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“Determinacion del grado de hidrdlisis, digestion In Vitro y aminoacidos libres de distintas
fuentes proteicas de subproductos terrestres; utilizando extractos enzimaticos de estbmago
y pancreas de atln aleta azul del Pacifico (Thunnus orientalis)”

Resumen aprobado por:

Dr. Fernando Barreto Curiel

El atun aleta azul del Pacifico es un organismo de rapido crecimiento y de gran interés para
la maricultura, convirtiéndose en un pez con alto valor en el continente asiatico. En este
contexto, es crucial validar y obtener alimentos balanceados que no generen un alto costo
de produccién, patologias en los organismos y una mayor contaminacion del medio
ambiente. Por ende, para este estudio se propuso determinar la digestibilidad In Vitro, la
proteina soluble y los aminoacidos libres (AALS) presentes en distintas fuentes proteicas
como la harina de pescado (HP), harina de concentrado proteico de soya (HCPS), harina
de subproducto de ave (HSA), harina de subproducto de cerdo (HSC) y harina de pluma
hidrolizada (HPH), utilizando extractos enzimaticos de estbmago y pancreas de atun aleta
azul del Pacifico. Las fuentes de proteina fueron caracterizadas en su contenido proximal,
perfil de aminoacidos (mediante HPLC) y acidos grasos (mediante cromatografia de gases).
Durante la digestion acida, se observé que la HP mostr6é un grado de hidrélisis acido (GH)
superior (39.9 % * 4.9), siendo significativamente diferente al de las demas fuentes
proteicas. En contraste, en la hidrdlisis alcalina, la HPH presentd un GH de 17.9%, superior
y significativamente diferente al resto de las fuentes proteicas. Tras un proceso de digestion
continua (acido-alcalino) se observé que la HCPS present6 el mayor contenido de proteina
soluble (230.3 + 6.0 ug mL PS), con diferencias estadisticas (p>0.01) respecto a las demas
fuentes proteicas, siendo la HSC la que presenté el menor contenido (52.6 £ 2.9 ug mL PS-
1. En cuanto al contenido de AALs después de un proceso de digestidon continuo, se
encontré que la HP es la fuente proteica con mayor contenido de AALs esenciales (6.3
0.2 mg g'), misma que no mostré diferencias significativas respecto a la HSA (6.1 + 0.1 mg
g?). La HCPS y HSC mostraron contenidos de AALs esenciales de 3.2 mg g1, mientras que
en la HPH se observaron contenidos de 2.0 + 1.0 mg g*. Esta misma tendencia se observo
para los AALs no esenciales. En conclusion, se infiere que la HSA podria ser la mejor fuente
proteica para reemplazar la HP en un alimento balanceado para el atin aleta azul del
Pacifico, ya que presenta contenidos similares de AALs después de un proceso de digestion.
Se recomienda incrementar 0.2 g kg™ de metionina y 0.4 g kg de lisina en los alimentos
balanceados que utilicen la HSA como fuente principal de proteina, con el fin de igualar los
contenidos de AALs esenciales y mejorar el desempefio productivo de peces marinos en la
acuacultura.

Palabras claves: Grado de hidrdlisis, digestion, aminoacidos libres, atin aleta azul del
Pacifico.
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1. Introduccién

El atin aleta azul del Pacifico (Thunnus orientalis) es un organismo de rapido
crecimiento y de gran interés para la maricultura, mostrando crecimientos de 1.5 m
a 2.0 m entre 5 y 9 afos respectivamente (Shimose et al., 2009). Sin embargo, se
han registrado organismos con un peso de hasta 300kg y con longevidad de hasta
30 afios, demostrado por los afios trascurridos con las lecturas de los anillos de los
otolitos de los organismos capturados (Foreman e Ishizuka, 1990; Neilson y
Campana, 2008).

En este mismo sentido se sabe que el atun aleta azul del Pacifico (AAAP) es un
organismo migratorio y se distribuye desde el Océano Pacifico Norte hasta el Este
de Taiwan (Bayliff, 1994). De manera particular, el AAAP se alimenta de peces
pelagicos, por lo que es considerado un organismo carnivoro y de un nivel tréfico
4.0 (Sara y Sara, 2007). Sin embargo, son las caracteristicas de la carne lo que
determina su demanda y alto valor principalmente en el mercado asiatico, siendo
algunas de estas la frescura, el contenido de grasa, color de la carne y su sabor
anico (Mateo et al., 2007; Buentello, 2016); siendo Japdn el pais de mayor consumo
debido a algunos de los platillos tipicos de su gastronomia, como el sushi y sashimi
(Majkowski, 2007).

El alimento suministrado al cultivo de atunes puede ser una dieta balanceada, hecha
a base de harina y aceite de pescado como sus principales fuentes de proteina y
lipidos, o pueden utilizarse peces frescos (Sardina, anchoveta, macarela, etc.), sin
embargo, la disponibilidad de alimento balaceado es muy baja o casi nula
(Murashita et al., 2021). En este mismo sentido, se ha observado que el alimento
balanceado que existe hoy en dia genera altos factores de conversién alimenticia,
sin embargo, también presenta un alto costo de produccion, patologias y una mayor

contaminacion en el medio ambiente.



Aln asi, la alternativa de continuar alimentando el atin con pescado fresco o
congelado, resulta insostenible a largo plazo, debido en parte a lo impractico de la
logistica que resulta en capturar, almacenar y transportar el pescado hasta el
maricultivo, el cual no siempre se encuentra en una zona cercana, ademas de que
el pescado capturado no siempre es de la calidad requerida, lo que puede provocar
problemas nutricionales a largo plazo, a esto se suma la posibilidad de que el
pescado sea un vector para distintas enfermedades y/o parasitos (Benetti et al.,
2016; Biswas et al., 2009; Ji et al., 2008).

Harina de pescado (HP) es un ingrediente que se ha utilizado ampliamente para la
elaboracién de alimentos en una gran variedad de animales terrestres y acuaticos,
sin embargo, es en el area de la acuacultura que este ingrediente toma una mayor
importancia, principalmente en peces, donde sus alimentos contienen la HP como
un componente fundamental. Como ejemplos se pueden mencionar los alimentos
destinados a salmones, truchas, lobinas, besugos y lenguados, por mencionar

algunos (Tacon y Metian, 2008).

HP proviene principalmente de la captura de pelagicos menores (Pm) como la
sardina, anchoveta y macarela, peces que por ser una excelente fuente de proteina
son capturados especificamente para la elaboracién de HP (Pauly et al., 2002); y la
demanda de la HP ha aumentado a medida que también lo ha hecho la actividad
acuicola en el mundo, asi como también otras industrias que utilizan la HP como
materia prima para la elaboracion de alimentos destinados a aves de corral, cerdos,

mascotas, entre otras (Sheperd y Jackson, 2013).

El incremento de la demanda de HP por parte de estas industrias se debe al
incremento de la poblacion humana, lo que da como consecuencia directa una
mayor demanda de alimentos para satisfacer la poblacién mundial, una demanda
gue desde hace dos décadas la pesca no ha podido satisfacer por si misma, siendo
la acuacultura la actividad que complementa la creciente demanda de productos

acuaticos (Boyd et al., 2022).



Este hecho ejerce una gran presion en las poblaciones de Pm capturadas con la
finalidad de producir HP, las cuales, actualmente se encuentran sobreexplotadas o
en el mejor de los casos explotadas a su maximo nivel de captura sostenible; lo que
provoca que las capturas de estas especies tiendan a ir en declive, fluctien cada
temporada y que se dificulte la estimacion de los tamafios de poblaciones. Ademas,
también resultan afectadas las cadenas troficas, donde los Pm suelen ser un
eslabon esencial al ser uno de los alimentos principales de una gran variedad de

especies marinas (Cashion et al., 2017; Pauly et al., 2002).

La controversia por la captura de peces para realizar HP que tiene como finalidad
el alimentar a otros peces no termina aqui, también desde hace varios afios existe
la discusion sobre si los Pm deben seguir capturandose principalmente para la
elaboracion de HP, ya que por su contenido proteico son una excelente opcién como
alimentos de calidad para el consumo humano directo (Tacon y Metian, 2008). Las
cifras del afio 2018 (FAO, 2020) arrojan que se utilizaron 18 millones de toneladas
para la produccién de harina y aceite de pescado, una cantidad de pescado que
seria de gran ayuda para combatir el hambre y la desnutricion a nivel mundial,

principalmente en paises en vias de desarrollo (Tacon y Metian, 2009).

Por tal motivo, en las ultimas décadas se han desarrollado un gran nimero de
investigaciones, enfocadas en buscar alternativas para reemplazar a la harina y
aceite de pescado como las principales fuentes de proteina y lipidos en la
fabricacion de dietas destinadas a la acuacultura (Mendoza et al., 2001; Wu et al.,
2021), buscando obtener alimentos que logren satisfacer las necesidades
nutricionales de las especies a cultivar, a bajo costo y con un bajo impacto al medio

ambiente.

Por otro lado, una de las fuentes de reemplazo mas utilizadas en la actualidad es la
harina de concentrado de soya (HCPS) y sus concentrados proteicos, ya que el

precio es muy competitivo, sin embargo, a pesar de que la HCPS ha sido reconocida



como una de las mejores alternativas de reemplazo para la HP debido a su alta
disponibilidad de materia prima, bajo costo comparado con la HP (700 dlls vs 2300
dlls), un alto contenido de proteina en la harina (42-48%) y un perfil de amino&cidos
adecuados para algunos peces u organismos herbivoros y omnivoros, en este
mismo sentido, no contiene un perfil de aminoacidos adecuado que cubra las
necesidades nutricionales de peces carnivoros marinos (Poot-Lépez et al., 2010;
Liny Luo, 2011; Wang et al., 2017; Ye et al., 2019).

Diversos autores sefialan efectos neutros en afeccién y reemplazo parcial y total de
HP por harinas o concentrados de soya en distintas especies, tales como abulén
(Cho, 2010), trucha arcoiris (Zhang et al., 2012), esturién siberiano (Yun et al., 2014),
corvina (Minjarez-Osorio et al., 2016), lenguado (Valente et al., 2016) y totoaba
(Bafuelos-Vargas et al., 2014; Toledo et al., 2014; Lépez et al., 2015; Fuentes-
Quesada et al., 2018).

Sin embargo, existe evidencia que se han presentado diferentes problemas
fisiolégicos y patolégicos, tales como factores anti nutricionales, déficit en
aminoacidos esenciales, baja digestibilidad, carbohidratos no solubles y sindrome
de intestino irritable (también conocido como enteritis) en la mayoria de peces
carnivoros de origen marino, asi como también, el hecho de tener un sistema
digestivo que no es capaz de aprovechar completamente las proteinas de origen
vegetal por ser peces carnivoros (Nguyen y Davis, 2009; Daniel, 2018; Fuentes-
Quesada et al., 2018).

Debido a las limitaciones que ha presentado la soya como sustituto para la HP,
también se han realizado investigaciones con harinas de subproductos terrestres
(HSPt), estas pueden ser de origen vegetal o animal, siendo estas ultimas las mas
estudiadas para ser incluidas en dietas de peces carnivoros. Entre las ventajas que
presenta el utilizar las HSPt de origen animal se han descrito como buenas fuentes
de proteina, aminoacidos, acidos grasos entre otros nutrientes. Ademas, a esto, se

suma el reciclaje de nutrientes, dado que estas harinas utilizan partes de animales



gue no se aprovechan para consumo humano o que no lo hacen al mismo nivel que
la carne, como son las visceras, sangre, cartilago, pluma o hueso (Arvanitoyannis y

Kassaveti, 2008; Bureau, 2001; Llanes-Iglesias y Toledo Pérez, 2015).

La inclusion de este tipo de ingredientes para dietas no es algo nuevo, es una
practica bastante comdn para elaborar dietas para animales domésticos como
perros o gatos (Murray et al., 1997), sin embargo, esta es una industria que
actualmente se encuentra muy especializada y lleva décadas de investigacion y
desarrollo, siendo desde finales del siglo XIX que surge un mercado enfocado en
alimentos para mascotas; en contraste con las dietas enfocadas en peces las cuales
empezaron a ver un crecimiento importante apenas a mediados de los setentas
(Hardy y Kaushiki, 2021; Coffey et al., 2016).

Aun asi, se han realizado diversos experimentos de sustitucion de HP con HSPt con
distintas especies de importancia acuicola, tanto en peces como en crustaceos,
siendo algunos de los ejemplos trucha arcoiris (Alexis et al., 1985 y Steffens, 1994),
langostino malayo (Tidwell et al., 1993), corvina roja (Kureshy et al., 2000), dorada
(Nengas, 1999), mero moteado (Millamena, 2002), totoaba (Badillo-Zapata et al.,
2016 y 2023; Barreto-Curiel et al., 2018), entre otros. A pesar de que las HSPt son
altas en proteina, esta no suele ser aprovechada o digerida de la misma forma que
la HP, en parte porgue muchas de estas harinas tienen partes de hueso, cartilago
o tejido conectivo, material que suele ser dificil para su digestion (Brunson et al.,
1997).

La digestibilidad In Vivo o In Vitro, son técnicas que han sido ampliamente utilizadas
(Glencross et al., 2007; Silva et al., 2014; Pefia et al., 2017; Barreto et al., 2023)
para poder determinar directa o indirectamente la calidad proteica y asi, evaluar el
efecto de las distintas harinas alternativas que se podrian utilizar en el remplazo
parcial o total de la HP. De manera patrticular, la técnica de digestibilidad In Vivo, es

la técnica que nos muestra resultados mas fidedignos, ya que es utilizado el



ingrediente y la especie a la que se requiere evaluar, sin embargo, implica la

realizacion de un experimento de largo tiempo midiendo dosis respuesta.

Por su parte, la digestibilidad In Vitro, es una técnica rapida de realizar y se utilizan
los extractos enzimaticos de la especie a estudiar, midiendo los Grados de Hidrdlisis
(GHs) &cidos y alcalinos de las distintas fuentes proteicas (Silva et al., 2014;
Mirzakhani et al., 2018). Sin embargo, los resultados obtenidos en la digestibilidad
In Vitro, no siempre reflejan una digestion In Vivo. Esto se le ha atribuido a la
composicién quimica, tipo de ingrediente, edad del organismo, capacidad digestiva,

absorcion de nutrientes, entre otras caracteristicas (Pefia et al., 2017).

Por tal motivo, el objetivo de este trabajo es determinar la hidrélisis acida y alcalina
de la HCPS y otras HSPt, utilizando extractos enzimaticos que fueron obtenidos del
estdmago y pancreas del AAAP. Dando asi una proyeccion de las posibles fuentes
proteicas que pudieran utilizarse en la formulacién de alimentos balanceados para
atun aleta azul, lo que propulsaria el uso de alimentos formulados en la industria de

la engorda del atun.



2. Antecedentes

De manera general, se sabe muy poco acerca de los posibles ingredientes que
pudieran ser utilizados para la formulacién de los alimentos balanceados para el
AAAP. En este mismo sentido, Kondo y colaboradores (2016) realizaron una prueba
de alimentacion en el atan rojo (Thunnus orientalis) con alimento formulado y
pescado crudo. Los autores observaron que los organismos alimentados con
alimento formulado disminuyeron su crecimiento y la actividad de la pepsina en las
primeras semanas de cultivo, posteriormente fueron equilibradas estas variables de
respuesta, por lo que el atin rojo, tiene la plasticidad de equilibrar su fisiologia
digestiva y asi, obtener un mayor aprovechamiento del alimento para poder crecer

de forma eficiente.

La digestibilidad In Vitro, es una técnica ampliamente utilizada para evaluar la
digestibilidad de ingredientes o alimentos que son utilizados para alimentar a los
organismos acuicolas, mostrando los grados de hidrdlisis (rompimiento de enlaces
peptidicos en un ambiente &cido y alcalino) que puede presentar las fuentes
proteicas (Glencross et al., 2007). Sin embargo, es una técnica que no siempre
muestra las tendencias o comportamientos de una digestibilidad In Vivo (Barreto et
al., 2023). Esta discrepancia pudiera ser atribuidas a la composicién proximal de los
ingredientes, alimentos y a la capacidad enzimética que tenga cada organismo para

el aprovechamiento de los nutrientes (Pefia et al., 2017).

Roméan-Gavilanes y colaboradores (2015), determinaron el grado de hidrélisis de la
harina de pescado y soya con pepsina porcina y extracto enzimatico de pancreas
del AAAP, los resultados indican que la HCPS mostré un mayor grado de hidrolisis
respecto a la HP, sin embargo, la HP mostré un mayor contenido de péptidos de
menor tamafio, mismo que se determinaron en 150kDa con un 35% mas que en la
HCPS. Bajo estas premisas los autores sugieren que obtener péptidos mas
pequefios en una hidrélisis, generard un mayor aporte nutricional a los organismos

acuaticos.



En este mismo sentido, Castillo-Lopez y colaboradores (2016), determinaron la
digestibilidad In Vitro de la HP versus subproducto de ave (HSA) utilizando pepsina
porcina y extracto enzimatico del pancreas del AAAP. Los resultados muestran que
la HP presento diferencias significativas y una mejor digestibilidad (68.9%) respecto
a la HSA, la cual obtuvo un valor de digestibilidad del 57.2%. Sin embargo, no se
observaron diferencias en los pesos moleculares que se encontraron en ambas
fuentes proteicas. Por tal motivo, los autores consideran que la HSA pudiera ser

utilizada en la formulacion de alimentos balanceados.

Pefia y colaboradores (2017) determinaron el grado de hidrélisis y el total de
aminoacido libres entre dos grupos de peces, juveniles (21g) y adultos (400g), de
pargo flamenco (Lutjanus guttatus). Se realizaron extractos enzimaticos de la misma
especie y se evaluaron 13 fuentes proteicas distintas de origen marino, terrestre
(animal y vegetal). Los autores encontraron que la HP y la harina de calamar, fueron
las que presentaron un mayor grado de hidrdlisis alcalina, seguido de harina de
cerdo y subproducto de ave, como fuentes reciclables y, por dltimo, las fuentes
vegetales, harina de soya y canola. En este mismo sentido, los autores realizaron
un zimograma de las enzimas digestivas alcalinas y observaron que la especie
presenta un cambio en las enzimas digestivas a lo largo de su vida, impactando en

los grados de hidrdlisis de las distintas fuentes proteicas.

Por otro lado, Barreto y colaboradores (2023) determinaron la digestibilidad In Vitro
e In Vivo de la HP, HSA, mezcla proteica (Portiblend), harina de canola, harina de
soya y harina de gluten de trigo en pargo de cola amarilla (Ocyurus chrysurus). Los
autores observaron que HP, HSA y harina de ave, mostraron un alto grado de
digestibilidad In Vitro. Sin embargo, al comparar la digestibilidad In Vivo, se observé
gue HSA mostré una digestibilidad aparente menor con respecto a la HP y harina
de ave, asi como, un incremento en la harina de canola. Por tal motivo, los autores
concluyen que la harina de canola, puede ser un ingrediente provisorio para la

elaboracion de alimento balanceado con énfasis en peces carnivoros marinos.



Guerrero-Zarate y colaboradores (2024), evaluaron la digestibilidad In Vitro de
fuentes proteicas y lipidicas en juveniles de pejelagarto (Atractosteus tropicus). De
manera particular, los autores encontraron un alto valor relativo de digestibilidad en
la harina de pescado, de camaron, de bovino, de subproducto de pollo y de sangre
de bovino. En lo que respecta a las fuentes lipidicas, la lecitina de soya, higado de
bacalao, soya, oliva, maiz y canola. De manera general, el pejelagarto mostré un
amplio abanico de ingredientes que puede ser utilizados como posible fuente de

sustitucion parcial o total de harina y aceite de pescado.



3. Justificacion

Unos de los principales objetivos de la nutricion acuicola, es el reemplazo parcial o
total de los ingredientes de origen marino que se incluyen en los alimentos
balanceados, principalmente la harina y el aceite de pescado. Estos ingredientes
contienen nutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de los organismos
acuaticos que ante un déficit de estos pueden llegar a ser limitantes de este, gracias
a su excelente contenido de aminoacidos y acidos grasos esenciales. Sin embargo,
en las Ultimas décadas se han buscado diferentes fuentes terrestres de sustitucion
proteica, generando resultados con un minimo de inclusion o en su defecto,
generando patologias como higado graso, higado verde o enteritis en peces

carnivoros.

En este mismo sentido, existe muy poca informacion y dietas a nivel comercial que
ayuden a fomentar el cultivo del atun aleta azul del Pacifico (Thunnus orientalis),
por lo tanto, el conocer el grado de hidrélisis de distintas fuentes proteicas de origen
terrestre (tanto animal como vegetal), permitira generar informacion o conocimiento
gue pueda ayudar a la industria atunera a formular y disefiar alimentos balanceados
para esta especie para sus distintas etapas de desarrollo, para lograr un mejor

aprovechamiento de los recursos naturales disponibles.
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4. Hipotesis

Las proteasas 4cidas y alcalinas presentes en el estbmago y pancreas de atun aleta
azul del Pacifico, permitiran medir el grado de hidrélisis de las HSPt y cuantificar los
aminoacidos libres que presenten cada una de las harinas tras un proceso de
digestion continua, para determinar su potencial como posibles sustitutos de la

harina de pescado en alimentos para el atun aleta azul del Pacifico.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar el grado de hidroélisis, digestion In Vitro y aminoacidos libres de distintas

fuentes proteicas de subproductos terrestres; utilizando extractos enzimaticos de

estbmago y pancreas de atun aleta azul del Pacifico (Thunnus orientalis).

5.2 Objetivos especificos

Determinar la actividad enzimatica de proteasas acidas y alcalinas presentes

en los extractos enzimaticos crudos del atin aleta azul.

Caracterizar las fuentes proteicas vegetales y animales en su contenido

proximal, perfil de aminoacidos y acidos grasos.

Determinar el grado de hidrélisis de las fuentes proteicas vegetales y

animales.
Analizar la digestibilidad In Vitro por medio de un proceso continuo, para
determinar la cantidad de aminoacidos libres presentes en las harinas de

fuentes proteicas vegetales y animales.

Cuantificar el contenido de proteina soluble después de un proceso de

digestibilidad In Vitro de las distintas fuentes proteicas vegetales y animales.

Determinar el tiempo de hidrdlisis mediante un andlisis de broken-Line.

12



6. Materiales y métodos

6.1 Analisis proximales.

Los analisis proximales fueron realizados por triplicado siguiendo las metodologias

propuestas por la “Association of Official Analytical Chemists” (AOAC, 1990).

A cada una de las fuentes proteicas: harina de subproducto de ave (HSA), harina
de subproducto de cerdo (HSC), harina de pluma hidrolizada (HPH), harina de
pescado (HP) y harina de concentrado proteico de soya (HCPS), se les determin6
la concentracién de proteina, lipidos y cenizas en base a muestras secas. El
extracto libre de nitrogeno (ELN) se obtuvo por diferencia (Jobling, 2001).

6.1.1 Proteina cruda.

Para obtener el contenido de proteina cruda de cada una de las harinas, se utilizd
el método de Micro-Kjeldahl, para ello, en el proceso de digestion se utilizaron 2 g
de sulfato de potasio, 40 mg de sulfato cuprico con 50 mg de muestra (previamente
pulverizada) y 3 mL de &cido sulfdrico durante cuatro horas en un digestor. Una vez
digeridas las muestras (mostrando un color azul cristalino), se aforaron en un matraz

volumétrico a un volumen de 25 mL y posteriormente se destilaron.

Para el proceso de destilacion, se utilizaron 10 mL de hidroxido de sodio al 40%, 5
mL de la muestra digerida y 10 mL de agua destilada. El resultado de la destilacién
fue condensado y retenido en un vaso de precipitado, al cual, previamente se le
afiadieron 15 mL de acido bdrico al 3 % y 3 gotas de solucion indicadora Shiro
tashiro; esto, con la finalidad de capturar amoniaco y transformarlo a amonio. El
porcentaje de proteinas en las muestras se obtuvo mediante un factor establecido
de 6.25 de acuerdo con la AOAC (1990).
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6.1.2 Lipidos totales

Para la determinacion de lipidos totales se siguio la técnica descrita por Folch (1957).
Como primer paso se pesaron por triplicado 0.1 g de cada muestra en un tubo de
ensayo previamente etiquetado. Tras haber pesado las muestras, se agregaron 200
pL de agua destilada y se mezclaron en vortex por 30 segundos. Se agregaron 6 ml
de solucion diclorometano:metanol (2:1) a cada tubo, se agitaron en vortex por 3

min y se dejo reposar las muestras por 12 horas.

Las muestras fueron filtradas por medio de jeringas plasticas de 10 mL, filtros
plasticos de rosca y papel Whatman #4; ya filtradas las muestras se le agrego a
cada tubo de ensayo 1.5 mL de cloruro de potasio al 1.76 %. Posterior a ello, en
cada vial pesado a 4 decimales, se colocaron 2 mL de muestra provenientes del
tubo de ensayo; los viales fueron colocados en un thermoblock Cole-Parmer por 20
min o hasta que se evaporo por completo el solvente, una vez evaporado se dejaron

atemperar los viales para después registrar su peso.

6.1.3 Cenizas

El valor promedio de contenido de cenizas se calculd por gravimetria. Se pesaron
tres réplicas por muestra de 1 g cada una, estas fueron calcinadas a 550 °C en una
mufla Furnace 6000 durante 5 horas. Una vez transcurrido este tiempo las muestras
fueron colocadas en un desecador hasta obtener temperatura ambiente, para
después ser pesadas, a partir de la diferencia de pesos se calcul6 el porcentaje de

ceniza de las muestras.

6.2 Preparacion de extractos enzimaticos
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Para la preparacion de extractos de estomago del atin, se tomé un total de 500 g
de tejido combinado de tres organismos distintos. Los tejidos fueron licuados
(licuadora Vitamix) con 1000 mL de agua destilada, previamente ajustada a pH de
3.5. La mezcla fue colocada en seis tubos falcon de 50 mL y se centrifugaron las
muestras a 14,000 g’s por 30 min a 4 °C en una centrifuga (Thermo Fisher Scientific
Megafuge 16R). Una vez centrifugados los extractos se procedié a filtrar el
sobrenandante, y este se almacené en alicuotas de 25 mL y 2 mL, las cuales fueron
almacenadas a -80 °C en un ultracongelador Thermo Scientific Revco UXF hasta su

posterior uso.

Para la preparacion de extractos alcalinos se tomé un total de 500 g de tejido
combinado de tres pancreas de atun y se licuaron con 1500 mL de agua destilada
ajustada a pH de 8.0. Posteriormente, el extracto fue colocado en seis tubos falcén
de 50 mL y se centrifugaron las muestras a 14,000 g por 30 min a 4 °C. Una vez
centrifugados los extractos enzimaticos, se procedié a filtrar el sobrenandante, el
cual se almacend en alicuotas de 25 mL y 2 mL, a -80 °C en un ultracongelador

Thermo Scientific Revco UxF hasta su uso.

6.3 Actividad enziméatica

La actividad enzimética de proteasas totales (AEP) presentes en los extractos
enzimaticos de estdbmago y pancreas de atln, se determiné utilizando las

metodologias descritas por Nolasco-Soria y colaboradores (2020).

Para las proteasas acidas, en un tubo eppendorf se agregaron 125 pl de solucion
de hemoglobina al 0.5 % a pH 2.0, 125 pl de agua destilada y 20 ul de extracto
enzimatico de estdmago previamente descongelado (diluido 1:4). Las muestras
fueron agitadas en un vortex y se incubaron a 25 °C (Matus de la Parra et al., 2007)
por 60 min en una estufa BINDER. Tras la incubacién se agregaron 125 pl de acido

tricloroacético (TCA) al 20 %, se agité la mezcla y se incubd a 25 °C por 10 min.
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Una vez finalizada la segunda incubacion, se centrifugaron los tubos a 13,000 g’s
por 5 min, se tomaron 25 pul del sobrenadante que se colocaron en un pocillo de
microplaca, a este mismo pocillo se agreg6 también 25 pl de agua destilada y 200

ul del reactivo OPA-DTT descrito por Nolasco-Soriay y colaboradores (2020).

La reaccion fue incubada a temperatura ambiente por 10 min, para posteriormente
agitar la placa por 10 segundos y leer a 330 nm en un espectrofotometro. Para cada
tratamiento se realizaron 5 réplicas y 3 blancos, para estos ultimos, el procedimiento
fue idéntico que con las réplicas con la excepcion de que el extracto enzimatico se

coloco hasta después de haber agregado el TCA al 20 %.

Para las proteasas alcalinas, en un tubo eppendorf se agregaron 125 pl de solucion
de caseina al 1 % a pH 7.5, 125 ul de agua destilada y 20 ul de extracto enziméatico
de pancreas previamente descongelado (diluido 1:4), tras esto se agitaron las
muestras en vortex y se incubaron las muestras a 25 °C (Matus de la Parra et al.,
2007) por 60 min en una estufa. Tras la incubacién, se agregaron 125 pl de &cido
tricloroacético (TCA) al 16 %, se agitd la mezcla en vortex y se incubé la muestra a
25 °C por 10 min. Una vez finalizada la segunda incubacion, se centrifugaron los
tubos a 13,000 g’s por 5 min. Se tomaron 25 pl del sobrenadante y se colocaron en
un pocillo de microplaca, a este mismo pocillo se agregé también 25 pl de agua
destilada y 200 pl del reactivo OPA-DTT descrito por Nolasco-Soria y colaboradores
(2020).

Una vez colocados estos reactivos en microplaca se dejo incubando a temperatura
ambiente por 10 min, para posteriormente agitar la placa por 10 segundos y leer a
330 nm en un espectrofotometro. Para cada tratamiento se realizaron 5 réplicas y 3
blancos, para estos ultimos el procedimiento fue idéntico que con las réplicas con la
excepcion de que el extracto enzimatico se colocé hasta después de haber
agregado el TCA al 16 %.
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Para la cuantificacion de actividad enzimatica total (U mL™') se realizaron los
calculos siguiendo lo descrito por Pefia y colaboradores (2015), la férmula empleada
se describe a continuacion.
0

Actividad total (U mL1) = [Aabs x Volumen total (mL)] / [CEM x tiempo de

incubacion (min) x Volumen de extracto enzimético (mL)] x Factor de dilucion (1:4)

CEM: Coeficiente de extincion molar de tirosina o p-nitroanilina

6.4 Grado de hidrdélisis

Para cuantificar el grado de hidrélisis de cada uno de los ingredientes, se procedio
romper la capacidad buffer de las fuentes proteicas. Para ello, en un vaso de
precipitado de 10 mL fueron colocados el equivalente a 40 mg de proteina de cada
una de las harinas y la muestra fue homogenizada en 7 mL de agua destilada. Una
vez homogenizada la muestra, para digestibilidad acida, se utilizé6 una solucién de
NaOH 3N y esta misma era titulada mediante el titulador automatico pH STAT
(Figura 1) por 15 min a 25 °C con HCl al 0.5N. La cantidad de pL de solucion gastada
de HCI 0.5N para mantener el pH a 3.5 fue registrado como blanco o capacidad
buffer (Pefia-Marin, 2016). El procedimiento se repitié por triplicado para cada una

de las harinas analizadas.
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Figura 1. Titulador automético pH STAT (Mod. 902 Titrando; marca Metrohm)

En el caso de los blancos para el grado de hidrélisis alcalina, la solucién usada para
romper la capacidad buffer fue NaOH 3N, y la muestra fue titulada en el pH STAT
por 45 min a 25 °C. La cantidad de pL de solucién gastada de NaOH para mantener
el pH a 8.0 fue registrado como blanco o capacidad buffer (Pefia-Marin, 2016). El

procedimiento se repitié por triplicado para cada una de las harinas analizadas.

Una vez obtenidos los blancos, ambos procesos fueron repetidos, con la diferencia
de agregar 50 pL de extracto enzimatico de estdbmago de atun para simular la
digestion acida, mientras que para simular la digestion alcalina se agregaron 30 L
de extracto enzimatico de pancreas de atun. Estos procedimientos también se

realizaron por triplicado.
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Una vez obtenidos estos datos se procedio a cuantificar el grado de hidrolisis (GHs),
siguiendo lo descrito por Adler-Nissen (1986) la formula empleada se describe a

continuacion.

GHs (%) =B x NB x 1/a x 1/MP x 1/htot x 100 %.

Donde B representa el volumen de la solucién NaOH o HCI gastados por el titulador
automatico para mantener constante el pH, NB es la normalidad de esas soluciones
(0.5 N en este caso), 1/a es el grado medio de disociacién de los grupos a-amino
relacionada con el pK de los grupos amino al pH y temperatura de la reaccion, MP
es la masa (g) de proteina presente en la reaccion y htot es el nUmero de enlaces

peptidicos para una fuente de proteina especifica.

6.5 Digestion de las harinas

Una vez obtenido el grado de hidrdlisis se realizé la digestion de las harinas a una
escala mayor, pero manteniendo las mismas proporciones de proteina y extracto
enzimatico. Para escalar el proceso, se peso la harina equivalente a 8 g de proteina,
la cual fue disuelta con 400 mL de agua destilada en un matraz Erlenmeyer de 500
mL, para disolver la mezcla usando una plancha de calentamiento y un magneto a

una temperatura de 25 °C.

Tras mantener de forma constante la temperatura de 25 °C, se inici6 con el proceso
de digestion, para ello, se utilizé6 HCI 1N para ajustar el pH a 3.5. Se agregaron 10
mL de extracto de estbmago de atun, se monitored y ajustd el pH de forma manual
por 16.5 min. Al finalizar el tiempo de digestion acida, se incremento el pH a 8.0 con
NaOH 1N, con el proposito de detener el proceso. Una vez alcanzado este punto,
se agregaron 6 mL de extracto enzimatico de pancreas de atun, iniciando la
digestién alcalina, la cual, se mantuvo por 45 min ajustando el pH de forma manual

con la misma solucion de NaOH 1N.
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Una vez finalizado el tiempo para la digestion alcalina, la reaccion se detuvo
sumergiendo el matraz en bafio maria a 75 °C por 20 min para inactivar las enzimas
por medio de calor (Roman-Gavilanes et al., 2015). El procedimiento se realizé por

triplicado para cada una de las harinas analizadas.

6.6 Precipitacion proteica

Una vez finalizado el proceso de digestion de cada réplica, se tomaron tres alicuotas
de 50 mL, las cuales fueron colocadas en tubos falcén del mismo volumen, estos,
fueron centrifugados a 3600 rpm por 10 min a 4 °C en una centrifuga Thermo Fisher
Scientific Megafuge 16R. Se tomaron alicuotas de 1.5 mL del sobrenadante y se
transfirieron a tubos eppendorf previamente rotulados, los cuales fueron
almacenados en ultracongelador Thermo Scientific Revco UxF a -80 °C para su uso
posterior. De cada una de las alicuotas se cuantificé la proteina soluble por medio
de Bradford.

Del mismo tubo falcon se tom6 1 mL del sobrenadante y, siguiendo la metodologia
de desproteinizacién de ABCAM (s.f.), a cada muestra por separado se le agregaron
250 pL de acido perclérico 4M, se mezclo la solucion con un vortex por 20 segundos
y se centrifug6 a 13,000 rpm por 2 min. Se tomaron 1000 pL del sobrenadante y se
colocaron en otro tubo eppendorf. El sobrenadante se neutralizé con el equivalente
al 34 % V/V (340 pL) del volumen de hidréxido de potasio al 4M. La solucién fue
mezclada con vortex por 20 s, tras lo cual se ventil6 la solucion para dejar escapar
el COgz, y posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm por 15 min. Al finalizar se
tomaron 1000 pL de sobrenadante y se guardaron en un tubo eppendorf limpio y
previamente rotulado, el cual fue almacenado en ultracongelador Thermo Scientific

Revco UxF a -80 °C para determinar el contenido de aminoécidos libres.
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6.7 Cuantificacion de proteina soluble

Se siguié la metodologia descrita por Bradford (1976). Para la cuantificacion de
proteina soluble en el sobrenadante de las digestiones de las harinas, fue utilizado
el kit “Quick Start™ Bradford Protein Assay” de Bio-Rad. La metodologia de
Bradford se realizé en microplaca, por cada repeticion de las harinas digeridas
fueron determinadas seis réplicas y dos blancos. La placa fue medida por medio de
un espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan Go a 595 nm. Los blancos fueron
utilizados para corregir la muestra y el ajuste de paso de luz fue determinado a 1

cm.

6.8 Determinacion de aminoacidos

Para el andlisis de aminoacidos (AAs) en las harinas, se tomaron 100 mg de las
muestras previamente desgrasadas y secas, estas fueron hidrolizadas hasta nivel
de AAs agregando 5 mL de una mezcla de HCI 6N con 0.06 % de fenol en viales de
vidrio de 25 mL. La hidrdlisis de las muestras se llevo a cabo incubando las muestras
a 113 °C por 18 horas en una estufa BINDER, y una vez pasado este tiempo los
viales fueron atemperados en un desecador. Ya atemperadas las muestras, estas
fueron llevadas a un volumen final de 100 mL usando para ello un matraz de
aforacion de 100 mL, y tras esto, se filtr6 un volumen de 1.5 mL con ayuda de
acrodiscos de 0.45 p (P.N. 4426T), el cual fue colocado en un vial dmbar
previamente limpio y calcinado. Las muestras fueron refrigeradas a -4 °C hasta su
procesamiento en HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Para el caso
de AAs libres de las harinas digeridas, se filtr6 1.0 mL de muestra por medio de
acrodiscos de 0.45 p (P.N. 4426T) y fue colocado en un vial ambar previamente
limpio y calcinado. Las muestras fueron refrigeradas a -4 °C hasta su procesamiento
en HPLC.
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La derivatizacion de las muestras se realizo directamente en el HPLC Agilent (Mod.
1200 infinity series), para ello se tomaron 2.5 ul del buffer de fosfatos (Part Num.
5061-3339), seguido de 0.5 pl de muestra con relacion 1:1 de OPA:FMOC
(Ortoftaldehido:Fluorenylmethyloxycarbonyl), posteriormente las muestras fueron
inyectadas en secuencia continua en el HPLC. Para la separacion de los AAs se
utilizé una columna C18 de fase reversa Zorbax eclipse AAA (4.5 X 150 mm 3.5 pum,
P.N. 963400-902), donde se emple6 un volumen de inyeccion de 5 L. Para la
corrida, se utilizé un gradiente de buffer de fosfato de sodio al 40 mM (Sigma Aldrich,
cat num. 71500-2509) y una mezcla de acetonitrilo al 45 %, metanol al 45 % y agua
grado HPLC al 10 %, a un flujo de 1 mL min.

El sistema esta acoplado a un detector de fluorescencia (1260 FLD series, Agilent
technologies, USA) y un detector de DAD (1260 DAD-UV, Agilent technologies,
USA), mismos que fueron configurados en dos longitudes de onda, 340/450 nm y
266/305 nm excitacion/emision y para el DAD, 380 nm (OPA) y 262 nm (FMOC). La
curva de calibracion se realiz6 utilizando una solucion de AAs estandares (P.N. 061-
3330) con concentraciones de 50 a 350 pmol. Por ultimo, se estimé el area bajo la
curva con el programa “OpenLAB” (Agilent Technologies 2000 copyright),

obteniendo asi el contenido de AAs.

6.9 Determinacién de acidos grasos

La extraccion y metilacién de los &cidos grasos se realiz6 por medio de la técnica
descrita por Parrish y colaboradores (2014). Para la “solucion extractora” de acidos
grasos se prepard un mix de metanol, diclorometano y acido clorhidrico (10:1:1,
v/vlv). Para cada muestra analizada, se tomaron 100 mg de harina y se incorporaron
3 ml de la solucion extractora, 50 pl de BHT (modificacién), gas nitrogeno (10 s
aproximadamente) y se colocaron a 82 °C durante 2 h. El Butil-hidroxil-tolueno (BHT,
C15H240) corresponde a una modificacion realizada para agregarlo como

compuesto antioxidante.
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Para la obtencion de acidos grasos estos se separaron, identificaron y cuantificaron
con cromatografia de gases, para ello se utilizé un cromatografo de gases AGILENT
GC 7820A, equipado con un inyector Split/Splitless, un detector de ionizacion de
flama (FID) y una columna capilar AGILENT 122-2361 DB-23 60 m x 0.25 mm con
un didmetro interno de 15 mm. Los calculos se efectuaron mediante el software GC
Chemstation Data Analisis, mientras que la temperatura inicial de inyeccion fue de
50 °C por 1 min, después la temperatura se llevd a 190 °C a una tasa de 25 °C min
1y se mantuvo por 0 min posteriormente la temperatura se aumenté nuevamente a
230 °C a una tasa de 6 °C mint y se utilizara Nitrégeno (N2) como gas acarreador

a un flujo de 0.9 mL min-.

Los acidos grasos fueron identificados por comparacion con los tiempos de
retencidn de los siguientes estandares: 37 Component FAME Mix (Supelco/Sigma-
Aldrich®), GLC 87, GLC 96 (Nu-Chek Prep®), RM-2, RM-6 y GLC 90
(Supelco/Sigma-Aldrich®), ademas se utilizaron PUFAs de aceites marinos (PUFA1
y 3, Supelco/Sigma-Aldrich®), como patron de identificacion. La composicion de
cada acido graso se calcul6 de acuerdo con el area correspondiente en el

cromatograma respectivo.

6.10 Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como media + desviacion estandar. La normalidad y
homocedasticidad se realiz6 por medio de la prueba de Levenes, una vez obtenida
dicha prueba, se realiz6 un ANOVA de una via para elucidar las diferencias
significativas entre cada una de las harinas evaluadas. Posterior al ANOVA, se
realizé un analisis post hoc de Tukey. Respecto a las diferencias, se consideraron
estadisticamente significativas cuando a < 0.05, los analisis estadisticos se llevaron

a cabo con el programa SPSS (version 26.0).
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7. Resultados

7.1 Proximales

El contenido proximal de cada una de las harinas utilizadas para la presente
investigacion se muestra en la Tabla 1; el contenido de proteina cruda mostré
diferencias significativas entre todas las harinas. La HPH fue la que mostré el mayor
contenido de proteina (80.74+0.6 g 100 g1), siendo diferente de manera significativa
(p<0.05) distinta al resto de las harinas. HSA (68.1 + 1.8 g 100 g), HP (65.5 + 0.5
g 100 g1), HCPS (64.0 £ 0.3 g 100 g) y el menor contenido lo mostré la harina de
HSC (54.1+3.7 g 100 g).

Para el contenido de lipidos también se observaron diferencias entre las harinas,
HSA mostré una mayor concentracion y diferencia (p<0.05) en el contenido de grasa,
siendo de 16.5+0.8 g 100 g, siguiéndole la HSC (14.0+1.1 g 100 g!) y la HPH
(13.0+0.8 g 100 g1), mismas que no presentaron diferencias entre ambas harinas.
El menor contenido de lipidos fue observado en la HCPS, con un contenido de
2.1+1.1 g 100 g*.

En el caso del contenido de cenizas, también se observaron diferencias
significativas (p<0.05) entre todas las harinas. La HSC fue la que presenté un mayor
contenido que el resto, con un 26.4 +0.9 g 100 g, seguido por la HP, quien present6
19.02 + 0.58 g 100 g seguida por HSA con su respectivo 4.7 + 0.1 g 100 g*. Por
altimo, el extracto libre de nitrégeno (ELN) que fue determinado por diferencia,
donde la HCPS por su origen vegetal presentd un valor significativamente mayor
(p<0.05) que el resto de las harinas, conteniendo un 24.3 + 0.2 g 100 g%, de ahi la
HSC le sigui6 en concentracién con 5.1 +2.3 g 100 gy luego la HSA con 1.7 + 1.3
g 100 g
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Tabla 1. Contenido proximal de las harinas utilizadas para la determinacion del
grado de hidrdlisis, utilizando extracto enzimético crudo de estémago y pancreas de

atun aleta azul del Pacifico (Thunnus orientalis).

Nutriente HP HCPS HSA HSC HPH
Proteina (g 100gY)  65.5+0.5° 64.0+0.3¢ 681+18° 541+3.7° 80.7+0.6°
Lipidos (g 100g)  11.6+0.9° 24+049 165+0.8° 140+1.1° 13.0+0.8°
Cenizas (g 100g)  19.0+0.6> 4.7+0.1% 12.8+0.6° 26.4+0.9° 1.9+0.1°
ELN (g 100g%) 0.6+0.3° 243+02° 17+13* 51+23°  04+0.3

Diferentes super indice, muestran diferencias significativas p=0.05

HP: Harina de pescado; Procesadora Mar de Ensenada S de RL de CV, Ensenada, México.

HCPS: Harina de concentrado de soya; Silver Cup

HSA: Harina de subproducto de ave; Proteinas Marinas y Agropecuarias SA de CV, Guadalajara,
México.

HSC: Harina de subproducto de cerdo; Proteinas Marinas y Agropecuarias SA de CV Guadalajara,
México.

HPH: Harina de pluma hidrolizada; Proteinas Marinas y Agropecuarias SA de CV Guadalajara,
México.

7.2 Acidos grasos

El contenido de &cidos grasos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFAS) y
poliinsaturados (PUFAS) de las distintitas harinas utilizadas, se muestra en la Tabla
2. De manera general, la HSC fue la que presenté una mayor proporcién de SFA
con un porcentaje de acidos grasos metilados del 48.8 + 0.8 % y mostro6 diferencias
significativas (p<0.05) con el resto de las harinas analizadas. En este mismo sentido,
la HP presentd la menor proporcion con 39.1 + 1.6 %.

Con lo que respecta al contenido de MUFASs, la HSA fue la que presentd un mayor
porcentaje con 40.0 £ 0.5 %, mostrando diferencias significativas (p<0.05) con el
resto de los tratamientos. La HSC y HPH no mostraron diferencias entre ellas,
elucidado contenidos promedios de 33.9% 0.2 %. El menor contenido de MUFAS se
mostré en la HP (4.0 £ 0.1 %). Por otro lado, la HP presenté la mayor concentracion
de PUFAs (45.23 £1.5 %), siendo significativamente distinto (p<0.05) al resto de los
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contenidos de las harinas utilizadas. El menor contenido fue observado en la HSC,

misma que presentd una concentracion con 13.3 £ 0.1 %.

El contenido de ARA, EPA y DHA se muestra en la Tabla 2. De manera patrticular,
la HP fue la Unica harina que presento los contenidos de estos acidos grasos de

importancia para peces carnivoros marinos.

Tabla 2. Contenido de acidos grasos de las harinas utilizadas para determinar el
grado de hidrdlisis acido y alcalino con extracto enzimatico de estbmago y pancreas
de atun aleta azul del Pacifico (Thunnus orientalis). Los resultados estan dados en

porcentaje de acidos grasos metilados.

Acidos grasos HP HCPS HSA HSC HPH
SFA 39.1+1.6% * 40.6£0.52 48.8+0.8° 42.7+0.2°
MUFAs 4.0+0.1° * 40.0+052 33.7+0.7° 34.1+0.0°
PUFAs 452 +1.52 * 18.0 + 0.1° 13.3+0.1¢ 15.6 £ 0.0°
ARA 1.3+0.1 * ND ND ND
EPA 11.3+0.2 * ND ND ND
DHA 27.8+0.5 * ND ND ND

Diferentes super indice, muestran diferencias significativas p<0.05
ND= No determinado

*En lo referente a los acidos grasos, la HCPS posee niveles muy bajos de grasa, por lo que no se
tomo en cuenta para realizar estos analisis.

7.3 Perfil aminoéacidos de las fuentes proteicas
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En la Tabla 3, se muestran el perfil de aminoacidos de las fuentes proteicas
vegetales y animales que fueron utlizadas en este experimento. De manera
particular y normalizando lo datos por el contenido de la proteina (NC), se podra
observar que la HP present6 un contenido mayor de aminoacidos esenciales (AAsSE),
mostrando un valor de 0.53 en NC, seguido de la HCPS con 0.51 y el menor
contenido normalizado fue observado en el HSC con 0.43. Sin embargo, en los
aminoacidos no esenciales (AAsNE), no se present6 el mismo contenido, ya que la
HP mostré la menor concentracion de aminoacidos normalizados con 0.46 y el

mayor contenido fue observado en la HSC (0.56).

Tabla 3. Perfil de amino&cidos de las distintas harinas utilizadas para medir el grado
de hidrdlisis acido y alcalino con extracto enzimatico de estdbmago y pancreas de
atun aleta azul del Pacifico (Thunnus orientalis). Las unidades estan por el

porcentaje total de aminoacidos determinados, respecto a la proteina.

AAs HP (%) HCPS (%)  HSA (%) HSC (%) HPH (%)

AAs esenciales

Histidina 2.0+0.12 2.1+0.12 1.6 £ 0.0b 1.3+0.0° 1.4 +0.1°
Arginina 5.9+0.2¢ 7.0+ 0.1b 7.2+0.3° 6.0 + 0.0¢ 8.6 +0.12
Treonina 3.1+0.0° 2.6 +0.1° 2.6 £0.0° 1.8+0.19 4.1 +0.02
Valina 2.8+ 0.0° 2.5+ 0.0¢ 2.4 +0.0d 1.8 +0.1° 3.9+0.02
Metionina 2.6 £0.02 0.9+0.0° 1.4 +0.0b 1.1+0.1°¢ 0.6 £ 0.0
Lisina 5.7 £0.0% 4.1 +0.2° 4.2 +0.0° 3.0+0.0¢ 2.7 £0.0¢
Isoleucina 2.9+0.0° 2.7+0.1° 2.3+ 0.0 1.4 +0.1° 3.6 £0.02
Leucina 5.9+0.1P 5.8+ 0.1° 52+0.1°¢ 3.8+0.19 7.9+0.02
Fenilalanina 3.4+0.0° 3.9+0.1° 2.8+0.19 2.2+0.1¢ 4.5+ 0.02
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Subtotal 34.1+£0.3% 31.7+0.4° 29.8+05¢ 222+0.6° 37.4+0.2°
NC 0.53 0.51 0.47 0.43 0.47
AAs no esenciales

Acido aspartico 4.4 +0.2° 4.9 +0.0% 3.6 +0.0° 2.7+0.1¢ 3.8+0.1¢
Serina 3.3+£0.0° 41+0.1° 3.2+0.1° 25+0.1¢ 11.0+0.02
Acido glutamico 8.7+0.2° 11.7 £ 0.22 8.7 +0.0° 6.6 +0.3° 8.9+0.1°
Glicina 59+0.1° 4.2 +0.04 9.7 +£0.4° 11.1 +0.42 9.6 +£0.2°
Alanina 5.0+ 0.22 3.3+0.1° 5.0+ 0.17 45+0.2° 4.9+ 0.02
Tirosina 2.7+0.0° 25+0.1° 2.3+0.0¢ 1.5+0.1¢° 2.9+0.02
Subtotal 30.0+0.3° 30.6 £ 0.6° 325+0.7° 29.0+0.4° 41.0+ 0.1
NC 0.46 0.49 0.51 0.56 0.52
Otros

Taurina 0.6 0.0 nd 1.1+0.1 nd nd
Total 64.6 + 0.0° 62.3+0.9° 63.4+1.3* 51.2+1.0¢ 78.4 +0.32

NC=Normalizados por el contenido de proteina= (Sumatoria de AAs esenciales 0 no

esenciales/contenido de proteina cruda de la fuente).

7.4Actividad enzimatica de extractos de estGmago y pancreas de atun aleta
azul del Pacifico (Thunnus orientalis).

Una vez realizada la metodologia para AEP y realizados los céalculos descritos por

Pefia y colaboradores (2015), se obtuvo que el extracto enzimético de estbmago de

atin mostré una actividad de 36.12 + 6.48 U mL™?, por su parte en el extracto

enzimatico de pancreas de atin se observé una actividad de 99.04 + 5.89 U mL™.
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7.5Grados de hidrélisis

Dado que se realiz6é la digestion acida y alcalina por separado, se procedié a
calcular los grados de hidrélisis de las harinas primero en acida y después en
alcalina. De esta forma la Figura 2, nos muestra la comparacién entre grados de
hidrdlisis tras digestion acida mientras que la Figura 3 nos muestra los grados de

hidrolisis tras la digestion alcalina.

Como se aprecia en la Figura 2, la HP fue la que presenté un mayor grado de
hidrélisis con diferencias significativas (p<0.05) respecto al resto de las fuentes
proteicas, con un 39.9 % * 4.9. De manera contraria, la HSA fue la harina que

presento el menor grado de hidrolisis con un 4.6 % + 2.9.
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Figura 2. Grado de hidrdlisis tras 15 min de digestion acida con extracto enzimatico
de estbmago de atun aleta azul del Pacifico (Thunnus orientalis). Las fuentes
proteicas se definen como; Harina de pescado (HP), Harina de concentrado proteico
de soya (HCPS), Harina de subproducto de ave (HSA), Harina de carne y hueso de
cerdo (HSC) y Harina de pluma hidrolizada (HPH).

En la Figura 3 se observa que la HPH fue la que present6 un mayor grado de
hidrolisis con diferencias significativas (p<0.05) respecto al resto, con un 17.90 +
1.94 %, mientras que la HCPS y la HSA presentaron los valores mas bajos de
grados de hidrdlisis, con 5.37 £ 2.33 % y 5.03 + 2.37 %, respectivamente.
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Figura 3. Grado de hidrdlisis tras 45 min de digestion alcalina con extracto
enzimatico de pancreas de atin aleta azul del Pacifico (Thunnus orientalis). Las
fuentes proteicas se definen como; Harina de pescado (HP), Harina de concentrado
proteico de soya (HCPS), Harina de subproducto de ave (HSA), Harina de carne y
hueso de cerdo (HSC) y Harina de pluma hidrolizada (HPH).

7.6 Proteina soluble

La proteina soluble fue cuantificada en pug mL?, utilizando para este ensayo una

alicuota obtenida de cada una de las digestiones realizadas, asi como de sus
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respectivas réplicas. En la Figura 4 se observa que la HCPS fue la harina que
presenté una mayor cantidad de proteina soluble, con 230.3 + 6.0 ug mL™,
mostrando diferencias significativas (p<0.05) con el resto de las fuentes proteicas,
mientras que la HSC fue la presentd la menor cantidad de proteina soluble,

observandose 52.6 + 2.9 ug mL™2.
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Figura 4. Contenido de proteina soluble después de digestién. Las fuentes proteicas
se definen como; Harina de pescado (HP), Harina de concentrado proteico de soya
(HCPS), Harina de subproducto de ave (HSA), Harina de carne y hueso de cerdo
(HSC) y Harina de pluma hidrolizada (HPH).
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7.7Aminoacidos libres

La Tabla 4 muestra los contenidos de AAs determinados posterior a la digestion,
con la finalidad de conocer la cantidad de mg de AAs libres presentes en las harinas
digeridas (medido en mg AAs libres g! de muestra). Esta tabla muestra que la HP
y la HSA son los ingredientes que presentan una mayor concentracion de AAs
esenciales, con 6.3 + 0.2 mg g* parala HP y 6.1 + 0.1 mg g* para la HSA. Estas
fuentes proteicas mostraron diferencias significativas (p<0.05) con el resto de las
fuentes. La HPH presenta la menor concentracion de AAs con un 2.0 + 1.0 mg g%,

sin embargo, no presenta diferencia respecto a la HCPS y HSC.

En el caso de la arginina, la HSA y HSC fueron las harinas que presentaron una
mayor concentracion tras la digestion, mientras que en lo que respecta a la lisina 'y
metionina, la HP y HSA fueron las harinas que presentaron una mayor

concentracion tras su digestion.

Tabla 4. Perfil de AAs libres de las fuentes proteicas después de digestion continua,
hidrolizadas con extractos enzimaticos acidos y alcalinos de estdbmago y pancreas

de atun aleta azul del Pacifico (Thunnus orientalis).

AALs HP (mg g') HCPS(mgg?) HSA (mgg?') HSC (mgg?') HPH(mgg?)
AAs esenciales
HIS 1.8+0.2° 0.2 +0.2% 2.3+0.17 0.1 +0.0¢ 0.5+0.2¢
ARG 1.0 £ 0.2 0.8 + 0.5 1.4+£0.18 1.4+£0.18 0.5+0.3°
THR 0.1+0.0° 0.5+ 0.7 0.1+0.0° ND 0.7 £0.02
VAL 0.4+0.17 0.2+0.1% 0.5+0.0% 0.2+0.0° 0.1+0.1°
MET 0.3£0.04 0.1 £0.0° 0.2+0.0° 0.1 +£0.0° 0.1 £0.0°
LYS 0.8+0.12 0.4+0.2° 0.6 +0.1° 0.4+0.1° 0.3+0.1°
ILE 0.4 +0.02 0.1+£0.1° 0.3+0.0° 0.1 +£0.0° 0.1 £0.0°
LEU 0.9+0.0% 0.3+0.1° 0.5+0.0° 0.3+0.0° 0.2+0.1°
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PHE 0.6 £0.1% 0.3+0.1° 0.2+0.0° 0.3+0.0° 0.1 £0.0°
Subtotal 6.3+£0.22 3.2+1.7° 6.1 +£0.1? 3.2+0.5° 20+1.0°
AAs no

esenciales

Acido aspartico 0.2 + 0.0% 0.2 +0.0% 0.3+0.12 0.1+0.0° 0.1+0.0°
Serina 0.2+ 0.0a 0.1+0.1b 0.2+0.0a 0.1 +0.0b 0.1 +0.0b
Acido glutamico 0.7 £0.02 0.3+0.1° 0.5+0.22 0.3+0.0° 0.2+0.1°
Glicina 0.2+0.12 0.0 £ 0.0° 0.1+0.0%® 0.1+0.0° 0.0 +0.0°¢
Alanina 0.9+0.0% 1.0+0.18 1.1+0.28 0.8 +0.0° 0.4+ 0.4°
Tirosina 0.4 +0.02 0.3 +0.2% 0.3+0.0° 0.4 +0.0% 0.2+0.1°
Subtotal 3.0+0.22 1.6 £ 0.8 2.9+0.02 20+0.1° 1.0x+0.7°

Otros
Taurina 2.2+0.02 0.7 £0.4° 2.1+0.12 1.0 +£0.0° 0.5+0.3°

Total 11.6 £0.52 5.6 + 2.9 11.1+£0.3° 6.2 +0.6° 3.5+2.0°

7.8Tiempo de hidroélisis 4ciday alcalina

La Figura 5 y 6, muestran el tiempo y la cantidad de acido o hidroxido de sodio
necesarios para el rompimiento de enlaces peptidicos de 8mg de proteina
provenientes de la HP, misma que sirvidé para evaluar el tiempo necesario que se
utilizara durante la hidrolisis acida y alcalina, de las distintas fuentes proteicas. El
rompimiento de enlaces peptidicos tiende a cero, indicando que por mas tiempo que
se guede la muestra en hidrélisis, no se conseguirda un mayor rompimiento de

enlaces ni un mayor grado de hidrolisis.

Este comportamiento se ve reflejado en la Figura 5 y 6, donde las curvas pasan de

tener una tendencia exponencial a una asintotica, siendo en el caso de la hidrdlisis
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acida que este punto se alcanza tras 870 s (14.5 min), mientras que en la hidrdlisis

alcalina el tiempo requerido para alcanzar este punto es de 1,156 s (19.3 min).

El tiempo O indica el momento en que fue agregado el extracto enzimatico a la

muestra tras haber roto la capacidad buffer de la HP.
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Figura 5. Tiempo de hidrélisis acido con HP y extracto enzimético de estbmago de
AAAP indicando en qué momento el rompimiento de enlaces peptidicos tiende a
cero durante la hidrdlisis acida.
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Figura 6. Tiempo de hidrdlisis alcalino con HP y extracto enzimético de estomago
del AAAP indicando en qué momento el rompimiento de enlaces peptidicos tiende
a cero durante la hidrdlisis alcalina.

8. Discusiones

La calidad proteica se determina de acuerdo con el contenido de aminoacidos
esenciales (AASE) y no esenciales (AASNE) presentes en fuentes que contienen
proteina, entre mayor sea la proporcion de AASE, se determinara como una fuente
de mejor calidad y, por ende, un mayor aprovechamiento por los organismos (Desai
et al., 2018). En este mismo sentido, los organismos destinados a la acuacultura
presentan una gran demanda de proteina con alta calidad en sus alimentos,
requiriendo inclusiones de proteinas en dietas formuladas desde 24 hasta 62 %
(Jannathulla et al. 2019; Hardy y Kaushiki, 2021).

Esta inclusién proteica de calidad y cantidad se obtiene comunmente de la HP, y
esto se da por las distintas caracteristicas premium que presenta esta harina, tal

como; su alta digestibilidad, buena palatabilidad, atrayente, algunos factores de
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crecimiento aun por conocer, ausencia de factores antinutricionales, vitaminas,
minerales, cantidad y calidad proteica (composicion aminoacidica) y a su contenido
de &cidos grasos poliinsaturados esenciales, tal como, ARA, EPA y DHA (Miles y
Chapman, 2006; Cho y Kim, 2010; Olsen et al., 2012; Macusi et al., 2023).

En los resultados obtenidos en el presente trabajo se observa que la HPH fue la que
presentd el mayor contenido proteico (80.7 %), seguida de HSAy HP (68.1y 65.5 %,
respectivamente). La HPH mostré un contenido mayor de AAsSE (Tabla. 3) con
respecto al resto de las harinas, pero no cuando es normalizado por el contenido de
proteina, mostrando un contenido normalizado (NC) de 0.47 en AASE. Esto

implicaria que no cuenta con calidad aminoacidica en sus proteinas.

En este mismo sentido, se ha demostrado que la inclusién de HPH por el remplazo
de HP, reduce el crecimiento en organismos carnivoros marinos (Yu et al., 2013;
Ren et al., 2020), debido a su baja digestibilidad y su bajo contenido de LYS, MET
y TAU; AAs que se han descrito como esenciales para las funciones fisiol6gicas
tanto de organismos acuaticos como de terrestres (Wu, 2009; Lin et al., 2011; Salze
y Davis, 2015), sobre todo para marinos carnivoros. Ademas, la HPH es rica en
queratina, una proteina que en su estado natural tiene poco valor nutricional, y que
ademas posee una baja digestibilidad en organismos acuaticos marinos (Poppi et
al., 2011).

Los contenidos de AAsSE de las harinas utilizadas en el presente estudio y su
normalizacion por el contenido de la proteina, nos muestra la calidad aminoacidica
en las fuentes proteicas, reafirmando que la HP es la fuente mas rica en AASE,
seguida de la HSA (NC; Tabla 3). Estos resultados son proporcionales a lo que se
ha observado en la sustitucion parcial de la HP por HSA, posicionando a la HSA
como un ingrediente con gran potencial en el remplazo parcial de la HP. Estas
respuestas han sido observadas también en juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), totoaba (Totoaba macdonaldi) y corvina amarilla
(Larimichthys crocea), (Badillo-Zapata et al., 2014 y 2016; Wang et al., 2023).
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La HSA ha sido utilizada de forma exitosa para reemplazar la HP hasta en un 55 %
sin presentar efectos negativos en crecimiento o en el perfil de AAs de cuerpo
completo, y con un coeficiente de digestibilidad aparente mayor al 79 %, esto segun
los resultados obtenidos por Hekmatpour y colaboradores (2018) en dietas

experimentales para el perciforme Sparidentex hasta.

De igual forma, en el mismo trabajo presentado por Hekmatpour y colaboradores
(2018), se mostré que la dieta con mayor inclusion de HSA presentd una mayor
eficiencia de retencion de AAs esenciales que la dieta sin inclusion, y al observar la
Tabla 4 del presente trabajo se aprecia que estas dos harinas son las que
presentaron el mayor contenido de AAs esenciales posterior a la hidrdlisis con

extractos enzimaticos de AAAP.

El reemplazo de HP con HSA también se ha probado en dietas experimentales para
peces marinos carnivoros como el mero jorobado (Cromileptes altivelis), Shapawi y
colaboradores (2007) mencionan que es posible sustituir mas del 50 % de la HP con
HSA en las dietas destinadas a este pez, un hecho que resulta de gran relevancia
debido a que el mero jorobado, es un pez que requiere altos niveles de inclusién
proteica en su dieta y que ademas es de lento crecimiento. Estos autores también
mencionan que la razén por la que otros trabajos podrian sugerir un nivel de
sustitucion de HSA por HP mas bajo, podria estar directamente relacionada con la

calidad de los subproductos utilizados para hacer la harina examinada.

Una de las diferencias mostradas en el perfil de AASE de la HP y HSA es el
contenido de ARG, este aminoacido que se ha descrito como uno de los principales
estimuladores para la hormona de crecimiento, sintesis de proteina y poliaminas en
peces, tal como; hibrido de cabeza de serpiente (Channa maculata ¢ x Channa
argus &), lobina manchada (Lateolabrax maculatus) carpa (Cyprinus carpio) y mero
hibrido (Epinephelus fuscoguttatus @ x Epinephelus lanceolatus &) (Wan et al.,
2006; Wu et al., 2018; Hoseini et al., 2019; Cheng et al., 2021; Li et al., 2022). Por
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tal motivo, este elevado contenido de ARG, podria ser una de las contribuciones
esenciales que ofrece la HSA y su sinergia con la HP, incrementando el crecimiento.
De manera particular, esto se ha presentado en distintos organismos, tal como
totoaba (Totoaba macdonaldi), juvenil de lobina blanca (Morone chrysops), juveniles
de besugo negro (Acanthopagrus schlegelii) y juvenil de dorada (Sparus aurata),
(Badillo-Zapata et al., 2016; Sabbagh et al., 2019; Irm et al., 2020; Rawles et al.,
2022).

Otro elemento por el que la HP es ampliamente utilizada y apreciada, es por su
cantidad y calidad de acidos grasos esenciales que posee, mismos que impactan
de manera positiva en la fisiologia de los organismos, incrementando el crecimiento,
desarrollo y reproduccion de los peces, ademas, resulta una fuente potencial de
energia metabdlica, la cual parte de la oxidacion de estos acidos grasos (Tocher,
2003). En el presente trabajo, la HP fue el ingrediente que mostré la mayor cantidad
de PUFAs (acidos grasos poliinsaturados), siendo superior en un 200 % en

contenido en comparacion con el resto de las harinas.

En particular, la HP fue la Unica fuente proteica en mostrar contenidos en ARA, EPA
y DHA (Tabla 2), esto se le puede atribuir a la cadena tréfica que se presenta en los
pelagicos menores, los cuales son la materia prima para realizar la HP (Cashion et
al., 2017). Los pelagicos menores como la sardina, anchoveta, macarela, entre
otras, son organismos filtradores de fitoplancton y zooplancton, mismos que se han
descrito como los productores primarios y que a su vez, presentan las rutas de

sintesis de dichos acidos grasos (Alder et al., 2008).

En este mismo sentido, se ha determinado que los acidos grasos esenciales, tales
como; ARA, EPA y DHA, son ampliamente necesarios para mantener un equilibrio
en los procesos fisiolégicos; tal como la fluidez de membrana, misma que
incrementa a medida que incrementan las concentraciones de los omega-3 (EPA 'y

DHA). También se ha descubierto que los PUFAs marinos omega-3, tienen efectos
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beneficiosos contra varias enfermedades, incluyendo cardiovasculares, mentales,

inflamatorias, obesidad, entre otras (Ruxton et al., 2004).

En lo que respecta a la digestibilidad In Vitro, el método de pH STAT es ampliamente
reconocido Yy utilizado para evaluar la prediccion de la digestibilidad proteica (grado
de hidrdlisis) de las distintas fuentes que se requieran incorporar a un alimento
balanceado en los distintos seres vivos (Eggum et al., 1989; Dimes et al., 1994;
Pefa-Marin et al., 2016; Barreto et al., 2023). En los resultados obtenidos en este
experimento para el grado de hidrolisis acida (GHsAc), se observé que la HP
presentd el mayor porcentaje de GHsAc, seguido de la HSC, HCPS, HPH y por
altimo la HSA, siendo estos resultados visibles en la Figura 1. En este mismo sentido,
también se ha demostrado y mencionado que la digestibilidad “In vivo” puede llegar
a diferir drasticamente de los resultados productivos de la especie (Cuenca-Soria et
al., 2013; Pefia-Marin et al., 2016; Badillo-Zapata et al., 2023). Sin embargo,
todavia no es entendible el porqué se difiere de lo encontrado en una digestion In
Vitro.

Los resultados obtenidos en la digestibilidad In vitro de la harina de pescado (HP) y
la harina de subproducto de ave (HSA) son consistentes con resultados obtenidos
y reportados por Castillo-Lépez y colaboradores (2016), quienes encontraron que la
HP presentdé una mayor hidrélisis en comparacion con la HSA. Sin embargo,
Roman-Gavilanes y colaboradores (2015) reportaron que la harina concentrada de
proteina de soya (HCPS) mostr6 un grado de hidrélisis (GHs) superior al de la HP.
Segun estos autores, la HCPS podria ser un mejor sustrato proteico para las
enzimas, lo que podria estar relacionado con diferencias en la fuente de soya y su
contenido proteico. En su estudio, utilizaron una HCPS con un 41 % de proteina
cruda, mientras que en el presente trabajo se empled un aislado proteico de soya
(HCPS) con un contenido de proteina del 64 % (Tabla 1). Ademas, es relevante
destacar que ambos estudios utilizaron pepsina porcina como fuente de enzimas
acidas y extracto pancreatico de AAAP como fuente de enzimas alcalinas,

asegurando asi una metodologia comparable para la evaluacion de la digestibilidad.
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Tomando este ultimo punto, Grabner (1985); Cruz-Suarez y colaboradores (2008) y
Garcia-Gomez (2009), han ratificado que las enzimas comerciales de grado
analitico son constantes en su actividad enzimatica de proteasas totales (AEP), y
gue las enzimas obtenidas de animales terrestres (como el cerdo) no pueden usarse
como base para predecir la digestion de proteina en los estudios dirigidos para
digestibilidad en peces. Esto se atribuye a que los tiempos de digestion,
temperaturas de activacion, mecanismos de accion, rangos de pH, sensibilidad a
inhibidores y otros factores, suelen ser diferentes entre especies de diferentes

grados taxonomicos.

Por otro lado, la digestién acida o el rompimiento de enlaces peptidicos que se
presenta en el estbmago esta influenciada principalmente por la enzima pepsina,
misma que rompe los enlaces en los aminoé&cidos terminales de PHE, TRP y TYR
(Hardy y Kaushik, 2022). Sin embargo, en este trabajo no mostr6 una tendencia de
GHsAc con respecto a los contenidos de los AAs en las fuentes proteicas. Esto
pudiera deberse a las isoformas que pudieran presentarse en el AAAP, donde se
han descrito cinco isoformas distintas para peces en general, tipo A, B, F,
Gastricsina y Quimosina, siendo todas ellas, endopeptidasas (Oliveira et al., 2014).

De manera general se han realizado distintas investigaciones respecto a la
digestibilidad In Vitro con organismos acuaticos, observando una gran variabilidad
en los resultados obtenidos. De manera puntual, se sabe que hay variaciones entre
laboratorios y técnicas, fisiologia digestiva, talla, sexo, temperatura, salinidad, etc.
Aunado a ello, se ha descrito a esta técnica como de aproximacién para el uso de
ingredientes, y que su relacion con la digestibilidad In Vivo, puede variar
drasticamente, obteniendo modelos de regresion lineal desde 0.5 hasta 0.90. Esto
se ha observado en estudios realizado con pargo flamenco (Lutjanus guttatus),
ciclido maya (Cichlasoma urophthalmus), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
cobia (Rachycentron canadum) y tilapia (Oreochromis niloticus), (Cuenca-Soria et
al., 2013; Yasumaru et al., 2014; Pefia-Marin et al., 2016).

41



En el caso de los resultados de grado de hidrdlisis alcalina (GHsAK), se observa que
la HPH y la HP presentan mayores porcentajes comparados con los bajos
porcentajes de las HCPS, HSA y HSC, presentando estas ultimas harinas valores

similares sin diferencias estadisticamente significativa (p<0.05).

Para el caso de la HCPS, un bajo GHsAk posiblemente se deba a la presencia de
factores antinutricionlaes propios de esta harina, tales como algunos inhibidores de
tripsina y quimiotripsina, inhibidores que en un estudio realizado por Alarcén y
colaboradores (1998) mostraron entre un 40-50 % de inhibicion en proteasas
alcalinas en dorada (Sparus aurata) y dentdon comun (Dentex dentex); de igual forma,
estas dos enzimas suelen romper los enlaces peptidicos formados por lisina,
arginina y/o fenilalanina, y segun lo mencionado por Alarcon y colaboradores (2001)
la HCPS es deficiente en estos AAs, y aunque en el presente trabajo la HCPS no
fue el ingrediente con menor proporcion de los AAs libres ya mencionados, tampoco
destaca por poseer concentraciones altas respecto al resto de las harinas. Ya que
en la Tabla 4 se observa que los AAs libres disminuyen hasta un 50 % comparado
con la HP y HSA, un comportamiento que la HCPS también comparte con la HSC.
Por tal motivo y basandonos en los grados de hidrélisis y aminoéacidos libres, se

sugiere no utilizar HCPS en formulaciones para AAAP.

La HPH es baja en metionina, lisina, histidina y triptéfano, tal y como lo sefialan
Papadopoulos y colaboradores (1985), y como queda demostrado en la Tabla 3, la
HPH no destaca por tener altas concentraciones de los primeros tres AA ya
mencionados, siendo la harina con menor concentracion de metionina y lisina.
Retomando lo mencionado por Alarcon y colaboradores (2001) en el parrafo anterior,
se deduce que tras la digestion de la HCPS y la HPH, no se logré tener un
rompimiento de enlaces peptidicos que permitieran una alta concentracion final de
AAs libres; esto se ve respaldado por los resultados que se muestran en la Figura
4, donde se observa que la HCPS y la HPH fueron las harinas con mayor cantidad

de proteina soluble.
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Esta alta concentracion de proteina soluble indica la presencia de péptidos de un
tamafio mayor a los AAs libres, los cuales no terminaran siendo absorbidos por los
enterocitos o su absorcidn serd menos eficiente, dado que como lo menciona
Lemme (2010), los AAs libres son absorbidos mas rapidamente que aquellos que

se encuentran unidos a una proteina.

Al analizar en conjunto todos los datos obtenidos tras los analisis realizados en este
trabajo, los cuales incluyen proximales, GHsAc, GHsAKk, proteina soluble y AAs
libres, no parece haber un patrén definido o algun indicador obvio que muestre si
alguna de las harinas analizadas en el presente trabajo es capaz de sustituir de
forma total o parcial a la HP en la elaboracion de dietas destinadas a peces marinos
carnivoros. Sin embargo, haciendo un analisis mas detallado se puede observar
que en realidad, una de las harinas muestra potencial para sustituir al menos de

forma parcial a la HP.

Los GHsAc y GHsAk nos indican la cantidad de rompimientos de enlaces peptidicos
gue hubo durante el proceso de digestion In Vitro, sin embargo, es el analisis de
proteina soluble el que nos permite conocer cuantos AAs libres fueron liberados
durante este proceso, siendo estos ultimos los componentes que los enterocitos
pueden absorber con mayor facilidad. Usando esto como base, se observa que la
HCPS y la HPH presentan la mayor cantidad de proteina disuelta después de la
digestion, registrando casi el doble de ug mL* de proteina disuelta que la HP, con

lo que se considera que son harinas con una baja digestibilidad.

Por otro lado, la HSC es la harina con menor concentracion de proteina disuelta de
todas las harinas muestreadas, no obstante, cuando se revisa la cantidad de AAs
libres que presenta la HSC tras la digestion In Vitro, se logra apreciar que la HSC
posee casi la mitad de los AAs esenciales registrados en la HP, lo que implicaria un
severo déficit de AAs esenciales si se pretendiera usar la HSC como sustituto de
HP.
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De esta manera, se logra observar que la HSA es la unica harina que presenta un
potencial para sustituir a la HP en la elaboracion de alimentos destinados a peces
marinos carnivoros, esto debido a que presenta un perfil mas balanceado que el
resto de los ingredientes examinados, mostrando una cantidad de proteina similar
a la HP, una concentracion de PUFAs mayor a cualquier otra HSPt, y una
concentracion de proteina disuelta y de AAs libres que estadisticamente no varia de

los resultados mostrados por la HP.
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. Conclusiones

e No se encontré una relacion directa entre los grados de hidrolisis acidos
(GHsAC) y los grados de hidrolisis alcalinos (GHsAK), comparados con los
AALs, por lo que no deben considerarse como pruebas definitivas para
evaluar el aprovechamiento de las fuentes proteicas en organismos
carnivoros marinos.

e Laimplementacion de un proceso de digestion continua y la cuantificacion de
AALs proporcionan un entendimiento mas completo sobre el
aprovechamiento potencial de las fuentes proteicas, permitiendo determinar
su idoneidad en alimentos formulados para peces carnivoros.

e La harina de pescado (HP) analizada demostro el mejor desempefio tanto en
el GHsAc, como en el contenido de AALs. Esto confirma que la HP es una
fuente proteica de alta calidad y adecuada para su uso en alimentos
destinados al atun aleta azul del Pacifico (AAAP).

e Por su parte, la harina de subproducto de ave (HSA), aunque no mostré altos
grados de hidrdlisis, logré replicar gran parte del contenido de aminoacidos
libres de la HP durante la digestion continua. Esto sugiere que la (HSA puede
considerarse un analogo funcional de la harina de pescado (HP) y, por ende,
es viable para su inclusion en dietas formuladas para el atun aleta azul del
Pacifico (AAAP).

e En el caso de la harina de concentrado proteico de soya (HCPS), se observé
el mayor contenido de proteina soluble (>200 pg mL?). Sin embargo,
presentd una reduccion del 50 % de AALs, lo que limita su potencial uso
como fuente proteica en concentraciones elevadas para el atun aleta azul del
Pacifico (AAAP).

e Finalmente, aunque la harina de pluma hidrolizada (HPH) mostré un alto
contenido de proteina total (80.7 g 100 g?), presentd el menor contenido de

AALs tras la digestion continua. Esto la clasifica como una fuente proteica de
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baja calidad, por lo que no se recomienda su uso en alimentos balanceados

para el atun aleta azul del Pacifico (AAAP).

10.Recomendaciones

e Incrementar 2 kg de metionina y 4 kg de lisina por cada tonelada de harina
de subproducto de ave (HSA) con 68 % de proteina cuando esta se incluya
en la elaboracion de alimentos balanceados, con la finalidad de igualar los
contenidos de AAs esenciales libres y mejorar el desempefio productivo del
atan aleta azul del Pacifico.

e Enriguecer con &cidos grasos poliinsaturados (PUFAs) los alimentos
balanceados que utilicen una fuente de proteina distinta a la harina de
pescado (HP), dado que no hay un ingrediente que por si mismo iguale la
cantidad de PUFAs presentes en la HP.

e Alrealizar ensayos enzimaticos, utilizar extractos enzimaticos del organismo
a estudiar, evitando en lo posible el uso de enzimas de grado analitico o de
organismos filogenéticamente distantes.

e Evitar la inclusion de harina de pluma hidrolizada (HPH) y harina de
concentrado proteico de soya (HCPS) en dietas de peces marinos carnivoros,

principalmente debido a su baja digestibilidad.
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