula las proteinas y desintegra las membranas celulares para facilitar la separacion de

los solubles y el aceite de la materia seca.

Prensado: La materia prima cocida es alimentada a una prensa de tornillo donde
la mayor parte del tejido es exprimido para separarlo de lo liquido. se logra extraer
aproximadamente un 60% de humedad. En este paso se da una ramificacion dentro del
proceso: los liquidos se separan hacia la produccion de aceite y los solidos seguirdn a la

fase de secado.

Secado: En este paso la harina recibe el cocimiento final. La secadora alcanza
una temperatura de 90 °C que hay que mantener constante. ya que si se eleva mas, la
harina saldrda quemada y bajard su calidad. Segin parametros internacionales, la
humedad ideal de la harina no debe sobrepasar el 10% de agua, ni debe bajar del 6%. Si
es inferior significa que se ha recalentado y su calidad nutritiva y proteica se ha alterado.
Si esta demasiado humeda no se puede vender y ademds puede desarrollar hongos y

bacterias.

Enfriamiento: Despues del secado la harina sale con la humedad deseada, pero a
una temperatura no conveniente para ser envasada inmediatamente. En el enfriador la
harina se enfria con un gran flujo de aire que circula a contracorriente impulsado por un

ventilador.



B )
A

Molienda: una vez enfriada la harina se somete a la melienda utilizando molinos

eléctricos de martillos para cumplir con los estandares internacionales de calidad para

su posterior envasado y estibado. (Doode, 1996).
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Figura 2. Proceso de Elaboracion de Harina de Pescado (www. elgolfo.com)

LISINA REACTIVA DIGESTIBLE
En los ultimos afos, se ha ido mejorando notablemente la nutricion animal
formulando dietas mas precisas, empleando productos procesados de buena calidad.
Cubriendo los requerimientos de los animales, principalmente del contemido de
aminodcidos esenciales, siendo la lisina el principal aminoacido limitante en la

formulacion de dietas para cerdos.

En ingredientes que han sufrido un procesamiento térmico o un almacenamiento
prolongado, el grupo e-amino de la lisina puede reaccionar con otros compuestos
presentes en el ingrediente quedando nutricionalmente no disponible (Hurell and
Carpenter, 1974). A las unidades de lisina cuyo grupo epsilon-amino todavia esta libre

para reaccionar con un reactivo prueba, se le denomina lisina reactiva.




Lisina Reactiva
La estimacion quimica de lisina en alimentos puede involucrar la determinacion
de lisina digestible total o lisina disponible. La lisina total es determinada después de
una hidrolisis 4cida y no necesariamente refleja la cantidad de lisina que esta
nutricionalmente en forma disponible. La lisina total es de interés como una parte del
perfil de aminoécidos para areas de investigacion en cruzamiento de plantas o trabajos

con proteinas puras.

En alimentos donde no ha ocurrido reaccion de Maillard el valor de lisina
digestible total puede ser muy cercano al valor de lisina disponible. La lisina disponible
se refiere a aquellos residuos de lisina que poseen grupos s-amino libres. Para los
alimentos que han sido procesados o almacenados por periodos largos en la presencia de
azicares reductores, pueden perder su valor nutricional ya que la reaccion de Maillard
involucra la interaccion con el grupo e-amino de la lisina. Esta lisina que reacciono no es
susceptible al ataque enzimadtico quedando nutricionalmente no disponible: (Hurrell and
Carpenter, 1981) por lo que es importante determinar lisina disponible en este tipo de
alimentos. va que la aplicacion de las técnicas convencionales puede llevar a

inexactitudes, especialmente a una sobreestimacion de la lisina disponible.

Métodos para Determinar Lisina Reactiva.

Cuando hay dafio por reaccion de Maillard, el derivado de la lisina
predominante es la deoxiquetosil-lisina, la cual puede revertirse a lisina durante la
hidrélisis dcida cuando se lleva a cabo el analisis de aminoacidos. Esto es que parte de la
lisina determinada en la dieta y digesta ileal representara a la deoxiquetosil-lisina, la cual
aunque es parcialmente absorbida en el intestino no es de valor nutricio para el animal

(Hurrel and Carpenter, 1981).

Consecuentemente, el contenido de lisina de alimentos y digesta ileal,
determinado por andlisis convencionales de AA son engafiosos. Un procedimiento de
andlisis alterno para alimentos que han sufrido reaccion de Maillard es el de cuantificar

la lisina reactiva usando un ensayo especifico. A este respecto se han desarrollado
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numerosas técnicas biologicas, bioquimicas y quimicas que permiten la determinacion
del contenido de la lisina quimicamente reactiva en estos ingredientes, tales comao:
Método de fluorodinitrobenzeno (FDNB)
Meétodo de la furosina
Meétodo del OPA
Meétodo del colorante

Ensayos microbiologicos

De los métodos anteriormente sefialado el mas conocido es el FDNB o método de
Carpenter. Este procedimiento esta basado en la reaccion cuantitativa del FDNB con los
grupos libres &-NH2 de la lisina en proteinas purificadas con la formacion de e-
dinitrofenil-lisina (g-DNP-lis), un compuesto amarilloso soluble en agua. ¢l cual es
espectofotométricamente cuantificado después de una hidrélisis dcida. Los grupos a-
amino de los aminodcidos combinados en enlaces peptidicos no estan libres para
reaccionar. Ademas, los derivados a-DNP de los grupos N-terminal de los aminoacidos
de la proteina son solubles en éter y no son medidos como lisina reactiva. Las
dificultades se presentan con la determinacion de lisina reactiva de hidrolizados de
proteina, ya que la lisina libre es convertida a bis-DNP-lis un compuesto soluble en éter,
subestimando los valores de lisina reactiva. Este método no es Gtil para alimentos que
contienen gran cantidad de carbohidratos. La presencia de carbohidratos pueden
presentar bajos resultados si el DNP-lis se pierde durante la hidrolisis dcida. También los
carbohidratos pueden llevar a la formacién de compuestos interferentes y que la cantidad

de lisina disponible sea sobreestimada ( Desrosiers, 1989).

El agente derivador para determinar lisina reactiva digestible debe ser especifico
para el grupo g-amino de la lisina; es por ello que el método FDNB no es confiable
debido a que el reactivo usado puede reaccionar con el grupo g-amino y ¢ste no sera

detectado como reactivo libre de la lisina.(Moughan and Rutherfurd. 1996 )

Sin embargo, no toda la lisina quimicamente reactiva de las proteinas tratadas

térmicamente es absorbida en el intestino delgado (Desrosiers ef al, 1989: Moughan er
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al, 1996). Existe la evidencia de que en aquellos alimentos que han sufrido dafio por
reaccion de Maillard, la lisina reactiva es absorbida en forma incompleta (Boctor and
Harper, 1968; Valle-Riestra and Barnes, 1969; Desrosiers er al. 1989). Es por ello que
métodos como el FDNB son inapropiados para determinar lisina disponible. ya que
asumen incorrectamente que toda la lisina reactiva presente en un ingrediente es digerida
y absorbida. Ademas, el método para determinar digestibilidad ileal de aminoacidos no
siempre predice en forma adecuada la disponibilidad de la lisina en ingredientes tratados

térmicamente v puede sobreestimar su valor hasta en un 20-30% (Batterham. 1992).

Lisina Reactiva Digestible

El método, propuesto por Mauron y Bujard (1964) para determinar lisina reactiva
digestible involucra la reaccion de guanidinacion. La guanidinacion es un proceso
quimico donde los residuos de la lisina de las proteinas dietarias. la lisina quimicamente
reactiva ( con los grupos e-amino libres), son transformados a homoarginina (acido 2-
amino-6-guanidinoexanoico) reaccionando con ortometil-isourea bajo condiciones
alcalinas. La metil-isourea puede reaccionar con el grupo libre e-amino de la lisina
formandose el residuo guanidinado homoarginina, La homoarginina es estable a la
hidrolisis 4cida, por lo que su cuantificacion por técnicas cromatograficas
convencionales puede servir como una medida de la lisina disponible o reactiva. La
reaccion de guanidinacion es altamente especifica para el grupo e-amino de la lisina y es
muy dependiente del pH, ya que el grupo e-amino debe de ser deprotonado para

reaccionar con la O-metilisourea.

La técnica de digestibilidad ileal verdadera también es llevada a cabo y el
método de guanidinacion es utilizado para determinar el contenido de lisina reactiva
tanto en la dieta experimental como en la digesta ileal de los animales alimentados con
esa dieta. Entonces se puede calcular el coeficiente de digestibilidad ileal veradera de

lisina reactiva y asi determinar lisina reactiva digestible.

Mauron and Bujard (1964) fueron los primeros en utilizar la reaccion de

guanidinacién para medir la disponibilidad de la lisina reactiva en alimentos y diversos
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autores han empleado esta técnica para medir la lisina disponible en productos que han
sufrido encafecimiento (Hurrell and Carpenter 1974; Creamer e al 1976: Nair ef al
1978).

CARNE MAGRA
En los altimos 25 afios, uno de los principales objetivos de los programas de
seleccion porcina ha sido la reduccion del contenido en grasa de la carme porcina. La
demanda por parte de los consumidores de productos carnicos con poca grasa ha
provocado una evolucion de la produccion hacia un cerdo magro. con un contenido

graso inferior.

A pesar de que el término magro es comunmente utilizado para referirnos al
musculo, “musculo magro™, actualmente se refiere al tejido que consiste principalmente
de agua y proteinas. El musculo esta compuesto por tejido magro y depositos de lipidos.
La porcion relativa de tejido magro y componentes grasos en el musculo puede vanar
dependiente de la genética, sexo, v edad, asi como del musculo especifico evaluado. La
composicion puede variar de 75% o mas tejido magro v 25 % de tejido graso basado en
la composicion genética del cerdo y de las condiciones medio ambientales donde el

cerdo fue criado.

Los principales actores que influyen en la produccion de carne magra son la
genética, edad, sexo y la nutricion del animal. siendo este ultimo de gran importancia,
debido a que concentraciones inadecuadas de nutrientes disminuyen la conversion
alimenticia, ganancia diaria de peso y el porcentaje de tejido magro de la carne. Los
cerdos requieren de un suplemento adecuado de nutrientes para mantenimiento y
crecimiento de los tejidos, siendo los nutrientes claves para el crecimiento la energia.
fosforo, vitaminas y aminoécidos.

(Rodriguez, 2002; www4.ulpge es/departamentos/animal/nutricion/temal 3htm)




El Rendimiento Magro y los Aminodcidos

Los aminodcidos son necesarios para formar actina y miosina del muasculo v las
proteinas del tejido conjuntivo (sobre todo coldgeno). Una deficiencia proteica durante
el desarrollo del animal, provoca una menor formacion de musculo v por lo tanto una
mayor deposicion de grasa y un menor crecimiento. Una dieta deficiente de aminodcidos
reduce el crecimiento muscular, lo cual resulta en un aumento en la deposicion de grasa.
Al incrementar el porcentaje de lisina de deficiente a adecuado, se incrementa la

deposicion de proteina y se disminuye la grasa corporal.

L.a mejora de la genética porcina, ha permitido la obtencion de estirpes con
canales cada vez mas magras, lo que significa mayores necesidades proteicas para
sostener esta deposicién muscular, Ademads, las necesidades proteicas son mayores al
aumentar la relacion musculo/grasa depositada, por lo tanto. las necesidades de
aminodcidos por kilo de peso ganado disminuyen desde el nacimiento hasta la
madurez, esto es el porcentaje de proteina que se incluye en las raciones de los animales

jovenes es mavor que el de las raciones en animales en etapa de finalizacion.

Como va se ha sefalado anteriormente, respecto al aporte proteico es
conveniente tener presente que:

- Si la ingestion de proteina es escasa, se va a limitar la formacion de musculo.

- Al incluir exceso de proteina en la racion, respecto al potencial genético del
animal, se provoca una desaminacion de aminoacidos que se almacenan en forma de
grasa saturada.

- Al utilizar proteina de bajo valor bioldgico se limita la sintesis proteica, lo que
provoca que parte de los aminodcidos se desaminan y las cadenas carbonatadas se
almacenan en forma de grasa saturada: en raciones de este tipo, el aporte de aminodcidos
esenciales mejora la calidad proteica de la racion, reduciéndo la deposicion de grasa.

-La utilizacién de raciones poco energéticas provoca que parte de los

aminodcidos se emplean como sustrato energético, limitandose la sintesis proteica.
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-Cualquier causa que reduzca la ingestion de alimento por ejemplo estrés. calor,
etc. da lugar a una menor ingestion de aminodcidos, lo que se manifiesta en una mayor
deposicion de grasa y menor crecimiento de los animales.

-Para evitar la deposicién de grasa aceitosa (no saturada) en los monogdstricos.
durante la etapa de finalizacion, se debe reducir el contenido en grasa de la dieta (para
que la grasa de la canal sea saturada procedente de la sintesis endogena), y evitar el
suministro excesivo de materias primas con un alto contenido en acidos grasos. por
ejemplo maiz. semillas, oleaginosas y harina de pescado.

(Rodriguez, 2002; www4.ulpge.es/departamentos/animal/nutricion/temal 3htm).

LA RATA COMO MODELO DEL CERDO

[os estudios de digestibilidad ileal realizados en cerdos son muy costosos, por lo
que el desarrollo de un modelo en rata, dado sus similitudes fisiologicas con el cerdo, se
considera como una alternativa para estos estudios. Esto conlleva varias ventajas: son
métodos mas baratos y simples va que se requiere de lotes de prueba pequefios por el
menor consumo de alimento de las ratas y las necesidades de espacio para confinamiento
son también pequefias; el manejo de los alimentos es mas facil asi como la recoleccion
de la muestra, ademas de que permite la evaluacion rutinaria de los ingredientes (Smith

et al., 1990: Skilton ef al., 1991; Donkoh ef al., 1994:).

Estudios preliminares indican que la rata es un modelo adecuado para el cerdo
para la determinacién de digestibilidad aparente ileal de amino dcidos (Moughan er al..
1984: Smith ef al., 1990; Donkoh ef al, 1994). Sin embargo, también se han reportado
diferencias para ambas especies. Con excepcion del caso de las leguminosas. las
diferencias reportadas para otros ingredientes pueden deberse a condiciones
experimentales similares insuficientes, mds que a las diferencias intrinsecas de los
ingredientes en la forma en que la rata y el cerdo digieren la proteina ( Huisman er al.
1991). A este respecto es importante sefialar que en los estudios con cerdos la digesta
ileal es colectada a través de una canula de PVC en forma de T, mientras que en los
modelos con rata la digesta es colectada utilizando en método de sacrificio. Por lo que es

importante definir un método de muestreo de digesta ileal para ambas especies si se




quiere realizar una comparacién mas fina de la digestibilidad ileal de amino acidos entre

ambas especies (Moughan er al, 1984).



MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo se llevd a cabo en el Bioterio del Centro de Investigacion en

Alimentacion y Desarrollo, A.C.

El ingrediente a evaluar fueron dos harinas de pescado "A" v "B" cuya calidad
difiere por tratamiento térmico. La compaiiia de alimentos balanceados no proporciono

las condiciones de procesamiento.

Seleccion y Alojamiento de los Animales
Se seleccionaron al azar veintinueve ratas macho Sprague-Dawley de
aproximadamente 100 + 5 g de peso inicial. Las ratas fueron destetadas a las 4 semanas
de edad y criadas con una dieta de alta calidad hasta su alojamiento en el biotetrio. Los
animales se alojaron individualmente en jaulas de acero inoxidable con piso de malla de
alambre a 20 + 2°C, humedad relativa de 65-70% y con un ciclo de luz oscuridad de 12

hrs. (Arrington, 1972).

Administracion de las Dietas
Las ratas se alimentaron con una dieta de alta calidad por 3 dias para su
adaptacion y fueron entrenadas para consumir alimento por un periodo de 3 h (08:30-
11:30) durante 7 dias. Posteriormente se introdujeron las dietas experimentales, las

cuales se ofrecieron ad libitum y el agua estuvo siempre disponible.

Se ofrecieron tres dietas de composicion distinta, la primera a base de caseina
enzimaticamente hidrolizada (CEH), para medir secreciones enddgenas, la segunda a
base harina de pescado A y la tercera a base de harina de pescado B para el ensayo de

digestibilidad ileal (Cuadro 1).
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Dieta a Base de CEH para Medicion de Pérdidas Enddégenas de Nitrogeno. (Flujo
Ileal Endogeno de Aminodcidos )

Se seleccionaron nueve ratas y se les alimenté con una dieta a base de caseina
(10% de proteina cruda) por un periodo preliminar de 12 dias, seguida por una dieta a
base de CEH por 4 dias. La CEH incluye aminoacidos libres y péptidos pequefios
(PM<5000).

Dietas a Base de Harina de Pescado.
Las 20 ratas restantes se dividieron en 2 grupos de diez. A un grupo se les
ofrecio una dieta a base de harina de pescado A v al otro una dieta a base de harina de

pescado B, durante un periodo de 16 dias. (Rutherford and Moughan, 1998).

Cuadro 1. Composicion porcentual de las dietas de caseina, caseina enzimdticamente
hidrolizada (CEH) v harinas de pescado (HP).

Ingredientes CEH Caseina HP Ao B
Almidon de maiz 63.3 63.3 63.3
Celulosa purificada 5.0 5.0 5.0
Aceite de maiz 6.5 6.5 6.5
Sacarosa 10.0 10.0 10.0
Vitaminas y minerales 50 5.0 5.0
Oxido de cromo 0.2 0.2 0.2
CEH 10.0 - -
Caseina - 10.0 -
Harina de pescado . - 10.0

Moughan, 1996.

Coleccion de la Muestra
Durante el dia 16 de experimentacion se llevo a cabo el sacrificio de las ratas, las
cuales fueron asfixiadas con cloroformo confinadas en un desecador (cesando
inmediatamente toda estimulacion neural para el intestino). Inmediatamente después de

llevar a cabo la diseccion. se tomaron los 20 em finales del ileon. Posteriormente se
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limpid con cuidado la superficie intestinal exterior, utilizando un papel de seda
absorbente y el contenido fue vaciado lentamente, haciendo pasar aproximadamente 10
ml de agua bidestilada sobre el interior de la porcion del ileon, utilizando una piseta. El
pH de la digesta ileal de las ratas alimentadas con la dieta a base de CEH se ajusto
aproximadamente a pH 3 con HCI 6 M para minimizar la actividad proteolitica. La
digesta ileal de las ratas restantes se guardd por separado y se conservaron a —20°C para
su posterior liofilizacion. Se hicieron muestras combinadas por grupos de tres ratas.
obteniéndose un nimero de seis muestras para los andlisis subsiguientes de cromo y

aminoacidos.

Pérdidas Endégenas de Nitrogeno

Las digestas obtenidas de las ratas alimentadas con la dieta a base de CEH se
pesaron. se les mididé el volumen y posteriormente se transfirieron a tubos para
centrifuga. Las digestas se centrifugaron a 1400x g por 45 min a 0°C. El precipitado se
relavé y recentrifugd. Los lavados se combinaron con el sobrenadante. Los
sobrenadantes se sometieron a ultrafiltracion utilizando Células con agitacion Amicon
de 50 ml con un limite de exclusién de peso molecular de 10 000 Da. El filtrado se
separd v el retenado (la fraccién de peso molecular alto) se lavo vy se sometio a una
segunda ultrafiltracion. El total de precipitante mas la fraccion de alto peso molecular
(retenado) se liofilizo, se molid finamente v fue posteriormente almacenado a -20°C
para la determinacion molecular de los péptidos pequefios y aminodcidos libres

-

(PM<10000) de las proteinas enddgenas no digeridas (PM<10.000).

La digesta obtenida de las ratas alimentadas con las dietas a base de harina de
pescado A y B se liofilizaron para posteriores andlisis quimicos de cromo ¥

aminodcidos. (Butts ef al, 1991)

Lisina Reactiva
La reaccion de guanidinacion se llevo a cabo antes del andlisis de aminoacidos y
se determino lisina reactiva en la dietas a base de harina de pescado A y B.y en la

digesta ileal de los animales alimentados con esas dietas.




Técnica de Guanidinacion

Preparacion del Reactivo O-metilisourea. Afadir 4gr de Hidroxido de Bario
Ba(OH)2-8H20 a aproximadamente 16 ml de agua destilada-deionizada previamente
hervida por 10 min, la solucién se calienta casi a ebullicién y se le afiaden 2gr de O-
metilisourea en un tubo de centrifuga de 40ml. la solucion se deja enfriar por 30 min.
Antes de centrifugar a 6400g por 10 min, se separa el sobrenadante y el precipitado se
lava con 2ml de agua destilada-deionizada y se vuelve a poner en la centrifuga. Los
lavados se juntan y se checa el pH, si el pH de la solucién es menor de 12, la solucion se
vuelve a preparar, pero si el pH es mayor de 12 se ajusta al pH apropiado para la
guanidinacion (10.6-11.0) y se lleva a un volumen de 20 ml con agua destilada-

delonizada.

Condiciones Iniciales de Guanidinacion Se analizaron muestras del ingrediente prueba

(harina de pescado A y B), digesta ileal y dietas.

Las muestras del ingrediente prueba y de la dieta se trabajaron por duplicado. v
se incubaron por 1 y 7 dias respectivamente en 0.6M O-metilisourea a pH 10.6 a 21
+2°C en un bafio con agua y agitacion v una relacion de reactivo a lisina mayor de 1000

(10 mg de muestra y 20 ml de reactivo).

Las muestras de digesta ileal se incubaron de 3-7 dias en 0.6M O-metilisourca
(pH= 11) a 21+2°C en un bafio con agua y agitacién y una relacion reactivo a lisina
mayor de 1000. Después de la incubacion, las muestras se llevaron a sequedad en
rotavapor (Rutherford and Moughan, 1997). Posteriormente se analizaron para

aminoacidos por HPLC.

El porcentaje de guanidinacion de la lisina se calculé de la concentracion de la
lisina y de la homoarginina en las muestras guanidinadas de acuerdo a la siguiente

formula:




Conversion de lisina a homoarginina= (mol de homoarginina/mol

homoarginina+mol lisina) x 100

Si el porcentaje de conversion de lisina a homoarginina no es el esperado bajo las
condiciones iniciales de guanidinacion, se probaran diferentes condiciones de €sta hasta

obtener un porcentaje de conversién adecuado.

Anilisis Quimicos

Oxido de Cromo por Espectroscopia de Absorcion Atomica y Digestion de las
Muestras por Energia de Microondas.

Se pesaron 0.01 g de muestra y se precalcinaron en la parmilla eléctrica. Se
transfireron a la mufla por 6 h a 650°C. A las cenizas resultantes se les aplico la energia
del microondas en un rango del 85 al 95% a 90 psi por 58 min. A las soluciones
resultantes se les determind el contenido de cromo por Espectroscopia de Absorcion

Atomica (Garcia-Rico et al, 1999).




Dieta 0.1g Ileon 0.01

1ra. Precalcinacion
| (1 ml de HNOS3 conc.)

'l Mufla
650°C por6 h
I___ = =

Recuperacion de Muestra
(10 ml de HNO3 al 70%)

Digestién en Horno de Microondas
Etapa Il
(6 ml de H202 al 30%)

Es.pectmfotometri de Absorcion
Atéomica

Figura 3. Determinacion de Cromo

-
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Aminodcidos por Cromatografia de Alta Resolucion.

Las muestras se hidrolizaron en un exceso de HC1 6N a vacio de 3 a 6 h
dependiendo del contenido de proteina y se evaporaron a sequedad a 65°C en rotavapor.
El hidrolizado seco se llevo a un volumen de 2 ml con buffer de citrato pH=2.2 Se
afiadio o-phtaldialdehido como agente derivatizante. Se utilizd detector de fluorescencia
a 340 nm y tetrahidrofurano al 1% . Para las muestras guanidinadas no se llevé a cabo la
dilucién con el buffer de citratos, se inyectaron 250 pl de muestra y 250 pl de OPA

(Vazquez et al, 1995).
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Muestra (0.003 g)

~ Hidrolisis
Adicion de 3ml HCL 6N
Vacio por 3 min

Dilucio

(Citrato de sodio pH 2.2)

[Derivacion con OPA]|

Cromatografo VARIAN 9010

| Columna microsorb RP-C18
Deteccion a 340 y 455 nm

Figura 4. Determinacion de Aminoacidos por HPLC

Calculos

Para los calculos correspondientes se utilizaron las siguientes formulas:
Flujo ileal de AA=Concentracion de AA en digesta ileal X (Cromo en

dieta/Cromo en iledn)
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Flujo ileal endégeno de AA= Aplicar la formula anterior con las muestras

obtenidas del bioensayo de ratas alimentadas con CEH.

El flujo de aminoacidos para las ratas alimentadas con caseina enzimaticamente
hidrolizada se calculd basandose en el contenido de aminoécidos del precipitante mas la
fraccion de alto pero molecular, seguida de centrifugacion mds el tratamiento de ultra
filtracién, y para la digesta total se incluyéron los aminoacidos del sobrenadante

ultrafiltrado.

Digestibilidad verdadera de lisina = (Digestibilidad aparente de lisina+(Flujo
ileal endégeno de lisina/lisina en dieta)) X 100

Digestibilidad verdadera de lisina reactiva = (Digestibilidad aparente lisina
reactiva + (Flujo ileal endogeno de AA en dieta’homoarginina de la dieta)) x 100

Digestibilidad Aparente = 1- (cromo en dieta x homoarginina en
ileon‘homoarginina en dieta x cromo en ileon).

Lisina reactiva digestible= Digestibilidad ileal verdadera de lisina reactiva x
lisina reactiva en ingrediente

Lisina digestible= Digestibilidad ileal verdadera de lisina x lisina en el

ingrediente

Anilisis Estadistico

A los resultados obtenidos se les realizo un andlisis descriptivo y se somelieron a
un analisis de varianza y prueba de comparacion de medias por el método de Tukey, con
un nivel de significancia de 0.05, usando el programa estadistico NCSS 6.0 (Steel y
Torrie, 1980).




RESULTADOS Y DISCUSION
El calentamiento de los ingredientes proteicos durante su procesamiento puede
dar como resultado una reduccién en la calidad de su proteina; o una reduccién en la
disponibilidad de sus aminodcidos particularmente de lisina. ya que puede sufrir
reacciénes tipo Maillard. Por lo que existe un renovado interes en estudiar el efecto del

procesamiento de los alimentos en la disponibilidad de la lisina.

Las técnicas convencionales para determinar digestibilidad de lisina y para
determinar lisina quimicamente disponible no describen adecuadamente los efectos del
procesamiento en la biodisponibilidad de la lisina. Existe mucha informacion en la
literatura que describe las transformaciones guimicas que la lisina sufre durante el
procesamiento de los alimentos y el destino de los residuos alterados durante su
digestién y metabolismo. En el presente estudio se tomd en cuenta los residuos de lisina
alterados como pérdida para el animal para su sintesis de proteina, y se determind la
absorcion de los residuos de la lisina no alterada o lisina reactiva remanentes en la harina
de pescado. Métodos como el FDNB, que miden la lisina quimicamente reactiva, no son

muy precisos, ya que asumen una completa digestion y absorcion de la lisina reactva.

En este estudio primero se investigd el tiempo de reaccion y pH requeridos para
alcanzar una completa conversién de lisina a homoarginina en las muestras tanto de
harina de pescado, como de las dietas y la digesta ileal obtenida de ratas alimentadas con

dichas dietas.

Composicién Quimica de las Harinas de Pescado Analizadas
La composicion proximal, asi como el perfil de aminodcios de las harinas de

pescado "A" y "B" analizadas en este estudio se presentan en el Cuadro 2.




Cuadro 2. Composicién quimica de harina de pescado (%)

Harina de Pescado Harina de Pescado

GAY g
Materia seca 92.1 92.74
Proteina 71.30 71.61
NNP® 1.26 1.24
Proteina - NNP 70.0 70.3
Grasa 9.34 9.89
Cenizas 14.13 14.21
AA esenciales
Lisina 8.11 7.85
Metionina 2.38 2.32
Histidina 3.10 2.76
Fenilalanina 3.38 3.29
Tirosina 2.68 2.45
Treonina 3.64 3.53
Leucina 6.65 6.44
[soleucina 3.93 3.87
Valina 4.37 4.41
AA no esenciales
Aspartico 7.70 7.72
Serina 2.69 2.55
Glutamico 11.79 11.41
Glicina 7.07 7.03
Alanina 6.30 5.98
Arginina 5.89 5.52

NNP = Nitrégeno No Proteico

Condiciones de Guanidinacién
[ as condiciones iniciales de guanidinacién dieron un porcentaje de conversion de

lisina a homoarginina de 33%, valor muy por debajo de lo reportado por Velmurug et al,
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1996, de 69%. Por lo que se probaron las siguientes condiciones de guanidinacion en
harina de pescado. dieta e ileon; asi como también variaciones en la preparacion de los
reactivos.

1.- Se pesaron 1mg de dieta. harina de pescado, e ileon. Las muestras de dieta y harina
de pescado se incubaron por | dia v la muestra de ileon por 3 dias en el reactivo o-metil
isourea a 21 °C con un pH de 10.6 para dieta y harina de pescado y un pH de 11.0 para
ileon, en un bafio con agitacion.

2.- Se utilizaron las mismas condiciones anteriores. pero empleando las muestras
desgrasadas.

3.- Las muestras a analizar fueron: dieta, harina de pescado y caseina. Se vari6 el pH
para las muestras de 10.6 a 11.0. Se verifico el pH diariamente vy si fue necesario se
ajustd de nuevo a 11.0. La temperatura del bafio se modifico a 30 °C. El reactivo o-metil
isourea se preparo con agua sonicada.

4.- Las muestras a analizar fueron: dieta, harina de pescado, estindar de lisina y caseina.
Se probaron pH de 10.6 y 11.0 para todas las muestras. Se incubaron por 10 dias en bafio
con agitacién a 30 °C. El calentamiento del hidréxido de bario se realizd a punto de
ebullicién.

5.- Las muestras a analizar fueron: dieta, harina de pescado e ileon. Se utilizo pH 11.0
para las tres muestras. No se utilizo agua sonicada para preparar el reactivo. Las
muestras se incubaron por 5 dias en bafio de agitacion a 30 °C. Se midio el pH

diariamente vy si fue necesario se ajustd con HCl o NaOH.

Cuadro 3. Condiciones de guanidinacién probadas y porcentajes de  conversion de
lisina a homoarginina en harina de pescado.

; Dias de a -
PH Temperatura " C ficahniin Yo de Conversion
10.6 21 3 0
11 30 11 30

11 30 5 84
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De acuerdo al maximo grado de conversién de lisina a homoarginina alcanzado
en harina de pescado correspondiente a 84%, las condiciones de guanidinacion
empleadas en este estudio fueron: cinco dias de incubacion en O-metil isourea a pH

11.0. en un bafio con agitacién a 30°C y una relacion de reactivo a lisina de 1000,

El porcentaje de conversion de lisina a homoarginina obtenido para la harina de

pescado "A" fue de 83% y para la harina de pescado "B" de 79%. valores reportados en
el Cuadro 4.

Cuadro 4. Media del porcentaje de conversion de lisina a homoarginina en harina de
pescado A y B.

Harina de Pescado Conversion de Lisina a Homoarginina (%)
A 83 =1
B 79

L.a conversion completa de lisina a homoarginina no fue alcanzada para ninguna

de las dos harinas, lo cual ya ha sido reportado por Velmurugu et al. (1996).

Comparacién de lisina y lisina reactiva (homoarginina) en las harinas de pescado
"A"y "B".

El contenido de lisina fue mayor que el contenido de lisina reactiva (las unidades
de lisina cuyo grupo epsilon-amino todavia esta libre para reaccionar con el reactivo
prueba), en ambas harinas. El contenido de lisina y lisina reactiva fue mas bajo para la
harina de pescado "B". Este resultado puede ser un indicativo de que la temperatura
empleada en el procesamiento térmico de la harina de pescado B fue mas alta que la
empleada para procesar la harina de pescado A. El decremento en el contenido de lisina
reactiva en la harina de pescado B. resulta probablemente de una mayor formacion de
compuestos derivados de la reaccién de Maillard. Lo cual indica que que con el
incremento en la temperatura de procesamiento, mds lisina sufre reacciones de tipo
Maillard.
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Cuadro 5. Media de la concentracion de lisina y homoarginina (lisina reactiva) en
harinas de pescado A y B (%)

Harina de Pescado Homoarginina Lisina
A 5.1 5.7
B 4.4 5.5

n=3

Comparacion de la Digestibilidad Ileal Verdadera de Aminodcidos Acido-estables.
Para llevar a cabo el cdlculo correspondiente de digestibilidad ileal verdadera
(DIV). se tomd en cuenta el valor obtenido de flujo ileal enddgeno de aminodacidos

equivalente a 102 ppm.

Los coeficientes de DIV de los aminoacidos dcido-estables fueron determinados
por el anélisis convencional de aminoacidos (Cuadro 6). La mayoria de los aminoacidos
analizados para las harinas de pescado A y B fueron altamente digestibles, resultado de
la inactivacién o destruccién de los factores antinutricionales, asi como también de la
desnaturalizacién de las proteinas, haciéndose mas susceptibles a la proteolisis. Sin
embargo, la DIV de los AA de la harina de pescado B fueron mas bajas que las de harina
de pescado A, con excepcion de treonina, isoleucina y acido glutamico. Por lo que se
puede inferir que la temperatura empleada durante el procesamiento térmico fue mas alta
para la harina de pescado B. El decremento en la digestibilidad de los AA de la harina de
pescado B asociado al tratameitno térmico, se puede deber en parte a un decremento en
la eficiencia de las enzimas proteoliticas para unirse a los enlaces peptidicos en la

vecindad de los residuos de lisina alterados.
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Cuadro 6, Digestibilidad ileal verdadera de aminodcidos acido-estables en las harinas

de pescado A ¥ B (%)

Harina de Pescado

Harina de Pescado

Aminoicidos “A” «B»
Esenciales

Lisina 96.7 934
Metionina 99.8 98.5
Histidina 98.6 94.3
Fenilalanina 99.8 90.8
Tirosina 98.6 89.8
Treonina 87.9 90.8
Leucina 94.8 88.2
Isoleucina 95.5 08.1
Valina 95.1 90.7

No esenciales
Aspartico 87.4 87.7
Serina 100.2 54.0
Glutamico 92.4 96.0
Glicina 94.3 85.1
Alanina 98.6 924
Arginina 26.1 93.9

Comparacién de Digestibilidad Ileal Verdadera de Lisina y Digestibilidad

Verdadera de Lisina Reactiva.

La digestibilidad ileal verdadera de lisina (DIVL) y la digestibilidad ileal

verdadera de lisina reactiva (DIVLR) para la harina de pescado A y B se presenta en el

Cuadro 7. El valor correspondiente a DIVL en ambas harinas fue mas alto que el valor

de DIVLR. La estimacion de la DIVL puede incluir no solo la lisina que esta presente en

la proteina sino tambien la lisina dafiada por reaccion de Maillard que se revierte a lisina

durante la hidrolisis acida en el analisis convencional de aminoacidos. En este estudio.

la DIVL sobreestimo la digestibilidad de lisina en un 5.64% para harina de pescado A y
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en un 7.18% para harina de pescado B, por lo que se puede inferir que la temperatura de

procesamiento empleada para la harina de pescado B fue mas alta.

Cuadro 7. Media de digestibilidad ileal verdadera de lisina y de lisina reactiva en
harina de pescado A y B (%).

Harina de Pescado DIVLR = DE DIVL = DE
A 87.7+3.07 96,7+ 1.05
B B6.5+1.5 032 +321

Comparacién de Lisina Reactiva Digestible y Lisina Digestible.

La técnica de lisina reactiva digestible empleada en este estudio. es una
modificacion de la técnica tradicional de la digestibilidad ileal de aminoacidos. Sin
embargo. con la técnica de lisina reactiva digestible. se determinan los contenidos de
lisina reactiva de las dietas v digesta ileal en lugar de determinar contenido de lisina
total. Con esto se elimina el problema de obtener valores de lisina sobreestimados

debido a la interferencia de los derivados de la reaccion de Maillard.

Los valores de lisina digestible encontrados fueron mayores que los valores
correspondientes a lisina reactiva digestible para ambas harinas. La estimacion de la
lisina digestible puede incluir no solo la lisina que esta presente en la proteina. sino
tambien la lisina dafiada por reaccion de Maillard, como se menciono anteriormente.
que se revierte a lisina (lactulosilisina a lisina), durante la hidrolisis acida en ¢l analisis
convencional de aminoacidos. En este estudio, la lisina digestible sobreestimo el
contenido de lisina en un 22.2% para harina de pescado A y un 34.2% para harina de
pescado B. Por lo que se recomienda que para ingredientes proteicos que han sufrido
tratamiento térmico, la lisina se determine como lisina reactiva digestible mas que como
lisina digestible. Los resultados obtenidos se compararon con datos de disponibilidad de
lisina reportados en la literatura y obtenidos a través de estudios de crecimiento (Cuadro

8). Los valores obtenidos de lisina reactiva digestible fueron muy similares a los

reportados.
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El método de la lisina reactiva digestible se puede considerar como un técnica
confiable para determinar la disponibilidad de la lisina en harina de pescado. Este
método ha sido aplicado para determinar lisina reactiva digestible en chicharos vy otras
fuentes proteicas. y los resultados obtenidos han sido muy cercanos a los valores de
disponibilidad de lisina determinada por el método de relacion de pendientes y el de

regresion, los cuales involucran estudios de crecimiento (Rutheford et al. 1997).

Por lo que el método de la lisna reactiva digestible se puede considerar un
indicador confiable para la determinacién de lisina disponible en ingredientes tratados

termicamente como la harina de pescado.

Cuadro 8. Lisina reactiva digestible y lisina digestible en harina de pescado A y B.
comparados con valores de disponibilidad (%).

Harina de Lisina Reactiva Lisina Lisina
Pescado Digestible Digestible Disponible
A 4.5 o
B 38 5.1 42" 43°

'= Thaler, 2002
’= Batterham. 1979




CONCLUSIONES
1. El método de la lisina reactiva digestible empleado en este estudio, resulté ser un
indicador adecuado para medir el dafio por tratamiento térmico en la calidad de la lisina

en harina de pescado y un indicador de diponibilidad de lisina.

2. En este estudio, el método de la lisina digestible sobreestimo el contenido de lisina en
un 22.2% para harina de pescado A y en un 34.2% para harina de pescado B. Ademas,
también permitid determinar la digestibilidad ileal verdadera del resto de los

aminoacidos dcido-estable.

3. De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede inferir que la temperatura empleada
para la elaboracion de la harina de pescado B fue mds alta. por lo que la harina de

pescado A se puede considerar de mejor calidad nutricia.
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