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RESUMEN

El alimento balanceado elaborado con ensilaje 4cido de macarela, cruda (CR)
y cocida (CO); ésta Gltima con inactivacion de las enzimas digestivas y por ende,
menor porcentaje de hidrolisis; probaron tener diferencias en el perfil de
aminodcidos libres. En el alimento CR se observé que hubo mayor desaparicion de
los aminoécidos inestables. Asf tenemos que aquellos estables, como la glicina (gly)
aumentaron proporcionalmente su aparicién mostrando un 19.54 % para CR, y
3.39% para CO. De manera contraria, la lisina, que es un aminodcido inestable,
fue menor para CR conun 1.48 % y 8.46 % para CO. Esto demuestra que la lisina
se vio seriamente afectada con la conservacion del ensilaje crudo, debido
probablemente a la degradacion enzimitica de las enzimas enddgenas presentes en
las visceras del pescado. Los otros aminodcidos, tanto estables como inestables,
mostraron diferencias menores entre los porcentajes de CR - CO siendo éstas
menores a 5 unidades. Las diferencias en el contenido de aminodcidos entre
tratamientos no afectaron significativamente el crecimiento de los juveniles de
abulén (Haliotis fulgens).

Este trabajo es uno de los primeros a nivel Nacional que involucra el uso de
la técnica de Amino Quant para la determinacién de perfiles de aminodcidos. Se
hace un anilisis de la utilizacion de esta técnica incluyendo el cuidado y utilizacion
de los diversos reactivos.

Se concluye que el calentamiento de la materia prima no fue suficiente para
detener la hidrélisis de aminodcidos limitantes, que influyen positivamente en el
crecimiento de los abulones.
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I. INTRODUCCION

Las protefnas son el material principal que constituye a los organismos vivos. Son
consideradas como una de las substancias mds complejas e importantes que deben ser
consumidas diariamente en una dieta (Belitz y Grosch, 1987). La palabra proteina
proviene del griego proteios que significa “importancia primaria” y son el compuesto
esencial para cualquier organismo (Hammock, 1995). Los tejidos cerebral, conectivo y
muscular, estdn formados por proteina, ademds de los anticuerpos del sistema
inmunoldgico, asi como también las enzimas metabélicas y hormonas que regulan las

actividades bioquimicas del organismo (Belitz y Grosch, 1987).

Las proteinas, al igual que grasas y carbohidratos, contienen un esqueleto de carbones
con oxigeno e hidrégeno unidos a ellas. Sin embargo, éstas se caracterizan por contener
nitrégeno, formando compuestos Unicos (Creighton, 1993). Algunas proteinas contienen
ademds azufre, fésforo y hierro como parte de su estructura. Cada molécula de proteina
estd compuesta de subunidades llamadas aminodcidos. Los organismos vivos no son
capaces de sintetizar todos los aminodcidos y algunos de ellos son sintetizados a
velocidades muy lentas, (Shimada, 1983). Son precisamente €stos, los que deben ser
aportados a través de la dieta, y por lo tanto son denominados aminod¢idos esenciales. A
diferencia de los aminodcidos esenciales, podemos distinguir a los limitantes, que son
aquellos que un organismo en particular requiere en una alta proporcidn, por lo que deban

ser suministrados de acuerdo a sus necesidades (Tacon, 1989). A través de la dieta, las




protefnas suplen la cantidad de aminodcidos necesarios para llevar a cabo un sinnimero de

actividades, como el crecimiento de tejido y mantenimiento del organismo (Brown, 1990).

Cada protefna se caracteriza por el tipo y secuencia de aminodcidos que la
contienen, por lo que la cantidad de proteina suministrada en la dieta debe estar calculada
de acuerdo al porcentaje de los aminodcidos esenciales, y no sélo de la proteina total
(Shimada, 1983). Actualmente se sabe que las diferentes necesidades en cuanto a la
cantidad de cada uno de los aminodcidos esenciales depende del organismo, por lo que es
importante cumplir con estos requerimientos para obtener el mayor provecho de la
protefna a consumir (Shimada, 1983). En general, los peces requieren de mayores
cantidades que los animales terrestres, debido a que €stos ltimos presentan menores

requerimientos (Lovell, 1982).

Por lo general, el contenido proteico en las dietas balanceadas es reportado de una
manera burda como nitrégeno total mediante la determinacién de Kjeldhal, sin conocer si
los aminodcidos esenciales estin siendo administrados de una manera adecuada. No
obstante, existe actualmente la idea de balancear las dietas con base en su proteina ideal,
es decir, de acuerdo a los aminodcidos requeridos por el organismo, y de esta manera

lograr optimizar el alimento (Shimada, 1983).




Existen listados del contenido de aminodcidos de los ingredientes comerciales que
se encuentran en el mercado. Sin embargo, el control de calidad de €stos no siempre es
adecuado ya que no garantiza el contenido y proporcion exacte; de los mismos. Por otro
lado en fuentes de proteina no convencional, frecuentemente utilizadas para alimento de
organismos marinos, es muy dificil la evaluacién de aminodcidos. Para balanpear un
alimento a protefna ideal, la protefna de los ingredientes o alimento completo debe de
incluir los aminodcidos esenciales en la dieta, asegurando asf un éptimo desarrollo del

organismo.

En el Instituto de Investigaciones Oceanolégicas se lleva a cabo un proyecto que
pretende el conocer las necesidades nutricionales del abulén, mediante el desarrollo de
dietas balanceadas a partir de subproductos pesqueros. En Ensenada se cuenta con una
gran variedad de subproductos, incluyendo el desperdicio de peces y moluscos, los cuales
han mostrado ser una buena fuente de proteina en dietas para abulén (L6pez, 1994). Al
igual que en otras ramas de la nutricién, para lograr un avance en el conocimiento
nutricional del abulén, se necesita conocer el perfil de aminodcidos contenido y su relacion
con el crecimiento (Uki et al., 1985; Simpson, 1995). Los subproductos pesqueros, como
la viscera de atiin, son generalmente utilizados para la elaboracién de harinas de pescado,
mismas que se venden con una calidad inferior por su aparente menor contenido de
proteina y elevada concentracién de minerales. En dietas para abulon los subproductos
pesqueros han dado buenos resultados mediante una conservacion dcida (Viana et al., en

prensa). Una de las formas mds adecuadas para mantener las caracteristicas nutricionales




.de los subproductos de la pesca, es mediante el proceso del ensilaje. Este proceso es
utilizado desde 1920 y fue adaptado por Edin en 1930 para preservar pescado(Backhoff,
1976). Segin Raa y Gildberg (1982), los ensilajes dcidos, a dit;crencia de los elaborados
por fermentacién se caracterizan por su estado liquido y libre de microorganismos, ya que
los dcidos presentes funcionan como agentes antimicrobianos (Raa y Gildberg, 1982). El
hecho de utilizar fuentes de proteina preservada con dcidos implicarfa la disminuci6n de
aquellos aminodcidos poco estables en un medio ambiente dcido, como lo es el triptofano

(Raa y Gildberg, 1982).

Los ensilajes dcidos de pescado se producen'y utilizan en varios paises como
complemento alimenticio en aves de corral, cerdos y vacas, asf como en el cultivo de
peces marinos (Raa, 1980; Austreng, 1982; Raa y Gilberg, 1982; Viana, 1982; Raa et al.,
1983; Stone et al., 1989). También se ha utilizado recientemente en la formulacion de
dietas artificiales para juveniles de tilapia Oreochromis niloticus (Fagbenro y Jauncey,

1995).

En el presente trabajo, se pretende obtener los perfiles de aminodcidos de
alimentos elaborados a partir de ensilaje de macarela cruda (CR) y cocida (CO) como
principal fuente de proteina en dietas balanceadas para juveniles de abulon, y de esta

manera relacionar dichos perfiles con el crecimiento de los organismos.




ANTECEDENTES

Técnica de Andlisis.

En México atin no es una prdctica comin el determinar el contenido de
aminoécidos en una dieta y por lo tanto balancearlas en cuanto a proteina ideal, ésto por el
inconveniente de un andlisis costoso y dificil de realizar. La manera de cuantificar el
contenido de aminodcidos ha ido evolucionando rdpidamente, utilizando desde técnicas
de separacién en papel con tincién de ninhidrina, hasta complejos métodos de
cromatografia de alta resolucién con sistemas de intercambio idnico y/o interacciones
hidrofébicas (Chicz y Regnier, 1990). La manera convencional para la determinacién de
aminodcidos se basa en la automatizacién del sistema mediante un analizador automdtico
de aminodcidos (Hugli, 1989). El método se basa en la separacién de los aminodcidos con
una columna de intercambio idnico, para una posterior tincién con ninhidrina. Este
proceso si bien es simple, requiere de equipo costoso lo cual incrementa

considerablemente el precio del andlisis.

El método desarrollado mediante el uso de cromatografia liquida de alta precision
(HPLC) permite la versatilidad, resultdndo en una buena opcién cuando se requieren
diversas determinaciones y no se cuenta con un gran nimero de muestras para analizar. El
HPLC, por lo tanto, reduce el costo de andlisis a diferencia de un analizador automatico,
que es especifico para aminodcidos. Sin embargo, el uso del HPLC implica que la rutina
de andlisis sea m4s lenta, desde el cambio de columna apropiada hasta la obtencion de los

pardmetros iniciales, mismos que deben ser ajustados en cada dfa de trabajo.




,‘La cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), se basa en los mismos
principios de separacién que la cromatograffa convencional, soio que se realiza a una alta
presién. El poder de resolucién de una columna cromatogrifica HPLC, estd dado por la
longitud de ésta y el ndmero de platos tedricos por unidad de longitud (Chicz y Regnier,
1990). El término de platos tedricos estd referido a la interaccién entre el soluto y la
columna; es decir; la afinidad entre ambos. A menor afinidad; menor nimero de platos
tedricos, y entre mds afin es el soluto con la resina de la columna, mayor es el tiempo de

retencién y por ende, el nimero de platos tedricos.

Al realizar la cuantificacién en el andlisis de aminodcidos se requiere de ciertos
procedimientos indispensables para que €ste sea confiable: Preparacién de la fase movil,
preparacion de reactivos, preparacién de los estindares de calibracién y preparacion de las

muestras.

Los métodos mds utilizados para determinacién de aminodcidos son mediante el
empleo de columnas de intercambio idnico e interacciones hidrofdbicas. La primera se
basa en la separacién a través de cargas y la segunda es con base en la interaccién entre las
fuerzas hidrofébicas de los compuestos. El sistema de separacion mediante interacciones
hidrofébicas ofrece una mayor resolucién, donde la fase estacionaria es polar y la fase
mévil es un solvente no polar. Lo cual resulta en la separacion de los compuestos

quimicos de la muestra problema de acuerdo a su hidrofobicidad (Chicz y Regnier, 1990).




~Existen varios métodos para la determinaci6n de los perfiles de Aminodcidos; uno
de éstos es el de Amino Quant de Hewlett-Packard, el cual ofrece reducidos tiempos de

anilisis y tiene un limite de deteccién de hasta 1 pmol (Sarwar y Botting, 1993).

Subproductos pesqueros

El uso de subproductos pesqueros constituye una alternativa de bajo costo cuando
son almacenados como ensilajes (Hardy et al., 1983). En México dichos subproductos
casi no son aprovechados, constituyendo un foco de contaminacién, al ser desechados
cerca de las dreas costeras. El ensilaje permite conservar este subproducto mediante la
adicién de dcidos, logrando asi conservar el valor nutritivo para su posterior utilizacion.
Aunque ésta es una buena alternativa, puede presentar como desventaja un desbalance en
el contenido de aminodcidos, ya que por lo general, los subproductos presentan un alto
contenido de coldgena (visceras y piel) aunado al grado de hidr6lisis proteica (Kompiang,

et al., 1980).

Existen varios estudios en donde se ha intentado detener el grado de hidrdlisis de
un ensilaje mediante la inactivacién térmica (Viana et al., 1993), partiendo del hecho de
que la hidrdlisis ocurre principalmente a consecuencia de la actividad de las enzimas
digestivas presentes en el subproducto (Raa y Gildberg, 1982; Raa et al., 1983). Sin
embargo, no es claro que al preservar el subproducto pesquero inactivando las enzimas

digestivas mediante el calentamiento, puedan “protegerse” los aminodcidos.




'El ensilaje de subproductos pesqueros ha probado ser un buen ingrediente en la
elaboracién de dietas para juveniles de abulén, junto con harina de pescado y soya (Viana
et al., en prensa). Sin embargo el ensilaje no ha sido probado como tnica fuente de

protefna, desconociendose su valor nutritivo.




OBJETIVO GENERAL

Determinar como afecta el gfado de hidrélisis de los ensilajes dcidos (crudo (CR)
y cocido (CO) de macarela en el perfil de aminodcidos y crecimiento en juveniles de

abuldn.

OBJETIVOS PARTICULARES
- Determinar si el grado de hidrdlisis afecta el contenido de aminodcidos

esenciales y no esenciales.

- Evaluar si el grado de hidrélisis afecta el crecimiento de juveniles de abulén

cuando se les suministra ensilaje dcido de macarela como fuente principal de proteina.

- Evaluar las ventajas y desventajas que presenta la técnica de andlisis para la

obtencién de perfiles de aminodcidos descrita por Amino Quant (Hewlett-Packard).
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METODOLOGIA

Analisis quimicos

Hidrolisis de las muestras

Las muestras de alimento elaborado con ensilaje de macarela cruda (CR) y cocida
(CO) como fuente principal de proteina, fueron secadas a 60 °C. Muestras de 0.3 g de
alimento se colocaron en tubos de vidrio de borosilicato (pyrex), y se les agregé 3 ml de
una solucién 6N de HCI. Los tubos fueron sellados en presencia de nitrégeno para tener
una atmésfera libre de oxigeno. Una vez sellados se sometieron a un calentamiento de

110°C durante 24 h (Chicz y Regnier, 1990).

Preparacién de las muestras

Después de hidrolizadas las muestras, fueron filtradas con una malla de poro de
0.45 pm, almacenadas en microviales (Hewlett Packard), y guardadas en refrigeracion a
4°C hasta su posterior andlisis mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

(HPLC).

Descripcidn del sistema Amino Quant

Para el andlisis se empleé un HPLC modelo Win HP-1090, utilizando el método de
Amino Quant (Hewlett-Packard, 1990). Con el objeto de evaluar la posibilidad de

disminuir los costos de andlisis, se utilizaron también algunos reactivos de SIGMA.
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~Para ésto, se utilizé en la fase estacionaria una columna Amino Quant de fase
inversa (C - 18) de 200 x 2.1 mm, la cual trabaja por medio de interacciones
hidrofébicas.‘ Una precolumna de derivatizacién con o-ftalaldehido (OPA) para
aminodcidos primarios, y 9-fluorenylmethyl chloroformato (FMOC) para aminoécidos
secundarios, empleando un amortiguador de boratos a una concentracién de 0.4 M a pH

de 10.2, segin método descrito en el Manual HPLC-HP-1090).

a) Fase mévil

Para la fase mévil del canal A se utilizé una mezcla de acetato de sodio anhidro
(0.82 g) diluido en 500 ml de agua grado HPLC. Después de disueltos los cristales, se
afiadié 90 pl de trietilamina (TEA), y se ajusté el pH a 7.2 con dcido acético al 2%. Por
gltimo se afiadié 1.5 ml. de tetrahidrofurdn (THF) grado UV. Segin Manual Hewlett

Packard, 1990).

Para el canal B, la mezcla fue de acetato de sodio anhidro (0.82 g) disuelto en 100
ml de agua grado HPLC. Dicha mezcla fue ajustada a un pH de 7.2 con dcido acético al
2% y finalmente se agregaron los solventes orgdnicos; metanol y acetonitrilo (200 ml de

cada uno) (Hewlett Packard, 1990).

Ambos solventes (A y B) fueron filtrados a vacio con filtros de teflén de 0.45 pm.
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Los solventes fueron preparados diariamente, para evitar variaciones en las

concentraciones de los reactivos ocacionadas por los compuestos voldtiles.

b) Derivatizadores

Se utilizaron dos derivatizadores, OPA para la cuantificacion de aminodcidos
primarios, y FMOC para la cuantificacién de aminodcidos secundarios. Estos
derivatizadores fueron adquiridos a travéz de la Hewlett Packard.La preparacién del
reactivo de OPA de SIGMA se realiz6 agregando 10.0 mg de o-ftalaldehido mds 10.0 mg
de 4cido 3,3 mercaptopropidnico por cada ml de amortiguador de boratos al 0.4M a un

pH de 10.2.

¢) Estdndares y curva de calibracion

Los estdndares fueron adquiridos de Hewlett Packard del Kit de Amino Quant, en
una presentacién de 10 ampolletas de 1 ml cada una con una concentracién de 1 nmol,
disueltas en HCl al 0.1 N. Para elaborar la curva de calibracion se eligieron tres
concentraciones diferentes de los estdndares, €stas de acuerdo a la concentracién de las
muestras, mismas que fueron también diluidas para cubrir un rango entre 90 y 900 pmol.
Los estdndares de SIGMA fueron disueltos en 0.1N HCl y se trabajaron de igual manera

que los anteriores.

d) Estdndar interno
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Con el propésito de ajustar la concentracién de las diluciones se recomienda la
utilizacién de estdndares internos, los cuales se adicionan en la misma concentracion a las
distintas diluciones de la muestra. En éste caso se utilizd la nor‘valina, empleada a una
concentracién de 250 picomolar. El presente trabajo se basé Gnicamente en la
cuantificacién de los aminodcidos primarios por lo que sélo se empled norvalina como

estindar interno.

e) Pardmetros iniciales de la cromatografia:
Se refieren a las condiciones iniciales del sistema, mismas que se mantuvieron al

inicio de cada andlisis y pueden resumirse de la siguiente manera:

Flujo:  0.45 0.000 ml/min.
Solvente A:  100.0 0.0 % fase movil A
Solvente B: 0.0 0.0 % fase mévil B
Temperatura: 40.0 399°C.
Max. presién: 400 2 bar. Min.Pres: 50 bar.
Tiempo total: 25.00 0.0 min.

f) Gradiente de los solventes.

El cronograma de la corrida, indica la manera en que los solventes se intercambian
en el tiempo, formando un gradiente continuo de separacién. Con objeto de limpiar la
columna de cualquier remanente de reactivos que pudiese quedar en ella, al final de la

corrida, el gradiente se mantuvo durante un tiempo para su posterior restablecimiento y
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calibracién para la siguiente corrida. A continuaci6n se muestra el gradiente utilizado en

los andlisis:

min 17.00 Solvente A: 40.0% B: 600% C: 00%
min 18.00 Solvente A: 0.0% B: 1000% C: 00%
min 18.10  Flujo 0.450 ml/min.
min 18.50 Flujo 0.800 ml/min.
min 23.90  Flujo 0.800 ml/min.
min 24.00 Flujo 0.450 ml/min.

min 24.00 Solvente A: 0.0% B: 100.0% C: 0.0%.

g) Derivatizacion.

El inyector incluye, dentro del programa, la derivatizacién automatizada,
consistiendo en la extraccién de la muestra y del reactivo de OPA para su mezclado,
previo a la inyeccién del segundo derivatizador (FMOC). La muestra derivatizada y

mezclada es entonces inyectada a la columna (Hewlett Packard, 1990).

El programa entonces puede resumirse de la siguiente manera:




1. Tomar 5.0l de amortiguador de boratos pH 10.2

2. Tomar 1.0 nl del reactivo de OPA

R

. Se enjuaga la aguja del inyector en agua

n

. Tomar 1.0 plde muestra.

5. Se enjuaga la aguja del inyector en agua
6. Se hace la mezcla de los 7.0 pl

7. Tomar 1.0 plde reactivo de FMOC

8. Se enjuaga la aguja del inyector en agua
9. Se hace la mezcla de los 8.0 ul

10. Se inyecta la muestra.

h) Detector.

En el programa del detector es donde se establece la longitud de onda y las

caracteristicas de las sefiales que van a ser medidas. El detector del HPLC puede

medir la absorbencia de ocho diferentes longitudes de onda simultdneamente, pero en €ste
caso tnicamente utilizamos dos que son las adecuadas para el método de Amino Quant,
338 nm.(sefial A) con un ancho de banda de 10, y 262 nm (sefial B) con un ancho de

banda de 10. Para aminodcidos primarios y secundarios respectivamente.
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Prueba de crecimiento

Elaboracién del alimento

El ali;nento fue elaborado a partir de ensilaje dcido crudo (CR) y cocido (CO) de
macarela (Scomber japonicus) como principal fuente de proteina, proporcionada por
Tecmar, Ensenada, BC. Filete junto con piel y visceras, fueron molidos en fresco en un
molino marca Hobart de carne previo a la adicién de los dcidos, consistiendo éstaen 2.6
% de dcido citrico y 2.6% de dcidos fosfdrico, ajustando el pH con H.SO4 para alcanzar
un pH de 3.0, y 1 % de benzoato de sodio como conservador. Esta metodologia utilizada
para los ensilajes es la descrita por Viana et al. (1993). Diariamente se llevé un control de
oscilaciones en el pH sin registrarse ninguna variacion considerable. Con el propésito de
detener la hidrélisis provocada por enzimas digestivas, la materia prima se distribuy6 en
dos lotes, uno de 9 kg y otro de 9.5 kg, éste tltimo fue cocido a 60°C durante 15 minutos
y enfriado a temperatura ambiente. Ambos fueron almacenados a temperatura ambiente

durante 60 dias.

El alimento balanceado se elabord mezclando los ingredientes sefialados en la
Tabla I, los cuales estdn basados en las recomendaciones de Uki et al. (1985) y Uki y
Watanabe (1992). El ensilaje utilizado se neutralizé mediante la adicién de carbonato de
calcio y sodio (2.5 % de cada uno) para obtener un pH de 5.0. La mezcla de vitaminas y
minerales fue la recomendada por Hahn (1989). Todos los ingredientes fueron

homogenizados hasta obtener la mezcla, utilizando un extrusor de pasta Rosito Bisanti




para formar comprimidos de 20x20x2 mm. El alimento fue congelado a -20°C hasta su

utilizacién.
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Tabla I. Ingredientes incluidos en el alimento balanceado de
los tratamientos de ensilajes neutralizados crudo (CR) y

cocido (CO).

Ensilaje* 37.0 37.0

Harina de pescado - -
Harina de maiz 12.0 12.0
Almidén 12.0 12.0
Harina de algas 3.9 8.9
Alginato de sodio 8.0 8.0
Gelatina 8.9 8.9
Mezcla de vitaminas 1.8 1.8
Mezcla de minerales 5.3 53
Celulosa 5.3 5.3
Metionina 0.18 0.18
Cloruro de colina 0.27 0.27
BTH 0.4 0.4
Vitamina “C” 0.18 0.18
Benzoato de sodio 0.18 0.18
TOTAL 100.05 100.05

* Ensilaje neutralizado
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Condiciones experimentales

" Los datos de crecimiento generados en el proyecto de “Efecto del ensilaje crudo y
cocido sobre el crecimiento de juveniles de abuldén Haliotis fulgens”, financiado por la IFS
(Fundacién Internacional para la Ciencia), se utilizaron para correlacionarlos con los

perfiles de aminodcidos aqui obtenidos.

Para el experimento se utilizaron abulones (Haliotis fulgens) de seis meses de edad
obtenidos del laboratorio de Bahfa Tortugas; B.C. Sur, México. Los organismos se
acondicionaron al laboratorio durante un periodo de 21 dfas. Para probar el efecto de las
dietas balanceadas de ensilajes crudo (CR) y cocido (CO) en el crecimiento, se utilizaron
seis cubetas pldsticas de 20 litros de capacidad, con 36 organismos para cada tratamiento
( 3 tratamientos). Las dietas se suministraron durante la noche, y después de 12 horas, el
alimento remanente fue retirado. La longitud y peso corporal fueron medidos cada 4
sermanas con un vernier electrénico digital (£0.03 mm) y una balanza electrénica (£0.001

de error), respectivamente.

Andlisis estadistico

Las muestras obtenidas de los perfiles de aminodcidos no fueron sometidas a

andlisis estadistico debido a que no se contaba con suficientes réplicas.

Para comparar las tasas de crecimiento en longitud y crecimiento especifico a

través del tiempo, se aplicé un andlisis de varianza de una via (Zar, 1984) para cada
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tratamiento, seguido por un andlisis de comparacién multiple de Student Newman Keuls

(SNK) para separar los grupos diferentes indicados con diferentes subindices.
Para observar posibles diferencias entre los dos tratamientos para cada tiempo,
tanto en el crecimiento total de longitud y peso, como en las tasas de crecimiento (pm/dia

y %/dia), fueron utilizadas pruebas de t-student (Steel y Torrie, 1983).

El paquete estadistico utilizado en este andlisis fue el Sigma - Stat, para windows.
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RESULTADOS

Anilisis de aminodcidos

Después de trabajar durante 10 meses en la técnica de Amino Quant, no se
obtuvieron resultados suficientes como para realizar un andlisis estadistico confiable.
Aunque cabe mencionar que los obtenidos son fidedignos y representativos de la
composicién general de las muestras. En la figura 1y 2, y Tabla II, se muestran los
perfiles de aminodcidos en porcentajes del alimento balanceado CR 'y CO,
respectivamente. Aqui puede observarse que el CR contiene un menor porcentaje de

dcido aspdrtico y glutdmico, serina, tirosina, metionina, y sobre todo lisina.

La Figura 3, 4 y 5 muestran los niveles de calibracién de la curva estindar con los
cuales se obtuvieron los perfiles de aminodcidos de las muestras de alimento CR y CO.
Dichos estdndares de aminodcidos fueron elaborados a tres diferentes diluciones,

encontrando la mejor resolucién en el siguiente rango de concentraciones:

Amino Acido Estdndar, 900 pmol/ul. en 0.1N de HCL.
Amino Acido Estdndar, 225 pmol/ul. en 0.1N de HCL.

Amino Acido Estindar, 90 pmol/ul. en 0.1N de HCL
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Figura 1. Perfil de aminodcidos del alimento CR, preparado a partir de ensilaje dcido de
macarela. El andlisis se realizé mediante HPLC HP-Win 1090 con prederivatizacién de

OPA.




23

AU DADT A, Sig=338,10 Ref=290,20, 1T of SET10012.D
45 3
o
AQ 4 N
<t o}
-t 12}
[ =
35 -
30
o
25 A < »
= >
-
20 = -
@ g
15 s z = ‘
M E B
Q2 2
10 4 x
5 4 ‘ |
o
10

Figura 2. Perfil de aminodcidos del alimento CO, preparado a partir de ensilaje dcido de

macarela. El andlisis se realizé mediante HPLC HP-Win 1090 con prederivatizacion de

OPA.
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Tabla II. Porcentaje del contenido de aminodcidos (%) presentes en los alimentos
balanceados CR y CO obtenidos mediante HPLC utilizando OPA para la

prederivatizacion.

Ac. Aspdrtico. 13.04 17.88 -4.84

Ac. Glutdmico 4.73 9.56 -4.83
Serina 3.15 3.92 -0.77
Histidina* 1.16 0.46 0.70
Glicina 19.54 3.39 16.15
Treonina* 4.50 2.18 2.32
Alanina 11.78 9.87 1.91
Arginina : 5.26 4.71 0.55
Tirosina 2.11 5.31 -3.20
Cisteina 3.20 5.13 1.93
Valina* 7.00 6.42 0.60
Metionina* 2.57 2.95 -0.38
Fenilalanina* 4.73 4.65 0.08
Isoleucina* 5.43 5.10 0.33
Leucina* 10.31 9.62 0.69
Lisina* 1.48 8.86 -7.38

* Aminodcidos esenciales
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Figura 3. Estdndar de aminodcidos. Primer nivel de la curva de calibracion a una
concentracién de 900 pmol. El andlisis se realizé mediante HPLC HP-Win 1090 con

prederivatizacién de OPA.
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Figura 4. Estdndar de aminodcidos. Segundo nivel de la curva de calibraci6n a una
concentracién de 225 pmol. El andlisis se realizé mediante HPLC HP-Win 1090 con

prederivatizacién de OPA.




27

(5] DADT A, Sig=338,10 Ret=390,20, 1T of SET 10009.D
20 .
<<
>
=
2%
X0
=
O )
) (&)
<
15 4
> _;r—
3 < g « §§:J
« -
@ r < < : 9 ETRTR TN
10 w = © a= - =
[’z
) A
o A k A _ S S
5 5 10 15 0

Figura 5. Estdndar de aminodcidos. Tercer nivel de la curva de calibracién a una
concentracién de 90 pmol. El andlisis se realizé mediante HPLC HP-Win 1090 con

prederivatizacion de OPA.
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Con los reactivos de derivatizacion, se obtuvo que el OPA funcioné
adecuadamente cuando estaba fresco. Su tiempo de vida es limitado y una vez abierta la
ampolleta, el reactivo estd expuesto a degradarse facilmente. La figura 6 muestra un perfil
de aminozicidos con problemas de dégradacién del derivatizador de OPA. El reactivo
elaborado en el laboratorio tuvo el inconveniente de ser facilmente cristalizado y

degradado, de tal manera que nos impidi6 obtener resultados positivos.

La derivatizacién con FMOC para aminodcidos secundarios dio resultados
favorables al observar los perfiles de aminodcidos obtenidos en las muestras. Es
importante mencionar que cuando el reactivo OPA se encuentra degradado, la

derivatizacién con FMOC es ineficiente, como puede observarse en la figura 6.

Cuando la resolucién de los picos empezd a disminuir, se observé que los reactivos
de tetrahidrofurdn (THF) y trietilamina (TEA) empezaban a degradarse, sin embargo
recobran sus propiedades al ser destilados. Las figuras 7 y 8 muestran un perfil de
aminodcidos donde tanto la concentracién de THF como TEA, respectivamente, son bajas

a consecuencia de la degradacion.
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Figura 6. Corrida con ausencia de derivatizacién de aminodcidos primarios por

degradacién del OPA. El andlisis se realizé mediante HPLC Win HP-1090.
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Figura 7. Corrida con tetrahidrofurdn (THF) degradado resultando en una pobre

resolucién. El andlisis se realizé mediante HPLC Win HP-1090 con prederivatizacion de

OPA.
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Figura 8. Corrida con trietilamina (TEA) degradada resultando en una pobre resolucion.

El andlisis se realizé mediante HPLC HP-Win 1090 con prederivatizacién de OPA.
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Al observar el efecto dg las dietas elaboradas con ensilaje crudo (CR) y cocido
(CO), en el crecimiento de los juveniles de abulén, después de 140 dias de alimentacién,
se pudo notar un crecimiento total con CR de 25.5 a 27.8 mmi, mientras que los
alimentados éon CO crecieron de 25.9 2 28.7 mm (Tabla III). Entre tratamientos se
observé un mayor crecimiento significativo para el tratamiento CO los dias 56 y 84
(P < 0.05). Parael peso total se vio, que con la dieta CR los abulones crecieron de 2.15
a2.77 g durante 140 dias, mientras que para la dieta CO crecieron de 2.24 a 3.04 g.
Entre tratamientos se observé un mayor crecimiento significativo para la dieta CO los dias

84y 112 (P < 0.05).

La tasa de crecimiento en longitud y tasa de crecimiento especifico fueron
similares (Tabla IV), a excepcidn del dfa 84 donde ambas tasas de crecimiento fueron

significativamente mayores para la dieta CO (P < 0.05).
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Tabla I1I. Crecimiento total en longitud y peso de juveniles de abulén alimentados durante
140 dias con la dieta balanceada CR y CO. El error estdndar estd indicado dentro del

0 25.5(0.2) 25.9(0.2) 0.2275

28 26.1(0.3) 26.7(0.2) 0.1671

mm 56 26.6(0.1) 27.1(0.1) 0.0397
84 27.1(0.2) 27.9(0.2) 0.0354

112 27.6(0.3) 28.4(0.3) 0.0934

140 27.8(0.3) 28.7(0.3) 0.1090

0 2.15(0.05) 2.24(0.04) 0.1887

28 2.28(0.03) 2.37(0.04) 0.1807

g 56 2.45(0.06) 2.57(0.04) 0.1648
84 2.52(0.06) 2.73(0.04) 0.0469

112 2.61(0.06) 2.93(0.09) 0.0402

140 2.77(0.08) 3.04(0.09) 0.0843

Tabla IV. Tasas de crecimiento de juveniles de abulén alimentados durante 140 dias con

el alimento balanceado CR y CO. El error estdndar se indica dentro del paréntesis.
Subindices con letras diferentes indica diferencias significativas para cada tratamiento a
través del tiempo.

s DIETA e
- CR R S CO s :'::f
28 20.2(4.8)a 28.6(0.0)a 0.100
pm/dia 56 16.7(6.0)a 14.3(4.1)b 0.759
84 19.0(2.4)a 28.6(2.1)a 0.039
112 16.7(5.2)a 16.7(4.3)b 1.000
140 9.5(2.4)a 10.7(2.1)b 0.725
(P** =(0.502) (P** = (.004)
0 —_— _—
28 0.19(0.03)b 0.19(0.03)a 0.945
TCE 56 0.26(0.04)b 0.30(0.02)a 0.449
%/dia 84 0.10(0.02)a 0.22(0.03)a 0.020
112 0.14(0.04)b 0.24(0.05)a 0.154
140 0.20(0.03)b 0.14(0.01)b 0.200
(P** =0.038) (P** =0.037)

TCE (Tasa de crecimiento especifico) = 100 4 (In peso final-In peso inicial)/dias de experimentacion .
*valor de P entre tratamientos para cada tiempo
** valor de P para cada tratamiento a lo largo del experimento
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DISCUSION

En los resultados obtenidos del perfil de aminodcidos entre las dietas
experimentalés se demostré haber diferencias en el porcentaje de aminodcidos. En el
tratamiento CO se observé que seis aminodcidos fueron encontrados en mayor porcentaje
que en CR. De los cuales dos corresponden a aminodcidos esenciales (metionina y lisina).
Al contrario de lo esperado, seis aminodcidos esenciales fueron encontrados en mayor
proporcién en el alimento CR (histidina, treonina, valina, fenilalanina, isoleucina y
leucina). Cabe aclarar que el noveno aminodcido esencial, el triptofano, no fue
determinado, pues es sumamente sensible a las condiciones dcidas; por lo que su

determinacién requiere de una hidrélisis alcalina (Chicz y Regnier, 1990).

Los perfiles de aminodcidos obtenidos en este trabajo, correspondieron a las
muestras de 24 h de hidrélisis, con lo cual resulta imposible hacer una regresion al tiempo
cero para calcular el porcentaje correcto de la serina y treonina, ya que estos aminodcidos
son altamente reactivos debido a su grupo carboxilo (Chicz y Regnier, 1990). En ambos
alimentos la cantidad de serina fue relativamente similar, mientras que la treonina fue mds
alta en el CR. Debido a que la determinacion de ambos aminodcidos es incierta, no puede
llegarse a ninguna conclusién al respecto. Por otro lado, debido a la rdpida degradacion
del reactivo de OPA, fue imposible realizar un mayor ndmero de muestras, por lo que no
podemos mencionar si dichas diferencias encontradas fueron o no significativas,

diferencias que serdn referidas como aparentes.
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. Los aminodcidos aqui presentados corresponden a porcentajes de aparicién en el
total de la muestra, resultando en el 100% de aminodcidos cont’enidos. El aminoé4cido que
resulté con una mayor diferencia entre ambas dietas, fue la glicina (19.54 % para CR vs
3.39 % para CO), considerado como uno de los aminodcidos mds estables (Creighton,
1993). Esto indica una mayor degradacién de aminodcidos en CR. El siguiente
aminodcido con mayor diferencia fue la lisina, con 1.48 % para CR vs 8.86 % para CO,
contrario a lo ocurrido con la glicina. La lisina es un aminodcido esencial y limitante en la
mayorfa de las dietas y es por ello que se requiere en una alta proporcién dentro de una
dieta. (Shimada, 1983). De acuerdo con Belitz y Grosch (1987) en carne y huevos la lisina
se encuentra entre un 7-9 %, en cereales entre un 2-4 %, mientras que en proteina de
pescado hasta en un 11 %. Este porcentaje es mayor que el obtenido para CO (8.86 %)
(ver Tabla IT), y mds atin para CR (1.48 %). Lo cual demuestra que la lisina se vio
seriamente afectada con la conservacion del ensilaje crudo, probablemente debido a la
degradacidn enzimdtica de las enzimas enddgenas presentes en las visceras del pescado
(Gildberg, 1982; Espe, 1993). Esto puede explicarse porque en el tratamiento CO se
observa un mayor crecimiento de los juveniles de abul6n, que en CR en algunos niveles de
tiempo (Tabla III). La posible reduccidn de la lisina en el CR, se debe quizds a que su

grupo €- libre es sumamente reactivo (Belitz y Grosch, 1987).

La metionina es un aminodcido muy sensible en presencia de oxigeno y calor

(Belitz y Grosch, 1987), por lo que no explica el que se haya encontrado en un mayor
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porcentaje en CO, ya que este tratamiento fue expuesto al calor (Tabla II). Generalmente

en carnes la metionina se encuentra de 2 a 4 %, porcentaje muy similar al obtenido aqui.

La histidina se encuentra en muchas proteinas entre el 2y 3 %, y es considerada
como un aminodcido relativamente estable en un medio dcido. Sin embargo, se reporta
generalmente como limitante en ensilajes dcidos de pescado (Raa y Gildberg, 1982). Esta
aparente incongruencia se debe probablemente a que la histidina es degradada fécilmente
por microorganismos descomponedores a pHs neutros o alcalinos, de tal manera que si la
materia prima a ensilar no se encuentra en aceptable estado de frescura, ésta se encontrard
degradada a histamina (Raa y Gildberg, 1982). En este trabajo se encontré que la
histidina en el alimento CR fue mayor que en el CO (1.16 y 0.46 %, respectivamente),

donde la dnica diferencia fue el proceso de calentamiento inicial.

Se sabe que la hidrdlisis de proteina afecta seriamente el nivel nutricional en el
ensilaje. De tal manera, que se han observado diferencias significativas entre alimentar
ratas y salmén con ensilajes frescos y de mds de 90 dias (Espe et al., 1992). En el presente
trabajo la hidrélisis enzimdtica fue detenida mediante el calentamiento de la materia prima.
Dicho calentamiento adn cuando no rebasé los 60°C, pudo haber dado lugar a algtn
cambio en la estructura secundaria de las proteinas, favoreciendo entonces la degradacion
de ésta por los dcidos. Viana et al. (1993) demostraron que mediante el calentamiento se
pudo reducir en un 20 % el porcentaje de liquido, referido como un indice de hidrolisis e

indicando que la hidrdlisis de la proteina es detenida sélo parcialmente. Se piensa que es
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importante el detener la hidrélisis ya que se ha demostrado que los amino4cidos
contenidos dentro de cadenas polipeptidicas sufren menor degradacién que los terminales
o libres (Raa y Gildberg, 1982). Sin embargo, en €l presente tr’abajo el tratamiento CO no
resulté en unAincremento signiﬁcativé en el crecimiento a lo largo del experimento.
Quizds, ocasionado por la degradacién de importantes aminodcidos esenciales y/o
limitantes que seguramente influyen de manera significativa en el crecimiento del abulén.
Estos resultados no coinciden con lo observado por Espe (1992), donde un menor
porcentaje de hidrdlisis resulté en un incremento significativo en el crecimiento. Esto
indica que el calentamiento como método de reduccién de la hidrélisis en un 20 % no fue
suficiente para obtener un crecimiento satisfactorio en juveniles de abuldn (H. fulgens)
(Viana et al., 1993). Por otro lado la similitud entre tratamientos puede deberse a una
gran variabilidad entre el crecimiento de los organismos enmascarando posibles
diferencias. Los promedios obtenidos muestran mayor crecimiento para CO a lo largo del
experimento con errores estindar que llegan a corresponder hasta un 26 % del valor

(Tabla 1V).

Con respecto al método de Amino Quant, puede decirse que es una técnica
relativamente sencilla en cuanto a su aplicacién. Sin embargo, requiere de un manejo
adecuado principalmente de los reactivos, no sélo en el laboratorio, sino en el envio de los

mismos a través de las casas comerciales.
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No se pudo llevar a cabo el andlisis de todas Ias_ muestras propuestas, debido a la
falla d¢1 reactivo de OPA, elemento indispensable para la derivatizacion de los
aminozicidos primarios y por ende, cuantificacién de los amino4cidos libres (Chicz y
Regnier, 199;’2). El grupo de aminoa’léidos primarios (20 aminodcidos esenciales y no
esenciales), reaccionan con el orto- ftalaldehido en presencia del 4cido 3,3
mercaptopropiénico con un pH alrededor de 10 para formar un derivado isoindol. Aqui el
grupo de aminodcidos secundarios no reacciona, a diferencia del derivado isoindol que es
fluorescente, el cual es detectado por un detector de arreglo de diodos para una
sensibilidad estdndar a 338 nm. El reactivo OPA de Amino Quant, en forma de ampolletas
de 1 ml, es sumamente inestable, y una vez abierta la ampolleta debe mantenerse bajo
refrigeracién y libre de oxigeno para asf conservar sus propiedades. La degradacion del
OPA ocurre rdpidamente aunque pueden detectarse varios pasos, empezando por una
desestabilizacién de la linea base, hasta llegar a una condicién extrema en pocas horas,
como lo muestra la figura 6 (a). Los reactivos utilizados fueron de Amino Quant, con un
alto valor comercial, es por ésto la importancia de lograr una técnica que nos permita la
obtencidn de reactivos a un costo menor. Con todos los ingredientes necesarios en el
presente trabajo, se intentd preparar el reactivo de OPA sin obtener un resultado
satisfactorio. Esto aparentemente por la baja solubilidad del mismo. La reaccién de

derivatizacion debe llevarse a cabo a un pH cercano a 10.

El FMOC es el reactivo para derivatizar los aminodcidos secundarios, cuyo grupo

amino no se encuentra libre, reaccién que se lleva a cabo con 9-fluorenylmethyl
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chloroformato (FMOC) a un pH cercano a 10.0 para formar aminodcidos secundarios.
Estos productos son fluorescentes, y el método cromatogrdfico asegura que los
aminodcidos que no se derivaticen sean eluidos después de habér salido los secundarios,
evitando la interferencia de ambos. Estos aminodcidos son también detectados por un
detector de arreglo de diodos con una sensibilidad estidndar de 1 pmol. Cuando el
reactivo de OPA no se encuentra en buen estado, la derivatizacién secundaria se ve

también afectada como se observa en la Figura 6 (b).

Ademds de los derivatizadores también es importante contar con el buen estado de
los solventes orgdnicos utilizados en la fase moévil. Con esto, nos referimos al acetonitrilo
y metanol, los cuales son los encargados de regular las condiciones a una escala mayor por
ser los acarreadores de los compuestos derivatizados. Mientras que el tetrahidrofurdn y la
trietilamina son los encargados de proporcionar la resolucién de los picos. Estos dos
tltimos son con los que se debe tener un mayor cuidado, ya que facilmente son
degradados al volatilizarse. Un ejemplo de éstos dos ultimos puede verse en las figuras 7
y 8, respectivamente. Cuando el tetrahidrofurdn (THF) ya sufrié una degradacion, se
carece de una buena resolucién, ademds de presentar dreas muy similares entre los
aminodcidos, es decir, se pierde la proporcionalidad entre ellos. Efecto que se puede
observar a lo largo de todo el cromatograma, siendo éste mds marcado entre los picos de
serina, tirosina, y dcido glutimico donde el Gltimo de éstos tiende a separarse en dos
picos (Hewllett-Packard, 1990). La degradacion de la trietilamina (TEA) afecta a los

aminodcidos primarios donde su principal problema radica en la resolucidn de los
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compuestos que eluyen en los primeros 5 minutos. Después de éstos 5 minutos, los
aminodcidos afectados son la histidina, glicina y tirosina. Esta dltima, eluye un poco antes
de tiempo. Ambos reactivos (THF y TEA) una vez degradados pueden ser facilmente

destilados para asf recobrar sus propiedades, lo cual facilita su optimizacion.
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CONCLUSIONES

El perfil de aminodcidos esenciales se vio afectado por el grado de hidrélisis,
donde el alimento CO presentd valores porcentuales mayores en los aminodcidos

esenciales; lisina y metionina.

El elevado grado de hidrdélisis de las protinas en el CR dio por resultado un mayor

porcentaje de aparicion de los aminodcidos estables, como la glicina.

El tratamiento CO presentd un mayor crecimiento en algunos niveles de tiempo,
aunque en general, el crecimiento no se vio significativamente afectado por el grado de

hidrélisis de los ensilajes.

La técnica de Amino Quant resultd ser efectiva para la determinacidn de los
perfiles de aminodcidos. Algunos reactivos empleados presentaron problemas de

degradacidn, dificultando el andlisis continuo de muestras.
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