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La presente obra de carácter investigativo, pretende-

alcanzar

1. La obtención de harina como etapa primaria e investigar -

el comportamiento físico químico de los subproductos aví-

colas.

2 Obtención de substancias hidrolizadas que sean de menos -

complejidad y por lo tanto más digeribles para la alimen-

tación de los animales.

3. Posibilidad de separar las substancias no protéicas con
el fin de obtener concentrados de aminoácidos que puedan-

utilizarse como complemento o suplemento alimenticio.

i Utilizar materias primas no comunes que en el futuro in -

dustrial puedan suplir las necesidades de ingredientes a-

limenticios.

II

vi



I, JLLiLQ...P. u Q Ç I 012*** ************e ******

Las proteínas tienen un significado particular en Bio

logia desde el momento en que constituyen uno de los compo.

nentes indispensables de la materia viviente. Es necesario-

recordar que los organismos vivientes también contienen hi -

dratos de carbono , y lípidos, frecuentemente en mayor canti -

dad que proteínas. Por ejemplo, las plantas verdes, que son

bastante pobres en proteínas, son ricas en celulosa, que es-

un hidrato de carbono. Sin embargo, hay diferencias esencia

les entre las proteínas y la mayoría de los otros componen

tes celulares.

Las proteínas, como su nombre lo indica (del griego *

PPOTOS, lo primero), han sido consideradas durante muchos a-

ños como el componente primario de la materia viviente. Ha—s

ta mucho más tarde no se reconoció la gran importancia de -

los ácidos nucleicos y han constituido materia de discusión-

a lo largo de la última década.

Dentro de la alimentación humana y animal, las prote

nas son consideradas como base primordial por los requeri

mientos de los organismos para con estos polímeros. En lo

que respecta a la alimentación animal en particular, la for-

mulación de raciones gira :1rededor de costos, que los dan -

justamente las proteínas; por esta razón se han realizado e

tudlos científicos con el fin de investigar las necesidades

protéicas de los animales según la función que desempeñen.

Las fuentes de proteína son la totalidad de las mate-

rias orgánicas y algunas inorgánicas. ;Las cantidades varían

vii



de una substancia a otra especialmente respecto a los orga

nismos vegetales que contienen cuantitativamente menores ca

tidades que los organismos animales.

Una de las fuentes de importancia por el contenido de

materia protiCa es justamente la de origen avícola. Las -

plumas, picos, uñas y piel de los tarsos se consideran como-

subproductos del faenado de broilera y se constituyen en ri-

cas fuentes de proteína. Estas materias muchas de las veces

son desechadas y en otras oportunidades, especialmente en -

nuestro medio se depositan en los campos para darle utilidad

como fertilizantes. Más práctico resultaría que las empre -

sas industriales del faenado de broilera, que obtienen gran-

des cantidades de estos subproductos, sometan a procesos de-

adaptación para múltiples usos en los cuales se aprovecharía

mejor su contenido no solamente de proteínas sino también su

poder energótico, minerales y algunas vitaminas. Una de las

utilidades que se pueden dar es precisamente en la alimenta

ción del ganado y aves, considerándolo como complemento o s

plemento en la formulación de raciones alimenticias.

La presente obra de carácter investigativO va encami-

nada a averiguar las características físicas y químicas de -

estos subproductos; luego conociendo el alto contenido de

proteínas, determinar el grado en que pueden hidrolizaras en

medios ácidos y alcalino Y conocer el grado de solubilidad y

degradaci6ll para poder recomendar el uso en fines alimenti -

cloe. La degradación hidrolítiCa está controlada volumétri-

camente, valorando muestras con ácido y base respectivamente.

posteriormente se investigan los métodos y técnicas de sepa-

ración y purificación de las materias con alto contenido e»-
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proteinas, aplicables al laboratorio químico, en afán de con

seguir substancias purificadas que servirían cor&o supleneii

tos en la alimentación animal.

,Finalmente la presente obra recomienda el USO de los-

subproductos de origen avícola para la formulación de racio-

nes alimenticias, tomando como base el alto contenido de pro

temas y su eficiente poder energético.

ix



CAPITULO 1

CONSTITUCION DE LAS PLUMAS

Y MATERIAL CORNEO
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1.1. CAPACTEPISTICAS FISICAS Y UIMJCAS D LAS

Son formaciones de cólulas muertas muy queratinizadas

y mineralizadas. En las aves adultas se diferencian las pi

mas, el plum6n y las filiplumas.

Cada pluma consta de un eje en el que 80 disingUe U-

na parte inferior hundida en un folículo, llamado cañón o

lamo y una parte superior o raquis (igura 1.1).

En el interior del raquis se encuentra un tejido que-

ratinizado o m6dula, a cada lado del raquis hay una serie de

barbas paralelas cuyo conjunto constituye el vexillUm o es-

tandarte. Cada barba a su vez está provista de numerosas -

barbillas, que se relacionan entre si por delgadas barbice-

las en forma de gancho.

En el punto de unión del raquis con el cálamo, existe

un ombligo superior y a sus lados se localiza un segundo es-

tandarte en forma de plua6n o hiporaquis.

Las plumas se insertan en el cuerpo, según áreas de-.-

terminadas (pterilaa) separadas por otras zonas desprovistas

de plumas (apterias).

Las plumas se llaman tectrices cuando cubren el' cuer-

po, remiges cuando se insertan en las alas y rectrices o ti-

moneras cuando forman la cola.

El plumón está formado por un cálamo o un raquis, re-

ducidos, y por unas parbas largas y flexibles 
desprovistas -

de barbas pero si posee barbillas cortas; lo tienen los Po—

lbs al nacer y algunos adultos debajo de las plumas (figl.2)



barbillas
-_- barbas

Cálamo

Hiporaquis	 Raquis
Ombligo superior

Ombligo inferior

Fig. 1.1. Partes de una pluma

vistas a gran -

aumento.

Fig. 1,2. Plumón visto

a gran aumento.

Fig. .3. Filiplumas
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Las filiplumas presentan un largo raquis con algunas-

barbas y barbillas en su extremo (fig. 1.3). Crecen en gru--

pos y estan distribuidas por toda la superficie del cuerpo.

/	 El color de las plumas varia mucho de una especie a

tra. Todo pájaro tiene a lo largo de Su vida, tres tipos de

plumaje: PLUMO, PLUMAJE JUVENIL y PLUMAJE ADULTO.

El plumaje adulto suele ostentar, en algunas especies

una diferenciación de carácter sexual. Es el plumaje demoml

nado nupcial.10

1.1.1.	 La determinación de humedad ea una muestra-

nos da a apreciar el valor cuantitativo de-

agua y materia seca, Para aplicar el proceso (anexo 1) 9 las

plumas se debieron convertir en harina, y de esta forma ad..-

quirir un valor más exacto y en menor tiempo.

Una vez recogidas las plumas, inmediatamente después-

de la faena de pelado (proceso mecánico, en el camal avicola

El Valle) se las l&í6 y dej6 bajo la acción de los rayos so-

lares para eliminar el exceso de agua; posteriormente se las

sometió a la molturación,

La harina de pluma ea de un color blanco tendiente -

al crema (depende de la raza del broiler), muy liviana y yo-

luminosa; los raquis dan una harina distinta a la que produ-

cen las barbillas que más bien se agrupan formando grumos s

mejantes a algodón y con un olor caracteristico.

El valor obtenido ea e]. de 8 9 82 % de humedad y un co

tenido dé materia seca del 91 9 18 %.
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1.1.2.
	 El cálculo de cenizas (anexo 2) es otro de —

los análisis que nos sirven para averiguar —

los caracteres de una substancia. Utilizando nuestra moltur

da y carente de grasa (anexo 5), después de aplicar el proce-

so se obtuvo que la harina de plumas posee el 2,96 % de ceni-

zas, lo que nos da a entender que esta substancia contiene —

componentes químicos como: óxidos, carbonatos, fosfatos y su

fatos minerales,

1,1.3, PRQTEIN. La determinación de proteínas, a base del-

cálculo de nitrogeno total, es el análisis

de mayor importancia de acuerdo a los fines investigativos de

la presente obra. Trabajando con muestra molturada y des —

grasada y aplicando la técrilcaXieldahi 80 obtuvo e 80,69%-

que se considera un valor considerable de proteína bruta.

Ya en el proceso mismo de determinación de Nitrógeno —

total, al apreciar los continuos virajes del indicador en la-

recepción del destilado hace suponer la alta cantidad de ni--.

trógeno y proteínas.

Según fuentes de informaciór las plumas	 un-

proceso de hidrolizado contienen •. alrededor d4 75 % de

tema digerible; esto hace suponer que es una fi'iate—ric^a y —

aprovechable en la alimentación animal.

1.1.4, AZUFRE. El azufre en la harina de plumas se encuentra

formando los aminoácidos sulfurados como son-

la metionina y la cisteina y se determina precipitándolo com-

el acetato de plomo en forma de sulfuro de plomo (anexo k).

Si el contenido de proteína es alto también posee la —

harina de plumas alto contenido de aminoácidos sulfurados ,y —
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desde este punto de vista el valor obtenido que corresponde -

al de 0,1+6 %, se considera razonable y da lugar a suponer que

la harina de piumasjuede servir como una fuente de estos amj,,

noticidos y que podrian aportarse a los animales en las racio-

Des.

El azufre es un mineral necesario para la síntesis de-

loe aminoácidos que-10 contien.en.1+

El azufre es un mineral necesario especialmente en el-

ganado rumiante y tiene que ver con la foraaci6u de la piel y

la lana.

1 • 2. CARA QPISTF	 Q YllÇAZ_i_QQ'

Se considera como material c6rneo en las aves al pico-

las uñas, que son formaciones queratinizadaa con caracterist.

cas propias en la especie avícola; y la epidermis o piel de

loe tarsos que son más bien escamas y sus caracteri8tiCae son

diferentes a las plumas, picos y uñas.

1,2,1. jÇQX_J. La piel,	 1rededor de cada mandíbula * -

se endurece mucho y forma una especie de

estuche córneo o ranfoteca.

Las puntas y los bordes del pico BOU las partes más d

ras. Los orificios nasales se abren en la parte anterior de

la ranfoteca. En las aves en general la forma del pico varia

de acuerdo al r6gimen alinientiCio.10

Las uñas o garras son consideradas como escamas espe--

cializadas, la mayoria de las aves las tienen encurvadas en -

forma de gancho. En su parte dorsal son más gruesas. En los

machos se localiza el tarso-metatarso, una garra c6rnea que -
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también se denomina espol6n.10

Después de la faena de pelado de los broilere (mecan

zado), las uñas quedan impregnadas a la piel de los tarsos-

los picos deberán desprenderse de las cabezas con instrumen'

tos cortantes, lo que permite que contenga cierta cantidad -

de hueso y material cárnico,

1.2,1,1. HUME. En los dos casos, picos y uñas respectiV

mente, se debió transformaren harinas; -

de ahí que la humedad la denominaremos de harina de picos y-

de uñas.

Las uñas únicamente necesitan desprenderse de la piel

de los tarsos; pero los picos para prepararlos para los aná-

lisis, inclusive antes del proceso de molturación deben soma

terse a un ligero calentamiento en agua para eliminar los -

restos cárnicos que se hallan adheridos y que alteraría  loe

valores cuantitativos de los respectivos análisis; pero se -

debe considerar que estos subproductos, caso de usarlos en -

fines alimenticios no haría falta la eliminación de los res-

tos cárnicos.

Los valores obtenidos son el 878 % de humedad y un

contenido de materia seca del 91 922 %, esto en lo que corren

ponde a los PICOS; para las uñas corresponden los valores de

8 906 % de humedad y 91,94 % de materia seca.

1.2.1.2. CENIZA. Los valores obtenidos de ceniza en las b

rinas de picos y uñas son 3 9 2 % y 3,96 %

respectivamente, valores que indican que también estos aubpo

ductos poseen óxidos, carbonatos, fosfatos y sulfatos minera-



los. El valor de las cenizas en 108 picos 08 ligeramente más

alto que las plumas y que la piel de los tarsos en raz6n de-

que los picos salen con una porción ósea dependiendo de la

precisión de corte al momento que se lo desprende de la cabe

za.

1.2.1.3. QIENS. La harina de uñas tiene el 81,12 % de -

proteinase es decir un valor tan alto -

como la harina de plumas; mientras que loe picos poseen Un -

valor menor (33 9 12 %) que se atribuye a que el pico no solo-

se compone de material córneo sino también de cierta canti--

dad de hueso que disminuye notablemente el contenido de pro-

temas y aumenta ligeramente el contenido de cenizas.

Si nos referimos-específicamente al valor 
de proteína

en los picos debe consideraras que el valor ea bajo en rela-

ción al contenido de las plumas y uaa, pero si relacionamos

este valor con substancias orgánicas de distinto origen, re-

sulta bastante conaider&b15 no . desechándose la posibilidad -

de que pueda utilizares con fines industriales.

1,2.14. ]LE, Una vez aplicado el proceso de determina--

ción del azufre(afleXO k) se obtuvieron va-

lores como son 0 9 2054 % para la harina de picos y el 0,2909-

el porcentaje para la harina de ufias.

Prácticamente todos los alimentos contienen más del -

0 0 1 % de azufre. Sin embargo el pasto maduro y el henifica-

do tienen poco azufre y no subministran las cantidades ade--

cuadas para el rendimiento óptimo de los animales -4

Los valores obtenidos en los análisis de cantidad de-



azufre nos da a entender que las harinas en mención poseen--

mayor cantidad que muchos otros alimentos, especialmente los

de origen vegetal,

1,2.2. EPIDERMIS
	 Todas las aves poseen

las patas cubiertas -

de escamas, de origen epidérmico.10

La piel de los tarsos se desprende de las patas al mi,

mo tiempo que las plumas por la acción del agua a alta tempe-

ratura. La harina de piel de los tarsos posee un color que -

fluctúa entre el blanco crema al amarillo, este particular d

pende del grado de pigmentación de las aves de acuerdo a cier-

tos factores como la raza y tipo de alimentación; al igual -

que la harina de plumas, es liviana y voluminosa.

1,2.2.1. HUMEDAD. La cantidad de agua contenida en la harina

de la piel de los tarsos es de 9 902 % e in

dica que el contenido de materia seca es de 90,98 %, utiliza

do el mismo proceso que para las otras substancias analizadas

en la presente investigación.

1,2,2.2, CENIZAS. El valor de las cenizas en la epidermis o-

piel de los tarsos es de 2,84 , que es un

porcentaje menor en relación con las plumas, picos y uñas; p

ro en igual forma nos indica 5U contenido de ciertos compuse-

tos minerales.

PP0TEfliÁ. Según la técnica kjeldahl las proteinas-

en la epidermis de los tarsos está en -

52,33 %, valor inferior comparado con el de las plumas y uñas

y superior al de picoso De igual forma es una cantidad alta
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en relación a otras substancias destinadas a la alimentación.

1.2.24. AZ1J1. Se ha demostrado que la deficiencia de az

fre no solo afecta la digesti6n de la cela

losa y las proporciones de ácidos volátiles, sino que retra-

sa también la conversión de lactatos a propion.atos por 
los -

microbios del rumon.3

La piel de los tarsos contiene el 0 9 1+722 % de azufre-

y podría considerares como una fuente de aminoácidos sulfura

dos y podría ser utilizado como suplemento alimenticio para-

animales, preferentemente ganado mayor; es decir es un reau

tado que nos puede llevar a conclusiones de mucho provecho -

especialmente en la industria de la formulación y prepara- -

ción de raciones.



CAPITULO II

HIDROLISIS DE LAS FROTEENAS



Antes de entrar al estudio del proceso de la hidróli-

ele, haremos un enfoque acerca de las proteínas.

Los albuminoIdes, proteínas o prótidos, 80U substan -

cías naturales nitrogenadas formadas por condensación de un -

número grande de molculaa de loa llamados aminoácidos.

Las proteínas forman, después del agua, la parte más -

Importante de los tejidos y humores animales y figuran en el-

organismo humano en la proporción de ¿:.lrededor del 16

también aunque en menor proporción se encuentran en los teji-

dos vegetales. La Importancia que siempre se le asigna en la

constitución del protoplasma celular, motivé el nombre de pr

teínas o prótidos, del griego "Proteioa" que significa lo prj

mero o lo fundamental.

De la misma definición que hemos dado se deduce que -

los prótidos deben contener C, 99 O y N; muchas proteínas po-

seen además azufre; en las llamadas nucleoproteinas se encuea

tra el fósforo; y en otras muy pequeñas cantidades de yodo, -

bromo, hierro, manganeso, magnesio, etc.2

Proteína, que: significa como ya se dijo de 'primera i

portancla" es la palabra apropiada para designar a este polí-

mero complejo de aminoácidos, que se encuentra en todas las -

células, está implicado en la mayoría de las reacciones quíi4,

cas vitales en el metabolismo de las plantas y los animales.

Las proteínas forman una importante estructura de los

tejidos blandos del organismo de los animales, tales como los

músculos, tejido conjuntivo, colágeno, piel, pelo, pezuñas, y

en las gallinas, plumas, uñas y parte córnea del pico.
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Las proteínas de la sangre, albúminas y globulinas,

yudan a mantener la homoestasis, a regular la presión osmótj,

ca, actuando como un suministro de "reserva" de aminoácidos-

además de tener otras muchas funciones. En la coagulaci6n -

de la sangre están implicados el fibrinógeno, tronbGplastina

y otras varias proteínas. También se encuentra en la sangre

la proteína conjugada hemoglobina, que lleva oxigeno en las-

células, y las lipoproteinas, que transportan las vitaminas-

solubles en grasa y otros metabolitOs grasos. 11

"Aunque todas las proteínas en un animal-
o en los piensos se refieren colectivane
te como "Proteína't , cada proteína "per se"
difiere de todas las demás.

Es la sucesión específica de amim
ácidos y la manera en la cual las cadenas
de aminoácidos están conectadas unas con-a
otras,lo que determinan las propiedades
individuales fisico-quimiCa$ de cada pro-.
teína y, por ello, su función biol6gica"1

Sabemos que las proteínas abastecen al organismo un

complejo de aminoácidos específicos; cuando se incluye las -

proteínas en una ración alimenticia, lo que hacemos es apor-

tar determinados aminoácidos y como las proteínas completas-

son pocas, y las pocas que hay son muy caras.

El valor biológico de una proteína se expresa con un -

número que indica la relación entre el N que detiene el orga-

nismo y el N absorvido con el alimento, en otras palabras nos

indica el rendimiento o utilización drástica de una proteína.

Ejemplo, cuando decimos que el valor biológico de la leche es

88 para el crecimiento, significa que el 88% de las proteínas

digeribles de la leche, el organismo las emplea para las sin-

a eeafl wa aea

1. La Hacienda, // 3, Mayo/Junio,198l, pág. kO.
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tesis celulares y el consecuente c±ecimiento.17

Cuando se trata de investigar la existencia de proteí-

nas, se realizan experiencias, como por ejemplo la reacción -

del biuret, que se efectúa añadiendo diaoluCi6fl diluida de -

sulfato de cobre a una disOlUCiófl fuertemente alcalina de pr

telna, produce un color violeta purpúreo. Como todos los po-

lipéptidOs dan la misma reacción, se considera que es debida-

a los enlaces péptidOs, -CONH- 1 en la molécula de proteína, -

se supone se forma un complejo en el que el ión cobre se coo

dina con el enlace péptido para formar un anillo que contiene

cobre y el cual tiene probablemente la estructura (1) 9 u otra

similar correspondiendo a un compuesto de coordinación.

HO\

,Cu -Q1
/

OC

(1)

A bajos valores de pH el ión cúprico se coordina tam-

bién con los grupos carboxilO y a valores de pH más altos con

los grupos amínicos de las proteínas. Se usa frecuentemente-

la reacción del biuret para la determinación cuantitativa de-

las proteínas en el suero sanguineo. Sin embargo no es muy -

sencible, con lo que una reacción negativa no indica la ause

cia de proteinas

Las proteínas son precipitadas por medio de las sales-

de los metales pesados (Cu, Pb, Hg., Fe), por una serie de ác,

dos orgánicos incluyendo el ácido tricloracéticO, el ácido -

salicilsulfónico y el ácido pícrico, y también por ácidos co..
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loidalea (por ejemplo el ácido wolfrámico, ácido tánico) y b

sea (hidróxido férrico). Estos precipitantes no pueden ser -

usados en general para la preparación y precipitación de pro-

teínas puras, porque muchas proteínas se desnaturalizan par

acción suya. Sin embargo se han preparado proteínas nativas-

también a partir de sus compuestos por acci6n de cinc, dado -

que el cinc, en forma de sales, se añade a las disoluciones

de proteínas cuidadosamente y evitando un exceso. Si se usa-

exceso de reactivos precipitantes, la mayoría de las protel--

nao se precipitan cuantitativamente. Este método tiene mucha

utilización en los laboratorios clínicos durante la desprots

nización de los líquidos biológicos. En la determinación -

cuantitativa de proteínas en el suero sanguiiieo y en fluidos-

similares y en las pruebas cualitativas para poner de mani

-fiesto la presencia de proteína en la arma y en otros líqui-

dos biol6gic08.6

Aún cuando se muy difícil separar la proteína desnatu-

ralizada precipitada de los agentes precipitantes antes men--

donados, la proteína puede ser obtenida fácilmente en un es-

tado desnaturalizado por coagulación * por el calor o mediante

el método Sevag, en el cual la proteína es desnaturalizada e-

insolubilizada por agitación con cloroformo y con alcohol ami

lico u octanol.6

En la determinación cuantitativa de las proteínas, el-

precipitado obtenido por los reactivoa referidos anteriorn-

te, puede ser usado para la determinación cuantitativa por el

análisis Kjeldabl (anexo 3), Al aceptar este procedimiento,-

se asume que el precipitado contendrá solamente nitrógeno pr

teinico. Esta suposición no está del todo justificada porque
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se precipitan al mismo tiempo que las proteínas ácidos polis

cáridos y ciertos lípidos, ambos de gran tamaño molecular »6

El análisis de la constitución de las proteínas, se ha

hecho mediante la hidrólisis, o sea la fijación de agua que -

conduce a la paulatina slrnplificaci6n de la primitiva mol6cu-

la, o degradación.

La degradaci6n hidrolitica de las proteínas se hace -

por fases sucesivas, conocióndose el final de la operación -

cuando resulta negativa la reacción de biuret. Las diversas-

etapas de la degradación son las siguientes:

PROTE INAS - ALBUMOS.A.S -.- PEPPOAS --P- FOL IPEPTIDOS-AM1 NOAC IDOS

Esta operación puede realizares tratando las proteínas

con ácidos (GUi, F2112 , S0H2 ) o con álcalis en medios acuosos

y en caliente o bien trabajando a la temperatura ordinaria

por la acción de diversas diastasas proteoliticas como la -

trlpslna.2

"Una hidrolisis similar producen las días-
tasas proteoliticas segregadas por el est b.
mago, el pancreas y el tubo intestinal so-
bre las proteínas de los alimentos y que
permiten digerir y aprovechar aún los alba
minoides coagulados e insolubles, solubili
zándolos (queso, huevos duros, pan, carne
cocida) Las bacterias de la putrefacción-
tatnbiénhidroUzan las proteínas"2

Los productos de la hidrólisis de las proteínas son -

finalmente los aminoácidos. Como su nombre lo indica, los a-

minoácidos son substancias que contienen en sus moléculas por

lo menos un grupo de la función amina y otro de la función á-

elda. Cuando las dos funciones son vecinas entre si se deno-

Ci Iacobuccl,"QUIMICA ELEMENTAL MODERNA ORGANICA", p.29
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minan alfa-aminoácidos, La fórmula general de los axAinoáci--

doe es la siguiente:

R - CH.NB2 - C0.OH

LOS ácidos, las bases y los enzimas, son los agentes

tilizados para la disociación hidrolitica de las proteínas. -

en la mayoría de los casos se ha utilizado el ácido clorhidrl

co a la temperatura de obullici6n a fin de producir la degra-

daci6n, El ácido clorhídrico de punto de ebullición constan-

te contiene solamente un 20,5 % de HC1; para estos fines so

diluye, antes de usarlo, el ácido clorhídrico comercial, el -

cual contiene un 35 % de HC1. La proteína soca se mezcla con

unos diez vol(2menes de ácido al 20,5 % y se somete a ebulli--

ción sobre un baño maría durante unos 30 - 60 minutos, de es-

ta forma se evita la formación de espuma durante el proceso -

de hidrólisis. Se logra entonces una hidrólisis total sorne--

tiendo a reflujo la proteína durante unas 12 70 horas con -

el ácido clorhídrico hirviendo.

"El ácido clorhídrico utilizado para prac-
ticar el proceso de hidrólisis no debe coa
tener trazas de hierro puesto que el clorM
ro férrico cataliza la destrucción por ox
dación de algunos de 108 aminoácidos. Es-
te fenómeno se puede evitar en cierta for-
ma, utilizando para las operaciones encamj,
nadas a la hidrólisis una mezcla de ácido-
clorhídrico y ácido f6rmico.11 3

Los mejores resultados se obtienen cuando se someten -

al vacío tubos que contienen la proteína y ácido clorhídrico-

destilado en recipiente de vidrio, se cierran los tubos y se-

calientan luego hasta que se completa la bidr6lisis.

En todos estos procesos el ácido clorhídrico so elimi-

na destilando al vacío y recogiendo el ácido sobre hidróxido-

3, FelIx Haurowitz,'QUIMJCA Y FUNCION DE LAS PROTEIHAS", p.26.
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sódico.

Si se hubiese usado ácido fórmico, este ácido se elim,

na al mismo tiempo durante el proceso de eleiminación del ác.j

do clorhídrico. El residuo contiene los aminoácidos como lii--

drocloruros. Se pueden convertir en aminoácidos libres pasá

dolos a través de una columna de intercambio conteniendo una-

resma de intercambio aniónico. Cuando se pretende obtener

minoácldos libres, podría resultar ventajoso realizar la hi--

dr6lisls con ácido sulfúrico 8 N, el cual puede eliminares -

por completo cuantitativamente, del hidrolizado por la adi-

ci6n de la cantidad equivalente de hidróxido bárico, pueden -

ser entonces sometidos a extracción con agua hirviente a fin-

de eliminar las considerables cantidades de aminoácidos que -

se absorben. Los filtrados y las aguas de lavado se unen -

con lo que se llega a obtener una mezcla de aminoácidos '6

La ventaja de una hidrólisis mediante ácidos estriba -

en que se evita la racemización, con lo que los aminoácidos

se obtienen como L..arninoácidos sin cambiar. La mayoría de -

los aminoácidos resisten a la acción de los ácidos minerales-

a la temperatura de ebullición. El tript6fano, que se destr

ye por la acción de los ácidos hirvientes se puede aislar de-

los hidrolizados obtenidos mediante acción enzimática. Loa

productos de descomposición del triptófamo se convierten en

na substancia obscura denominada hunilma, que se forma proba-

blemente por condensación de los núcleos de indol del triptó-

fano con pequeñas cantidades de aldehídos, producidos estos -

durante el proceso de hidrólisis. Durante la hidrólisis áci-

da se oxidan considerables cantidades de aminoácidos sulfura-

dos, dando lugar a diversos productos y una pequeña porci6n -
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de 108 hidroxiaminoácidos, seria y treonina, sufren oxida -

ción para formar los correspondientes alfa-ceto&cidos. La a

parraguina y la glutamina se hidrolizan mediante e]. ácido -

clorhídrico hirviente, produciendo ácido aspártico y ácido -

glutántico. El amonio que se libera se encuentra luego en los

hidrolizados en la forma de cloruro am6nico.6

El mejor método de determinar los aminoácidos sulfura-

dos cistina y cisteina es mediante oxidaci6a de la proteína

por tratamiento con ácido perfórmico frío (preparado con áci-

do fórmico y agua oxigenada) e hidr6liaia subsiguiente con á-

cido clorhídrico. La cistina y la cisteima se convierten en-

ácido cisteico, iO3S-CH2 -CHN}i2 .-COOE, que resiste a la acción..

del ácido clorhídrico hirviente, y puede ser determinado, por

tanto, en el hidrolizado. La oxidación de loe hidroxiamino&..

cidos es muy lenta durante la hidrólisis efectuada por inter-
medio del ácido clorhídrico, El contenido verdadero de estos-

aminoác1dos sencibles a la acción de los ácidos, se puedo d

terminar en la proteína hidrolizándola en diferentes muestras

de proteína durante diversos períodos de tiempo; se mide en--

tonces en cada uno de 108 hidrolizados la cantidad de serma-

y treoriina y se calcula la cantidad inicial de estos aniinoácj
dos por extrapolaci6n a tiempo cero.

Se puede conseguir una descouLposición hidrolitica con-

pleta hirviendo las proteínas con hidroxido bárico k ti o con-

hidróxidos alcalinos. Se concede preferencia al hidróxido b

rico ya que su exceso se puede eliminar por medio de una can-

tidad equivalente de ácido sulfúrico. Los hidrolizados alca-

linos son incoloros y no contienen humina. La hidrólisis me-

diante álcalis tiene desventajas: los aminoácidos sufren raci
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nizaci6n, algunos de ellos se desaminan,, la arginina se con-

vierte en ortinina y en urea y la cistina y la cisteina se -

destruyen.

Se puede lograr también una hidrólisis completa por -

acción de enzimas proteolíticos bajo condiciones muy suaves-

se ha conseguido así la conversión cuantitativa de varias -

proteínas en aminoácidos. Los enzimas usados han sido la p

paína, la leucina-aminopeptdasa y la carboxipeptidasa. Los

hidrolizados enzimáticos contienen triptófano y además gluta

mina y asparraguina. . partir de aquí se pueden aislar ami-

das utilizando el hidrolizado. La hidrólisis enzimática es-

muy útil cuando se desean. obtener productos intermedios de -

tipo péptido por hidrólisis parcial.

También se llega a una hidrólisis parcial utilizando-

ácido clorhídrico a 37° C. La presencia do péptidos especí-

ficos en tales hidrolizados indica que la suceptibilidad de-

(iversos enlaces péptidos frente al ácido clorhídrico es di-

ferente; por ejemplo, los enlaces péptidos formados por los-

radicales aspartilo o por la seria y la treonica son hidro-

lizados muy fácilmente. El enlace -CONH- formado por loe -

grupos aminicos de los hidroxiácidos se convierten facilxen-

te en la unión tipo éster -CO.0- en el cual el grupo hídroxJ.

lo .de la seria o la treonina se combina con el grupo car- -

boxilico de un aminoácido adyacente. Los enlaces tipo éster

formados por este "desplazamiento acilico" son más sucepti--

bies de ser hidrolizados que los enlaces péptidos. A dife--

rencia do estos enlaces péptidos fácilmente hidrolizables,

quellos otros formados por la valina son particularmente es-

tables. Se ha conseguido también una hidrólisis parcial de-
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las proteínas por tratawieLto con ácido sulffwico 241 a 1'j-' Ç
fi

temperatura de 400 C o hirviendo la proteína con D0

que es una resma de intercambio iónico su1fonatada,

Cuando se calientan las proteínas con hidrazina amhi-

dra, N2
4 0
 se disocian los enlaces péptidos por hidrazinóli-.

eje.

R - CO-Nfi-R + N 
2 
R - R-CO-NH-N112 + H2N-.R'

Akabori,, Quién describió esta reacción, la utilizó p,

ra la determinación de los aminoácidos terminales que tienen

un grupo CO.OH libre, A diferencia de loe otros aminoácidos

de la cadena péptida -- que son convertidos en sus hidrazi-.-

das,el aminoácido terminal se encuentra en los hidrolizados-.

en forma de aminoácido libre.6

2. 1. TEC N C	 EjjPOL1ZADO DE PLWL&S. Las pruebas del pr

ceso de hidrólisis-

se realizaron a nivel de laboratorio, y ea así como se some-

tieron a ebullición muestras de harinas do plumas, picos, u-

das y piel de los tarsos en medios ácidos y alca1ins j pre-

vio desengrasado.

2.1.1, llDROLISIjÇID,

2.1,1,1. HIDPOLI$JS CON ÁCIDOS ORGÁNICOS. Entre los

ácidos QL

gánicos el que se utilizó fuá el ácido acético que al pare—

cer presenta ventajas, por ejemplo do ser rápido, y causar -

poca destrucción del triptófano fenómeno que puede interpre-

tarse por la coloración amarillenta de las distintas musa- -

trae en la experimentación hidrolitica.
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19

18

17

21

1 Nao 

0,5 N.

20

- 22 -

CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA HIDROLISIS CON ACIDO ACETICO 5 N

tiempo (horas)	 ira valoración *	 2da valoraci5n**
D1 de NaOH 0 9 5 E 1 ml de NaOH 0 0 5 N

	

2	 17,0	 -

18 9 4	 1 gota

	

6	 1806	 1 gota

	

8	 19,5	 1 gota

20,2	 1 gota

	

12	 209,	 1 gota

	

14	 -	 202,5	 1 gota

	

16	 2098	 1 gota

	

18	 2190	 1 gota

	

20	 213,0	 1 gota

	

22	 211,0	 1 gota

• 2 ml de muestra cada 2 horas utilizando femolftaleina como
indicador.

** La misma muestra de la primera valoración se agrega 1 mi-
de formaldehído.

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA ira VALORACION



26

ml NaOH
0,5 L

27

26

25

24

. 23

2.1.1.2. HIDQLISIS CON AÇJDOS INORGANIÇQ. Entre los ácidos

inorgánicos el

que mayores ventajas presenta es el Ácido clorhídrico 20,5 %.

CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA HIDROLISIS CON MCi al 20,5 %

Tiempo (horas)

2

4
6

8
10
12
14
16

18
20
22
24

ira valoración
ml NaOH 0,5 N

24,9
25,2
25,3
25,4

26,2
26,6
26,6
27,0
27,6
28,2
28,2
28,2

2da valoración
ml NaOHO,5 N

0,5
0,5

0,5
0,5

0,5

0,6
0,6
0,6
0,6

0,7
0,7
0,9

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA PRIMERA VALORACION

2	 4	 6	 8 10 12 14 16 18 20 2224

Horas
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CURVA DE CONSUMO DE NaOH O,,5 N EN LA SEGUNDA VALORACION

0,9
ml NaOH
0,5 N.

0,8

0,7

0,6

0,5

Horas

La hidrólisis con ácido clorhídrico se desarrolla de

truyendo la totalidad del triptófano formando huminas inter-

pretándose este fenmeno por la coloración obscura que. toman

las muestras; además en el proceso se forman enlaces tampón-

que no permiten se siga desarrollando el proceso, pero este-

problema se elimina con la segunda valoración que indica un-

ascendente consumo de NaOH 0,5 N. En esta ftltima etapa, el-

formaldehído desempeña la función de destrucción de dichos -

enlaces.

2,12. HIDRQL	 CALI.NA. La hidrólisis alcalina, se la -

realizó hirviéndolas a las ue

tras en una solución de NaOH 2 N. Los agitadores evitan la -

formación de espuma. La desventaja de este tipo de hidr6li-

sis es que el control del proceso no puede desarrollarse yo-
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25

lum.étricaneflte este particular puede apreciarse por el conf

tante consumo de ácido clorhídrico al 5 %

CONSUMO DE HC1 AL 5 % EN LA HIDROLISIS CON NaOH 2

Tiempo (horas)	 ml MC]. 5 %

2	 2,6

2,6

6	 2,6

8	 2,6

10	 2,6

12	 2,6

14	 2,6

* El consumo de MCi se expresa sobre valoraciones en 2 ml de

muestra cada dos horas; la fenolftaleina se utilizó como in-

dicador de los virajes,

CURVA DE CONSUMO DE ÁCIDO CLORHIDRICO 5 % EN LA HIDROLISIS

CON HIDROXIDO DE SODIO 2 N.

3,5

x1 MCi	 3,0
5%

2,5

2,0

2,2, TECNjÇ	 JiLPU	 TJ4qQWF.

Para las experiencias del proceso de hidr6ii8is se u-

tilizan las mismas soluciones que para el caso anterior (ha-

rina de plumas). El material córneo se conxporta con caractl

res similares, es decir: el tiempo y las reacciones.
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26

2.2. 1. PICO YS.

2.2.1.1.

2,2,1,1,1, HIDROISIS CON ACIDOS OR2ANIÇQ15..

CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA }IIDROLISIS CON ACIDO ACÉTICO 5 N
(muestra de harina de picos)

-
Tiempo (horas)	 ira valoración	 2da Valoración

miNaOHO5N	 alNaOHO,5N

	2	 162	 igota

	k	 16,3	 1 gota

	6	 16,6	 1 gota

	

8	 16,9	 1 gota

	10	 194	 1 gota

	12	 19,4	 1 gota

	

14	 1998	 1 gota

	

16	 1999	 1 gota

	18	 19,9	 1 gota

	

20	 J	 •2O1.	 1 gota

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0 0 5 N EN LA PRIMERA VALORACION
(muestra de harina de picos)

20
ml NaOH
0,5 N

19

18

17

16



ml NaOff
0,5 N.

22

21

20

27 -.

CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA HIDROLISIS CON ACIDO ACETICO 5 N

(muestra de harina de uñas)

Tiempo (horas)
	 ira valorac i6n	 ¿da valoración

¡nl NaOH 0,5 N
	

ml de NaOH 0 9 5 N

	

2
	

19,1
	

1 gota

	

4
	

19,2
	

1 gota

1994
	

1 gota

	

8
	

19,6
	

1 gota

	

J 10
	 19,7	 1 gota

	

12
	 20,1	 1 gota

	

14
	

20,4
	

1 gota

	

16
	

20,6
	

1 gota

	

18
	

2098
	

1 gota

	20
	

21,2
	

1. gota

	

22
	

21,2
	

1 gota

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA PRIMERA VALORACION

(muestra de harina de uñas)

2	 4	 6	 8 10 12 14 16, 18 20 22

Horas.
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221.1.2	 OLSIS CON ACISiN0RGANS.

CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA HIDROLISIS CON ÁCIDO CLORHDRICO

AL 20,5 % (muestra de harina de picos)

tiempo (horas)

2

4

6
8

10
12
14
16
18
20.
22

Ira valoración

ml NaOH 0,5 N

26,5
26,5
26,8
2699
27,0
27,4
28,0
28,6
28,8
29,0
29,9

2da valoración
ml NaOH 0,5 N

0555.

0,5

0,6

0,6

0,6

0,6

0,8

0,8

0,8

0,8

0,8

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA PRIMERA VALORACION

(muestra de harina de picos)

30

ml NaOH

0,5N
29 -

28

2? r

26

26 8 10 12 14 16 18 20 22
Hor&s
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0,9

l NaOH
0,5 N.

0,8

0,7

0,6

0,5

29

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA SEGUNDA VALORACION

(muestra de harina de picos)

CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA HIDROLISIS CON ACIDO CLORHIDRICO

AL 20 9 5 % ( muestra de harina de unas)

Tiempo (horas)
	

Ira valoración
	

2da valoración

ml NaOH 0,5 N
	

ml NaOH 0,5 N

	2
	

23,5
	

0,2

	

4
	

23,6
	

0,3

	

6
	

23,8
	

0,3

	8
	

24,1
	

093

	

10
	

24 ,5
	

0,3

	

1?
	

24,9
	

0,3

	

14
	 25,0
	

O ,5

	16
	

25,2
	

0,5

	18
	

25,8
	

0,5

	20
	

26,0
	

0,5

	22
	

26,2
	

0,5
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25

24

23

ml NaOH

0,5 N

26

0,4

0,2

0,3

mi NaOH
0,5 N

0,5

-, 30

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA PRIMERA VALORACION

(muestra de harina de uñas)

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0 0 5 N EN LA SEGUNDA VALORACION

(muestra-de harina de uñas)

	

*	 :-.-* ====

2	 4 6	 8 10 12 14 16 18 20 22 Horas



1

ml HC1

5%
3

- 31 '

2.2.1,2. HIDROLISIS ALCALINA. Al igual de la harina de plu-

mas, las correspondientes a -

picos y uñas no presentan facilidad de control volumétrico -

del proceso raz6n por la cual el consumo de ácido clorhídri-

co se mantiene constante, obsérvese las curvas corrsspondie

tse,

CONSUMO DE ACIDO CLORHIDRICO Al, 5 % EN LA HIDROLISIS CON RI
DROXIDO DE SODIO 2 N. (muestras de picos y uñas)

CURVAS DE CONSUMO DE EC1 5 % EN LA HIDROLISIS CON NaO} 5N

(muestras de picos y uñas)



2	 4	 6	 8 10 12 14 16 18 20 Horas

20

18

al NaOH

0,5 %

21

32 -

2 ,2 2 • IDERMIS jELDELOSTQ.

	

2,2,2.1,	 ROLISIS ACIDA.

2.2.2.1.1, HIDROLISIS CON ÁCIDO ORGANIC

CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA HIDROLISIS CON ÁCIDO ACETICO 5 N
(muestra de harina de piel de los tarsos)

	Tiempo (horas)	 ira valoración	 2da valoración
in]. NaOH 0 9 5 N	 ml NaOHO,5 N

	2	 18,2	 igota
	4	 1992	 1 gota
	6	 1993	 1 gota

	

8	 19,3	 1 gota
	10	 19,4	 1 gota

	

12	 1935	 1 gota
	14	 19,6	 1 gota
	16	 2094	 1 gota

	

18	 2098	 1 gota

	

20	 20,8	 1 ¡gota

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 05 N EN LA PRIMERA VALORACIN
(muestra de harina de piel de los tarsos)



ml NaOH

0,5 N

26

25

24

23

- 33 -

2.2.2,1.2, HIDROLISIS CON ACIDOS INORGANICOS

CONSUMO DE NaOH 0 9 5 N EN LA HIDROLISIS CON ÁCIDO CLORHIDPICQ

AL 20,5 % (muestra de harina de piel de tarsos)

Tiempo (horas)

2

4

6
8

10

12

14
16

18

20

22

ira valoración

ml NaOH 015N

23,2

23,8

24,2

24,5
24,9

2,2

25,2

25,6

25,8

25,9

26,0

¿da valoración

ml NaOH 05N

0,4

0,4

05
O 6

0,57

0,7

00,8

0,8

0,8

0,8

0,8

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 N. EN LA PRIMERA VALORACION
htzv471	 .4	 v41 Á.

2	 4	 6	 8 10 12 14 16 18 20 22
Horas
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0,5

0,4

- .34

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA SEGUNDA VALORACIQN

(muestra de harina de piel de los tarsos)

0,8

ml NaOH

0,5 N
0,7

0,6

8 10 12 14 16 18 20 22
Horas

OI.isACAIN

CONSUMO DE ACIDO CLORHIDRICO AL 5 % EN LA NID1OLISIS CON HL
DROXIDO DE SODIO 2 N (muestra de epidermis de tarsos)



2

ji'

-

CURVA DE CONSUMO DE ACIDO CLORHIDRICO AL 5 % EN LA HIDRO-

LISIS CON NaOH 2 N (muestra e harina de piel de los tarsos)

4
m1HC1
5%

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

INTPREREMACIQN DE RESULTAWS

Después do hacer un análisis de los cuadros y curvas -

que originan los procesos de hidr6lisis con las muestras de

ná1isis podemos concluir diciendo que dicho proceso es apli-

cable a muestras ricas en proteínas tales como las referentes

a la presente investigación, especialmente cuando se trate de

obtener productos a utilizarse como suplementos alimenticios-

a base de proteína yaingularmente ricos en ciertos aminoáci-

dos.

Todas las muestras presentan las mismas reacciones de-

acuerdo al tipo de hidrólisis (ácida o alcalina). El mayor -

beneficio se logra con ácido Inorgánico (HC1), pero el uso de

ácido orgánico (CH3 . Co9oH) evita la destrucci6n del triptófa-

no; además el control volumétrico se lo puede realizar sin m

yor dificultad en los dos casos:. Todos los procesos se desa--

rrol].an entre las 2 a 24 horas de ebullicI6m
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Para el caso de hicróiiis ácida se han re9;.;. Q:1/!va

JJ
-...

loraciones, debiendo recalcar que para el caso d

	

con ácido orgánico la cantidad de PaOH 05 N ocupa do 	 1..
gunda valoración es prácticamente muy pequeña, dificultándose

expresar en mi. Para el caso de hidrólisis con HC1 tanto e

la primera valoración como en la segunda existe ascendente

consumo de NaOH. El formaldehido cumple la función de destru-

ir posibles estructuras tampón que se producen en el proceso

y que impiden la continuación.

Si bien es cierto que el ácido clorhídrico oxida iota

aininoácidos sulfurados tales como la cletinay la císteina

produc1endoótros conpuest.s entonces resulta desventajoso

plicar dicho ácido si se trata de obtener concentrados de

substancias que contengan tales Ingredientes.

Por último. recordeoa que después del proceso resulta-

fácil eliminar mediante destilaci6n al vacio el ácido -

clorhidric6 previa neutralizado con una base, En definitia

la hidrólisis ácida (orgánica e inorgánica) resulta

josa en relación a la alcalina porque esta última presenta la

desventaja de no poderse controlar volumétricamente si proce-

so de ahí que el consumo de ácido permanece casi constante;

para este caso deberá investigares otro método de control; a-

demás, como ya se dijo antes que loe álcalis originan raceml-

nización de ciertos aminoácidos, otros se desaminan y la ci8

tina y cisteina se destruyen. Si la hidrólisis se produce s -

no se lograrán productos ricos en ciertos aminoácidos, sino

más bin concentrados de ainoácidoe que presentan resiste

cía a la acción de los álcalis especialmente el hidróxido de

sodio,
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2 43. SISTEMAS DE C.QNTROLEAHIDROI,

Los sistemas de control de procesos de hidrólisis se -

encargan de vigilar el grado de degradación de las proteínas-

dicto control se puede desarrollar vo1um6tricaente, pero es-

un sistema que e6lo da resultados cualitativos.

2.3.1, PEVISION DE TECNICAS APROPIAD, El proceso de hidró-

lisis de proteínas -

consiste en la disociación de los enlaces péptidos y de amida

de acuerdo a la siguiente reacción:

P-CO-NI1-P' ------- R-COOH + P-NH2

La extensión de la hidrólisis se puede legar a Cono—

cer en cualquier momento midiendo el aumento en grupos car- -

boxilo.o grupos amina, o da ambos-6

2,3,1,1, VOLUMETRI£A. En el proceso de hidrólisis, el aumen-

to de grupos amina se puede medir por-

valoración volum&trica con disolución de álcali en presencia-

de formaldehído o etanol; ea decir cuando el proceso de ebu--

lución se realiza en presencia de ácido clorhídrico o acti-

co, inorgánico y orgánico respectivamente. La valoración en-

presencia de formol fuó utilizada por primera vez por Sreu--

sen y se explicó originariamente como una formación de com-

puestos N-metilo de la estructura R-N=CH 2 . Lo más probable

es que se formen compuestos de tipo monometilol o tipo dimet

lol, o sea, R-NE-CH2 o R-N(CH2OH)2 , respectivamente. La ba4

cidad aparente de los grupos aminicos se reduce notablemente-

de esta forma. Los ácidos N-hidroximetilaminicos pueden ser-

valorados vo1uzntricamete con álcali y fenolftaleina de la -
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misma manera que los ácidos grasos. Por consiguiente, cada e

quivalento de álcali consumido corresponde a un equivalente -

de enlace péptido disociado. La valoración en presencia de

alcohol tiene validez gracias al factor pK de la fenolftalel-

na utilizada como indicador; mientras el cambio de color apa-

rece en disolución acuosa a lo largo de un amplio intervalo -

de pH, en las cercanías de pH 9, en donde muchos de los anhinQ

ácidos están todavía en forma protónica, en disoluciones alcQ

hólicas el cambio se produce en las proximidades de pH 12 y -

dentro de un estrecho valor de pH. A este alto valor de pH -

llega a producirse la reacción:

PNH + 0H ---- P-NH2 + H20, (6)

2,31.2. OTRAS TECNIC • El aumento de grupos aaiinieos duras

te la hidrólisis se puede doterini--

nar mediante el método VAN SLIKE, que se basa en la reacci6L1

del ácido nitroso con los grupos azninicos primarios para Lar-

mar nitrógeno gaseoso.6

+ HONO - R- OH + N2 + 1120

Los grupos alfa-aminicos de loe aminoácidos y los gru-

pos terminales alfa-arninicos de los péptidos reaccionan ráp-

damente con el ácido nitroso; sin embargo los grupos -amiui-

cas de la usina reaccionan muy lentamente. Se logra también

una formación lenta de nitrógeno gaseoso a expensas del aznoni

aco que es producido por el ácido clorhídrico a partir de los

grupos amida de la asparragina y de la glutamina. El volumen

de nitrógeno que se forma se puede medir a presión atmosféri-

ca o manométricamente a presión reducida.

E]. método VAN SLIKE proporciona excelentes resultados-
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con la mayorla de los aminoácidos y los péptidos; sn embargo

hay que tener cuidado con la circunstancia de que el ácido n

troso se convierte en nitr6geno por la acci6n de substancias

fuertemente reductoras tales como la cisteina La glicina

sus péptidos también producen nitrógeno en exceso en compara-

ción con loe valores te6ricos15

Puesto que los aminoácidos se comportan como ácidos

más débiles que los péptidos la hidrólisis enzimtica de loe-

péptidos se ve acompañada de una débil disminución de acidez-

Si 86 encuentran presentes el dióxido de carbono y e1-

bicarbonato 0 se produce una absorción de anhidrido carb6nico-

y se puede tomar la disminución de la presión del anhidrído

carbónico como una medida del grado de hidrólisis. De esta

forma se puede medir manométricamente el proceso de hiár6li

sis enzimática en el aparato de Warburg.6

Mientras los métodos antes descritos, permiten detert4

nar el grado de liberaci6n de los grupos amina y carboxilo du-

rante la hidrólisis, estos métodos no proporcionan ningún me-

dio de distinguir entre los aminoácidos libres y los péptidos

tal diferenciación hay que lograrla mediante reactivos que

reaccionan con los grupos alfa-anima de la misma molécula do

aminoácido al mismo tiempo

El más importante do estos reactivos es el tricetohi---

drindeno, que se conoce con el nombre comercial de nibindrina

Si se calienta nihindrina con una solución de aminoácido, el-

aminoácido se oxida a CO 2 , amoníaco y un aldehído que contie-

ne un átomo de carbono menos que el aminoácido Al mismo -

tiempo el grupo cetónico 1idratado C(OH) 2 de la nihindrina-
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se reduce a grupo aicohóico )CaOL

í;;;:::Nr:::;;;.í 
CO

N CO "^

NIH 1 NDP 1 NA

Esta forma reducida de la nihindrina se combina con -

el exceso de la forma cetónica hidratada y amoniaco para dar

un colorante purpúreo o azul, cuya concentración se puede m

dir colorimétricamente. Si se practica el calentamiento con

nihindrina a pH 1 5, se puede medir la cantidad do aminoá-
cido libre midiendo el anhidrido carbónico desprendido. Aún

cuando las proteínas y los péptidos, lo mismo que el amonia-

co y las aminas, producen un color azul con la nihindrina, -

ninguno de ellos forman anhidrido carbónico cuando se callen

tan con nihindriria. Por este motivo los aminoácidos libres'

se pueden determinar según este método en presencia de pro—

teínas o de péptidos,6

232, TEÇNTcASACONSEJ&jL De acuerdo a los detalles enu,

ciados en cada una de las téc-

nicas antes mencionadas, podemos concluir agregando que un -

proceso de hidrólisis de proteínas puede ser valorado o coz-

probado si se producen las diferentes reacciones de degrada-

ción.

La técnica que presenta mayores posibilidades de des

rroilo en un laboratorio es la volumétrica, la misma que as-

practica titulando muestras cada dos horas de ebullición, d
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cho proceso será positivo cuando el consumo de álcali sea as

cendente, refiriéndose a la hidrólisis ácida,

Sí se utiliza la disminución de presi6n del dióxido

de carbono como medida del grado de hidrólisis se debe tomar

en cuenta que se trata de un proceso favorable para hidr6li-

818 enzimática.

El método VAN SLIKE consiste en la reacción química

del ácido nitroso con los grupos aminicos primarios, donde -

deberá liberares el nitrógeno en forma de gas, el inconveni!n

te se presenta cuando en el concentrado de hidrolizado se ex

cuentran substancias reductoras como la ci-atoina; el propio

ácido nitroso á veces se convierte en nitrógeno y esto oca--

ciona un valor negativo dentro de lo que se persigue. Por o

tro lado resulta complejo el proceso de medición de la canti

dad de nitrógeno producido

Ninguno de los métodos de control antes mencionados -

sirven para distinguir la clase de aminoácidos y péptidos -

son los que se degradan, más bien son técnicas que nos permi

ten determinar el grado de liberación de los grupos amina y-

carboxilo

Tomando en cuenta todos los factores positivos y neg

tivos de cada una de las técnicas resulta m& aconsejable el

control volumétrico como medida de avance de un proceso de -

hidrólisis.
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El presente estudio nos lleva a la investigación de

formas adecuadas de obtener substancias protéicas puras. Pa-

ra este efecto se trata de separar las diversas substancias

ajenas a las proteínas; desde este punto do vista un método

de separación puede ser considerado también como método de p

rificación o viceversa.

3.1. TECNICAS DE SPARACIQJI.

Puesto que la mayoría de las proteínas son extremada--

mente sencibles al calor, a los ácidos, bases, disolventes o

gánicos, y en algunos casos incluso al agua destilada, los -

mtodoa generalmente empleados para el aislamiento de otros -

tipos de compuestos orgánicos difícilmente podrán ser emplea-

dos en la química de las proteínas.

Las proteínas celulares Insolubles, frecuentemente ll

madas escleroprotemnas, se pueden preparar fc1lmente por ex

tracci6n de la célula con agua y con disolventes orgánicos p

ra separar las, grasas, los hidratos de carbono y las proteí-

nas solubles. Frecuentemente es necesaria una extracción con

disoluciones diluidas de cloruro sódico o bicarbonato sódico-

puesto que algunas de estas proteínas solubles solo se disue

ven en presencia de sales neutras. Si la proteína insoluble-

es resistente a las enzimas proteoliticas se consigue un nue-

vo paso de purificación mediante tratamiento con pepsina a pH

1 a 2 o con tripeina a pH 8 a 9 De esta forma la queratina,

la proteína insoluble de los tejidos córneos (tales como los-

cuernos o los cabellos), llega a ser preparada. Pueden apar

cer dificultades cuando las proteínas insolubles se encuen- -

tran acompañadas por hidratos de carbono Insolubles, tales c

mo la quitina o la celulosa,
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La queratina se puede solubilizar por reducción de sus

enlaces tipo ditio con sulfuros o compuestos de sulfbidrilo-

el colágeno por tratamiento por colagenasa o hirviendo con a-

gua, la fibroma con disoluciones concentradas de bromuro de-

litio o con ácido dic1oromc6tico No obstante los productos-

solubilizados no son idénticos al material original; se han -

degradado parcialmente. Todas las proteínas insolubles pue--

den solubilizarse también calentándolas con una disolución -

muy diluida de hidróxido sódico, mientras que la mayoría de

los hidratos de carbono resisten a este tratamiento. Naturai

mente las proteínas se degradan drásticamente por medio del

hidr6xido de sodio y se convierten en una mezcla de productos

de menor peso molecular. Las escleroproteinas no se pueden

purificar por cristalización debido a su insolubilidad. Es

imposible asegurar, por tanto, si las preparaciones obtenidas

por los métodos usuales son de naturaleza uniforme o mezclas

de varias proteínas diferentes.

El aislamiento y purificación de las proteínas solubles

lleva consigo su extracci6n a partir de las células por medio

de disolventes apropiados y su precipitación alterando la co

centración de las sales y/o iones hidrógeno, o bien por adj.--'

ción de disolventes orgánios En muchos casos ha sido posi-

ble obtener precipitados cristalinos mediante estos procedi .-.--

m'ientoa. Al objeto de evitar la desnaturalización de la pro-

tema que ha de aislarse ue debe trabajar a bajas temperatu-

ras; las disoluciones de muchas proteínas sufren desnaturali-

zación incluso a temperatura abiente. Esto se aplica espe-.

-cialmente a las disoluciones de proteínas mantenidas en agua-

sin ningún contenido salino, El grado de desnaturalizaCi6n

se reduce mediante la adición de sales neutras. Por ejemplo.-.
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la tripaina cristalina se puede almacenar en una disolución

saturada de sulfato de magnesio. El grado de desnaturaliza—

ción se reduce también almacenando la disolución de proteína-

a bajas temperaturas. Los refrigeradores, las centrifugas re

frigeradas y las habitaciones frías, por consiguientes consta
tuyen una patte importante del equipo requerido para la prep

ración de proteínas.

A bajas temperaturas se reduce un segundo peligro: la-.

descomposición bacteriana. Las disoluciones de proteína con&

tituyen un excelente medio nutritivo para las bacterias y

siempre se infectan y se destruyen si se conservan a tempera-

tura ambiente. Como consecuencia de la termolabilidad de las

disoluciones de proteínas resulta imposible esterilizarlas

por medio del calor. La infección bacteriana y su desarrollo

se puede inhibir mediante el uso de desinfectantes pero es-

tos desinfectantes pueden formar compuestos con las proteínas

lo que da lugar a que se alteren sus propiedades fisico quizu

cae o que las proteínas se desnaturalicen. Siempre que sea

posible las bacterias debçn separarse de las disoluciones de-

proteínas por centrifugación a alta velocidad o por filtra-

ción a través de filtros Seitz o Berkefeld o a través de ca-

pas de filtros La filtración tiene como desventaja que pe—

quefias proporciones de proteínas quedan adsorbidas en el fil-.

troporoso y se pierden por desnaturalización.

El mejor método para guardar las disoluciones de pro--.

teínas a lo largo de prolongados períodos de tiempo es congo-

lanas y conservarlas a aproximadamente -10 0C a -20°C o a te

peraturas más bajas. A estas temperaturas las bacterias no -

se pueden multiplicar por 10 que se hace innecesario estere]4



zar las disoluCi0fl8. Los sueros Inmunes y las disoluciones-

de enzimas pueden conservarse .en loe laboratorios por peno--

dos de meses y hasta años sin perder su actividad biol6giCa.-

No obstante puede aparecer una inactívací6n o desnaturaliza

c16n cuando se congela y descongela repetidamente alguna de

las proteínas más lábiles (liporoteifl&S, anticuerpos purifi-

cados ovoalbClmifla pura)

Puesto que las membranas celulares son impermeables p

ra las moléculas de proteínas en forma masiva constituye un -

verdadero prerequisitO el que estas membranas se destruyan a

tea de proceder a la extracción de las proteínas solubles. -

Se puede lograr la destrucción de las células mecánicamente

,triturándolas con arena o kieselguhr. En estos métodos es p

siblo que una parte de la proteína es adsorva sobre las partí.

culas de silicato y que se produzca algo de desnaturalización

por lo tanto es preferible destruir las células con molinos a

propiados. La estructura celular se destruye también por ac-

ción de disolventes orgánicos tales como el alcohol, la acet9

na o el glicerol. Si la concentració n de glicerol no excede-

al 85 % pasará al satractO de glicerol una gran porción de la

proteína soluble. Los enzimas bidroliticOs pueden ser extra

dos del páncreas y otros órganos por este procedimiento. Los

estractos de glicerol son algo estables a temperatura ambien-

te, Parece como sí el grado de desnaturalización se redujese

por una laxa asociación de las moléculas de glicerol con la -

proteína como consecuencia de los grupos hidroxilo de carác--

ter polar de la glicerina. SI. se usa acetona para la destrU

ción de las células es necesario cortar en capas delgadas el-

órgano sometido a extracción y triturarlo en un molino; eto

ces se coloca la pulpa en 5 10 vol(nene8 de acetona y se 80
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mete a una agitación vigorosa. De esta forma se obtiene un -

medio que contiene el 80 - 90 % de acetona en el cual no se

desnaturalizan fácilmente las proteínas, a diferencia de lo -

que ocurriría si la concentración de acetona fuera menor,. Es

te procedimiento presenta como ventaja el hecho de que las c

lulas se destruyen y que la mayoría de los lípidos son extraj,

dos por la acetona. Los lípidos se pueden separar cuantitatl

vamente mediante un tratamiento posterior con éter libre de

peróxido. El residuo extraído se puede secar extendiéndolo -

sobre papel de filtro y luego extrayéndolo con agua o con di-

soluciones diluidas de sales o amortiguadores. Mientras mu-

chas proteínas y enzimas importantes resisten la acción de la

acetona, otras proteínas menos estables se desnaturalizan por

la acción de este disolvente.

El método mejor y más simple de destruir las membranas

celulares es la desintegración por repetidas congelaciones y-

descongelaciofles. Como se forman partículas de hielo puro,--

durante la congelación crece la concentración de las sales y-

los líquidos celulares y las membranas celulares se rompen a-

causa del aumento de presión osmótica y de las lesiones mecá-

nicas producidas en las membranas celulares por las partículas

de hielo. Se puede conseguir también la destrucción de las

células triturándolas o tritu.randoios tejidos con sales neu-

tras secas.

Los estractos 9 preparados por medio de algunos proced,

mientos descritos antes se centrifugan para separar las partí

culas insolubles. Las sales, el glicerol y otras substancias

de peso molecular bajo, se pueden separar por diálisis frente

a agua destilada. Las eugiobulinas y muchas de las proteínas
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vegetales son insolubles en agua que no contenga ,a1 ypor'
íM

tanto, se obtienen como precipitado tras una pro ngadiáii

cje. Se puede disolver cm disoluciones

no oxihemoglobina cristalina cuando so pasa oxigeno -

de una disolución dializada libre de sal de hemoglobina equi-

na reducida. Este fenómeno demuestra de manera bien patente

que la solubilidad do proteínas dependo en gran manera de muy

pequeños cambios en sus moléculas, como en el ejemplo expues-

to al reemplazar una molécula de agua por una de oxigeno como

uno de los ligandos del átomo de hierro.

Hace tiempo se practicaba la diálisis mediante el uso-

do membranas de origen animal (tripa), papel pergamino o mem-

branas de colodiÓn. La mayor desventaja de las membranas de-

origen animal es la falta de homogeneidad, mientras que el pa

pci pergamino y el colodión tienen como desventaja el alto -

contenido de ácido sulfúrico y de grupos éster del ácido ni

trico. Muchas proteínas se desnaturalizan por adsorción so--

bre esos grupos. El mejor material que se puede usar hoy dia

en los dializadores es la celulosa que es obtenible comercia'

mente como celofana. El pequeño tamaño de sus poros hace que

la velocidad de difusión sea muy pequeña, aumentando con ello

el tiempo requerido para efectuar la diálisis y, como conse--

cuencia, el peligro de infección bacteriana. Es aconsejable,

por tanto, realizar la diálisis en el refrigerador. El diá--

metro de los poros de la celofana se puede aumentar tratando-

la membrana con disolucion e acuosas de cloruro de cinc.

Se pueden preparar facilmente dializadores de diferen-

tes tamaños atando los tubus en uno o en ambos extremos en -

forma de sacos del tamario eseado. Se puede reducir conside-
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rablemente el tiempo de la diálisis agitando el liquido exte-

rior o con mecanismos de balanceo.6

G
1 Tul

LIv

Fig. 3.1.
de vidrio; 14:
proteína.

Tres tipos de membranas para diálisis. G: tubo -
membrana; P: banda de caucho; P: disolución de-

"Si el propósito es simplemente eliminar -
las sales se puedo seguir el siguiente mé-
todo: el tubo de diálisis que contiene la-
disolución de proteína 80 suspende horizo
talmente a unos pocos milimetros bajo la -
superficie de un volumen de agua destilada
y se mantiene en un refrigerador. Por su-
mayor densidad las sales se difunden rápi-
damente hacia abajo, hacia el fondo del r
cipiente y la bolsa de diálisis permanece-
rodeada de agua destilada libre de sal.1

El alto gradiente de concentración causa una diálisis-

rápida y en el fondo del recipiente se colecta una dioluci6fl

concentrada de material dializable. Después de 10 - 15 horas

se vacía el recipiente, se enjuaga y se llena de nuevo con a-

gua destilada nueva y se repite el proceso hasta que se elimj

nan las sales de la dioluci6n de proteína. Naturalmente ek

te proceso no-_~ puede usar para efectuar una diálisis frente

1. Felix Hau.rowitz, "QUIMICA Y FUNCION DE LAS P0TEINAS,p. 9
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a disoluciones. salinas o amortiguadas. Se puede conseguir un

aumento de la velocidad de la difusión mediante electrodiáli-

ele; sin embargo se deben evitar toda clase de reacciones ác

das o alcalinas cerca de la superficie de las membranas que

separan la di8OlUCi6fl de proteína de loe líquidos anódicos o-

eat6dicos respectivamente Se desnaturaliza una considerable

porción de proteína cuando la reacción se hace fuertemente á-

elda o a1caiiia

La diálisis de las proteínas puede reemplazares frecun

teniente por la filtración a través de columnas de geles de

dextrano con enlaces entrecruzados que se pueden adquirir co-

mercialmente bajo el nombre de Sephadez.

Estos geles forman una estructura como una esponja que

atrapa en sus orificios y cavidades los pequeños Iones y mol6

culas dializables y por consiguiente retarda su eluci6n mies

tras que las grandes moléculas de proteína pasan en las prime

ras porciones del eluato. El gel da dextrano es estable ea-

tre los valores de p{ 2 10 y constituye por esta razón un

auxiliar muy valiosos en la separación y purificación de laa

proteínas.9

AISLAMIENTO DE LAS P0TEINAS A PARTIR DE SUS DISOLUCIONES.

Algunas proteínas precipitan a partir de sus disolucl2

neo mediante diálisis; otras se precipitan al afiadir sales

neutras a sus disoluciones (método de separación por trata-

miento salino; conocido en inglés como "saltin-out" aetbod)

El procedimiento usual consista en ajustar primeramente el p

de la disolución hasta la reacción isoeléctrica de una prote

na en particular en cuyo punto la solubilidad de una proteína
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pasa por Un valor minino entonces 88 añade sulfato amónico o.

sulfato sódico. Puesto que las diferentes proteínas se pue--

den separar a diferentes concentraciones salinas, es posible-

practicar un fraccionamiento aplicando incremento de sal, pa-

80 a paso. Si la concentración salina es muy alta, la multi-

plicación bacteriana se reduce drásticamente e incluso se pus

de trabajar a temperatura ambiente. De esta forma la ovoalbÚ

mina o la albúmina del suero puede ser obtenido en forma cris

talizada añadiendo lentamente pequeñas cantidades de estas ea

les a sus disoluciones isoeléctricas hasta que la disolución-

tratada se vuelve opalescente. La turbidez se aclara afiadien

do un pequeño volumen de agua y entonces la disolución se ma

tiene a temperatura ambiente. Debido a la lenta evaporación-

del agua se van formando lentamente los cristales de albúmina

y se van depositando en el fondo del vaso que contiene la di-

solución. Si se añade un exceso de sal se forma un precipita

do amorfo de pr9teinaa. Se pueden obtener también cristales-

por diálisis de la disolución de proteína frente a una diso1j

ción saturada de sulfato amónico .6

ELIMINACION DEL AGUA. Las disoluciones de substancias más es

tabies pueden ser concentradas por ev

poración sobre baño maría o a presión reducida; ninguno de es-

tos métodos puede ser empleado al tratar con proteínas. El -

calentamiento en el baño maría provoca la desnaturalización -

de la mayoría de las proteínas, aunque algunas de las proteí-

nas de moléculas más pequeñas, como la tripsina o la ribonu--

cleasa son resistentes frente a breves calentamientos a defi-

nido pH y a definida fuerza jónica. La destilación a presión

reducida no se puede emplear para concentrar las disoluciones

de proteínas puesto que se produce espuma en esas condiciones,
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Pequeños volúmenes de disoluciones de proteínas se pueden con

centrar en desecadores fdciimente a presión reducida, coloc4

dolas sobre grandes cantidades de substancias ávidas de aguas

Para reducir el volumen de grandes cantidades de disoluciones

de proteínas la disolución se puede colocar en una bolsa de

celofana que se suspende en el aire frente a un ventilador e-

léctrico (perevaporación). Al iras evaporando el agua de la-

superficie de la bolsa la disolución de proteína se va hacie

do más concentrada. Sin embargo algunas de las proteínas pu

den sufrir desnaturalización superficial. Se obtienen mejores

resultados por ultrafiltración, o sea, aplicando presión post

tiva o negativa durante la diálisis, o por diálisis frente a-

polivinlipirrolidona, earbowax (polietilenoglicol) o sephadsx.

Otro método que puede sor aplicado a grandes volúmenes

de disoluciones de proteína se basa en congelar la disolución

y descongelar el producto sólido muy lentamente, sin agitar -

ni mover. Loa cristales de hielo Impiden a la proteína que

ascienda a la superficie de la disolución, mientras que el -

conjunto de la proteína se va concentrando en la disolución -

que permanece en la parte baja del recipiente. Se sifona la-

disolución concentrada de proteína y se puede someter a repe-

tición del mismo procedimiento hasta que se consiga una alta-

concentración de proteína. La hemoglobina humana es una su

tanela que se puede obtener en forma cristalina por este pro-

cedimiento.

El mejor método para la concentración de grandes volü-

mene.s de proteínas es el desecado por congelación (liofiliza-

ción). La disolución de proteína se congela en un frasco o -

recipiente de fondo redondo y es somete a un alto vacío en la
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presencia de un área fria mantenida a UUOB -700C por medio de

una mezcla de anhidrido carbónico sólido (hielo seco) y acet

Da. El hielo se sublima desde la disolución congelada de pr

tema y se condensa en la superficie fria. La proteína se o

tiene en forma de un polvo seco al aire y usualmente en el

tado nativo. Las disoluciones diluidas de proteínas se Pue -

den concentrar muy eficientemente por adsorción en una colum-

na de intercambio iónico y subsecuente elución con pequeños -

volúmenes de disoluciones salinas-6

-

-

r

Fig. 3.2. A: iezcla de hielo seco y acetona a -70°C; y : sali-
da a una bomba de alto vacío; F: frasco; B: botella. Las di-
soluciones se congelan en B y F; su agua se evapora bajo con-
diciones de alto vacío y se condensa y se congela dentro del-
aparato de liofilización debido a la baja temperatura existej
te en A. La proteína as obtiene en forma de polvo en F y B.

3 ,1.

La separaci6n de los aminoácidos presenta muchas difi-

cultades se funda en la diferente solubilidad de los ácidos-

y sus sales, la formación de sales de ácido fosfowo1fF1fliCO,-



54 -

la cristalización fraccionada de aminoácidos, do sus sales o-

asidas o de complejos con ciertos metales (Cu, Ag). Los tra-

bajos de Fisber representaron un avance notable para estos fi

nos: Esterificación del hidrolizado y destilación fraccionada

de los ésteres derivados de los aminoácidos neutros.

Otro método se funda en la solubilidad de los aminoác

dos neutros en butanol normal, en tanto que loe ácidos y los-

básicos son casi insolubles.

Igualmente se utilizan los métodos electroforéticos,

las resinas cambiadoras de iones. Pero los más empleados ac-

tualmente son los métodos cromatográficos. El cromatograma -

obtenido, una vez seco, se rocía con nihindrina, que revela

la presencia de los componentes ácidos (coloración azul o VIQ

lota) la nihindrina es el hidrato de tricetohidrindeno, uno

de los pocos ejemplos de hidrato de cetona (dos OH en un mis-

mo C).

Por último se pueden citar los métodos microbiol6gicoa

y los que se fundan en el uso de izótopos.k

La purificación sistemática de proteínas por medio de-

disolventes orgánicos fué presentada y elaborada con todo éxl

to por Cohn y sus colaboradores. La aplicación metódica de e

tanol y otros disolventes orgánicos so basa en el hecho de -

que estos disolventes reducen la constante dieléctrica de las

disoluciones acuosas de proteínas. Se consigue el efecto con

trario, es decir, el aumento de la constante dieléctrica, me-

diante la adición de glicina, El método del alcohol es supe-

rior a otros métodos cuando las proteínas han de ser prepara-

das en gran escala puesto que la mayoría del alcohol se puede
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separar fácilmente por evaporación o filtraci6u, mientras que

la eliminac16n de sales por diálisis requiera mucho tiempo y-

es trabajo laborioso. La característica esencial de este nu

yo método es, no obstante, la variación sistemática y vigilan

cia estricta de la fuerza lónica, la concentración de iones -

hidrógeno, la temperatura y la constante dieléctrica de la di

solución. Variando estos factores ha sido posible aislar un-

gran número de nuevas proteínas a partir del suero sanguíneo.
9

"La preparación de una proteína pura a pa
tir de sus mezclas se ha visto facilitada
en algunos casos por la desnaturalización
selectiva de otras proteínas presentes. -
Por ejemplo la tripaina pura fu6 purific
da calentando sus diao,ucionea con ácido-
clorhídrico 0,5 N a 90 C. De esta forma-
se eliminaron las proteínas inertee!2

Durante los últimos años se han desarrollado métodos -

extremadamente poderosos para el fraccionamiento de mezclas -

de proteínas. El que más se usa entre ellos es el fracciona-

miento de proteínas por cromatografía sobre columnas de InteL

cambio iónico. Otro método importante es la cromatografía -

por partición, que antes se había usado para separación de a-

minoácidos y péptidos. La cromatografía por partición se ba-

sa en la distribución de un soluto entre dos fases liquidas -

parcialmente miscibles, tales como agua y butanol o agua y fe

nol. Puesto que muchas de las proteínas se desnaturalizan -

por la acción de los disolventes orgánicos, estos métodos se-

pueden aplicar soiamente a las moléculas de proteína más pa—

quedas y más estables. Se ha rebajado el peligro de la desn

turalización utilizando éteres de glicol como fase orgánica.-

Así, Pórter tuyo éxito al fraccionar las globulinas por crom

2. Felix Haurowitz, 11QUI?4ICA Y FUNCION DE LAS POTEINAS,p. 13
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tografia de partición usando una disolución de ftalato potási-

co a pH 9 y a -3,10C como fase acuosa y metilcelosolve (éter--

glicolmonometilico, CH3OCH-CH2OH) como fase no acuosa. Esta-

técnica es difícil y su aplicabilidad limitada.

Hasta hace poco no se ha podido disponer de métodos pa-

ra el aislamiento de todos los aminoácidos. Anteriormente era

necesario contentares con la separación de ciertos aminoácidos

por ejemplo los aminoácidos básicos arginina, usina e histidj,

na se precipitaban con ácido fosfowolíráznico y se separaban e

tre si por precipitación con sulfato de plata a diferentes va-

lores de pH El procedimiento principal utilizado para el -

fraccionamiento de las mezclas de ácidos nonoamínicos fu6 la -

deetilaci6n fraccionada de sus ésteres, La destilación daba -

lugar a grandes pérdidas, con lo que los resultados se aarta-

han grandemente de lo que podrían llamaras resultados cuantit

tivos Pero fué precisamente por este método por el que so s

tableció de manera concluyente la estructura de las proteínas-

como similar a la de los péptidos y también su contenido en a-

minoácidos,

En años recientes se han desarrollado nuevos métodos de

fraccionamiento de hidrolizados de proteína, Se han utilizado

las varlacionesdel coheficiente de partición de los aminoáci-

dos entre el agua y el butanol, fenol o colidina para llegar -

a su resolución. Incluso si la solubilidad de varios aminoácl

dos es casi la misma en agua o en los disolventes orgánicos su

distribución entre el agua y el disolvente orgánico será dife-

rente. Si se usa papel, alid6n u otra fase sAlida hidrofili-

ca se producen fenómenos de adsorción en la zona Intorfacial -

sólido liquido. Sin embargo la relación de solvente orgánico-
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a agua en la zona interfacial puede que sea diferente de la -

misma relación en el conjunto de la fase liquida móvil. Por-

consiguiente, 108 diferentes aminoácidos se mueven con veloci

dades distintas sobre la superficie del papel o a través de -

las columnas cramatogréficas.

En cormatografia de papel se coloca una pequeña canti-

dad de hidrolizado de proteína sobre una linea a unos 6 centj

netros del final de una tira de papel. Se swnerge este ext

mo dentro de una mezcla de disolventes y se coloca todo el

sistema dentro de un recipiente de vidrio cerrado o en otra -

clase de vasija o cámara. Es Importante que la atmósfera de-

este resinto cerrado esté saturada con los vapores de agua y-

del disolvente orgánico. Se han obtenido excelentes resulta-

dos con completa separación de todos los aminoácidos cuando -

la crowaatografia fuá llevada a cabo bajo condiciones de traba

jo rigurosamente controladas.

En cromatografia de papel ascendente, el papel se sus-

pende desde la parte de arriba y su extremo inferior se surner

Se en un recipiente que contiene la mezcla de disolventes. -

Las tiras de papel grandes se pueden enrollar en forma de un-

cilindro para que se puedan introducir en la mezcla do disol-

ventes sin necesidad de que tengan que estar suspendidas. En

la cromatografia de papel descendente la parte superior de la

tira o de la hoja de papel se sumerge en una vasija que con-

tiene la mezcla de disolventes, la cual fluirá hacia la parte

de abajo,(Fig 3.3).

Se puede conseguir una resolucl6n excelente y rápida -

por medio de la croinatografia en capa delgada sobre varios g

les cuando se aplica a varios aminoácidos. En este método la
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mezcla de aminoácidos se coloca sobre placas de vidrio que

han sido cubiertas por medio de una capa homogenea del gel

silice o de hidróxido de aluminio. La resolución se alcanza-

en unos 30 100 minutos en crornatografia ascendente.

di
-

0,2

094

o,6 1
0,8

---E----

IllIllIllI Rf=0,5

Pf=0,75

(b)

Fig. 3.3. Cromatografía de papel descendente D: vasija; W: a-
gua; B: butanol; M: mezcla de aminoácidos al principio de la-
emigración; P: papel; E: frente del solvente; OR: varilla de-
vidrio,t3ráf1cO tomado de: "Bióchemistry, am Introductory Te
book, Wiley, New York, 1955, p . 70.

Para fraccionar mayores cantidades de aminoácidos se

san columnas de almidón, gel de sílice o resma de intercan-

bio jónico. Puesto que es diferente la distribución de loe

minoácidoa entre la fase móvil y la fase estacionaria se pue-

den levigar en diferente grado, So pueden separar así unos -

de otros. Si se usan como soporte pepel de filtro o placas -

de capa delgada se puede conseguir un fraccionamiento poste-

rior volviendo el soporte en un &nulo do 90 grados y sorno- -

tiendo el conjunto al proceso cromatográfico con un segundo -
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dos es puede resolver en una serie de maachas que se pueden-

hacer visibles por medio de un tratamiento con nihindrina, -

como se muestra en la fig. 3.4.

+
(1) Buta no[ /Ac. ace`t ¡co

 A 

C1s	 Glu

Ser
Gl Tre

:T1r
(f) gAa

PLís
His

Val
 c Met

Leu
1.	 Arg

•Fen

Fig 3.4. Cromatografia de papel de un hidrolizado de proteí-
nas. El hidrolizado fué colocado en el punto marcado con u-
na H y se procedió a eatudiarlc primeramente con una mezcla-
de ácido acético al 10 % y butanol; luego as cambió el papel
en un ángulo de 90 grados y se trabajó con una mezcla de fe-
nol más creaol y agua. Los aminoácidos hechos visibles me—
diante pulverización con nihindrina se indican con las tres-
primeras letras de sus nombres, excepto isoleucima. Gráfico-
tomado de "Biothemistry, am Introductory texbook", iiley, -
New York, 1955, P. 135.

Cada una de estas wanchas está formada por lo general

por un solo aminoácido, con lo que ea consigue por este métQ

do la separación da casi todos los aminoácidos.

La velocidad de emigración Va de un aminoácido en un-

sistema de disolventes dado depende de Va, que es la veloci-

dad de flujo de la mezcla de disolventes. La relación Va/Va
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es una constante típica pára cada uno de loe aminoácidos, E

ta relación ha sidO representada por el símbolo Rf (relaci6n

de velocidades de flujo). Para determinar el valor de Rf en'

un aminoácIdo se mide d, que es la distancia de emigración -

del aminoácido y se divide ese valor por d 5 , que es la dietas

cia entre el origen y el frente de la mezcla de disolventes -

fig 3.3. La relación d/d8 es igual a Rf. Naturalmente Rf

es siempre menor que la unidad, puesto qué - loa aminoácidos no

pueden emigrar más allá del frente del liquido Se debe po--

ner especial cuidado en hacer la medida antes que el frente

del liquido alcance el final del papel, puesto que esta oir--

cunstancia haría totalmente imposible la determinación de la-

distancia existente entre el origen y el frente del disolven-

te.

Después del descubrimiento del gran poder resolvente

de la cromatografía de papel se han utilizado un gran número-

de sistemas de disolventes utilizando dos o más componentes a

fin de incrementar la resolución de las mezclas de aminoác.i--

dos.

La invisibilidad de los aminoácidos en el papel sin

tratar constituye una desventaja coman a todos estos mótodos.

Si se hacen visibles con nihindrina sufren descarboxilación,-

Se han hecho algunos intentos para usar derivados coloreados-

de los aminoácidos a fin de que su emigración pueda seguirse-

con la vista durante la cromatografía.6
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Loe subproductos del faenado de broiler, tales como --

las plumas, picos, uñas y piel de los tarsos, en nuestro medio

tienen usos distintos a los que se les debería dar con afán de

aprovechar mejor su rico contenido protéico y poder energético

así poiejsmplo en en caso cuando no son desechados so arrojan-

a los campos para fertilizar los terrenos. En esta forma se -

pierde una fuente productora de iwSredientes alimenticios esp

ctalment.s para los animales, porque hemos constatado que los

productos en estudio, poseen altos contenidos en aminoácidos

como valina, treonina, alamina y sobre todo aminoácidos sulfu-

rados como la metionina, cistina y ci8teina; estos últimos en-

mayores porcentajes porque son los que forman la proteína dura

o queratina

Los estudios hasta ahora realizados únicamente se han

dirigido a los diferentes análisis de las plumas pero se puede

formar una masa de plurríamp piel de los tarsos, uñas y picos, -

que también contienen elevados porcentajes de substancias pro-

téjeas. Si consideramos valores cuantitativos de cada uno de-

ellos tendremos que aceptar que la producción de plumas en el-

faenado está en mayor proporción que los demás.

Para que estos productos se usen en la alimentación del

ganado deben considerarse algunos factores negativos y positi-

vos. Por un lado son elementos con alto contenido de proteína

y valor energético- pero la proteína que entra en su compoai--

ción, en la mayor parte os queratinizada o dura que resultaría

difícilmente digerible para los organismos animales; otro fac-

tor es precisamente la apeticibilidad de los animales para ta-

les ingredientes, pues la grasa que posee le da un olor carac-

terístico que hace que los animales no gusten tales productos-
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de origen avícola. Desde estos puntos de vista estos produc-

tos deben utilizaras como complementos alimenticios pero en -

proporciones inferiores a otros ingredientes más apetecibles-

cómo el maíz, trigo, etc0 o más blén como suplemento alimenta

do aportador de proteína; en estas ti1tlmaa condiciones, di—

chos productos deben ser sometidos a procesos de separación

de substancias no protéicas, hidrolizado, y si fuera posible-

una purificación, en caso de querer aportar cierto aminoácido

en especial. El primer aspecto, o sea la separación de ubs-

tanelas no protéicas vale mencionar por ejemplo el desengras,

do, que hará un producto carente de ese olor característico y

colaborará a la conservación del producto; la hidrólisis es -

el proceso que transforma las diferentes proteínas en aminoá-

cidos y polipéptidos y en estos estados resulta más benéfico-

el uso porque el organismo animal asimilará el nuevo producto.

La purificación es un proceso máFi complejo de realizar y por

otra parte estaría por demás realizarlo si el producto va des

tinado a la alimentación del ganado. Este proceso seria de

plicarlo cuando se trate de obtener un concentrado de ciertos

aminoácidos en particular y cuando el producto esté destinado

a usos más estrictos.

Los diferentes procesos a los cuales deben ser someti-

dos hacen que se trate finalmente de un producto relativame

te caro y su utilidad se limitaría únicamente a suplemento a-

limenticio al igual que otros productos comerciales,

La utilidad de subproductos avícolas hidrolizados tam-

bién haría factible la utilidad de algunos ingredientes más

conómicos en la formulación de las raciones, por ejemplo 1im

tará la cantidad do maíz, soya, etc.
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO DE LAS PLUMAS, PICOS,

UÑAS Y PIEL DE WS TARSOS

FAENADO

CARNE	 SUBPRODUCTOS AVIC,

(plumas, plcoe, uñas

y piel de los tarsos)

ASEO Y DESINFECCION

SECADO

Eliminaci6fl de agua

MOLTURACION (molido)

SEPARACION DE LA

GRASA Y LAS SALES

DPOLSISACIDA

Alimentación 1	 1 PURIFICACIOM

del ganado

OTROS USOS
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Para acondicionar los subproductos avícolas para el u--

so deben cumplir el diagrama de flujo anterior, en el cual: --

después del faenado de broilere se obtiene como producto prin-

cipal la carne que va directamente a la alimentación humana,-

y como subproductos se obtienen lógicamente las plumas, uñas—

picos y piel de los tarsos; tales subproductos deben ser some-

tidos a un aseo y desinfección además de el que se produce en

el pelado mecánico (con agua hirviente), para evitar contagios

de posibles enfermedades; luego del aseo con abundante agua -

deben secaras para que eliminando el agua se facilite la próxi

ma etapa que es la molturación en molinos especiales, por cuan

to se trata de materiales livianos y voluminosos; el paso sí—

guíente es la eliminación de grasa y secundariamente las sales

utilizando en el primer caso refrigerantes y en el segundo con

un proceso de diálisis. En estas condiciones la substancia e

tá lista para ser hidrolizada, preferentemente con medios áci-

dos orgánicos o inorgánicos; y puede ser utilizada para la ali

mentación del ganado y aves. Cuando el producto requiere de -

mayor pureza especialmente cuando se destinará para otras uti-

lidades, se someterá a purificación, es decir a obtenerse con-

centrados ricos en ciertos aminoácidos en particular.

4. 1.

Como ya se mencionó anteriormente, los subproductos del

faenado de broilers depues de cierto proceso de acondiciona- -

miento pueden ser utilizados para la formulación de raciones

limenticias para el ganado y aves. Estos materiales se usarán

especialmente en los centros industriales de aves, es decir en

lugares donde se produzca esta clase de materia prima, En la-

alimentación misma se aportará a los animales substancias pro-
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téicaa, minerales como el calcio y el fósforo y algunas vita-

minas en pequeñas cantidades.

4,1.1, PARA GANADERIAMAiÇ. El ganado vacuno es precisamen-

te la clase animal que puede r

cibir esta clase de alimento y todo aquel que su alimentación

esté racionada, El ganado caballar únicamente si su función-

es la de competir y su alimentación también tiene que ser ra-

cionada y formulada.

El ganado mayor (vacunos) tanto el lechero como el pr

ductor de carne tiene basadasu aliaientaci6n en ensilajes, a

falfa, melaza, harina de soya , úrea, sal, fosfato dicálcico;-

y estos animales necesitan aproximadamente 160 gramos de pro-

tema por kilogramo y así mismo un total de 1800 Kcal por Kg-

del total de materia seca consumida. Es importante agragar

que la base de la alimentaci6n del ganado es sin lugar a du--

das el agua. Los vacunos beben de 3 a 4 Kg de agua por cada-

1g de materia seca; las vacas lecheras de 3 a k Kg de gua -

por cada Kg de leche producida. 14

Una ración (sobre una base libre de humedad) que con--

tenga. un 30 % de heno de alfalfa y un 10 % de ensilaje de ma-

íz deberá proporcionar la cantidad minina de fibra que neces,

tan las vacas muy productoras. El porcentaje de cada ingre--

diente de la ración deberá reunir ciertas cóndiciones: ser a-

petecible, tener un costo proporcionado yque cada uno de los

ingredientes sea imprescindible para satisfacer una necesidad

específica. 14

En tal razón puede incluirse un 25 % de grano de sorgo

3 % de melaza, 0,4 % de úrea, 0,5 % de sal y 0 9 4 % de fosfato



	

109,8	 1173

	

21,1	 510

	

23,86	 108,29

	

14,148	 14,52

159,24 1805,81

o ,k

72,4

21,8

5,06

0,6

99986
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dicálcico. Los otros ingredientes como son la harina de soya

grano de maíz y subproductos avícolas hidrolizados pueden ut

lizarse para completar las necesidades de proteína y energía.

El ültímo ingrediente deberá estar en menor porporción que el

maíz y soya respectivamente

En la siguiente fórmula propia para ganado productor

de leche, incluimos el hidrolizado a manera de suplemento y -

que aporta específicamente proteína y energías

-------

Materia seca

Cantidad en un Kg de ración

Ingrediente	 eantidad Proteína

	

(g)	 (g)

Alfalfa heno	 300	 51,3

Ensilaje (maíz)	 100	 8,4

Sorgo (grano)	 255	 31,9

Melaza (caña azúc)	 31	 12,3

Urea	 6	 16,9

Sal	 6

E.N.	 Porcentaje

(Kcal)
	

(%)

384
	

31

170
	

10,3

546
	

26,3

73
	 3,2

0,6

0,6

Fosfato dibásico de

calcio
	

14

SU BTOTAL
	 702

Maíz dentado
	 211

Soya (semillas)	 49

Subp., Avic H4droliZ	 6

TOTAL	 968

-**--

Como podemos apreciar la formulación anterior abastece	 -
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las necesidades de los animales (160 a/kg, de proteína y 1.800

Kcal/Kg), valores ante los cuales debe guiares el formulador-

de raciones para evitar problemas especialmente de costos.

4. 1.2. PARA. GANAJB1A.

El ganado menor que está dependiendo de una alimenta--

ción racionada, son especialmente las aves. Modernamente hoy

existen sistemas de formulación de raciones basados en compu

ción. Las aves exigen raciones con ingredientes de gran ape-

tecibilidad como por ejemplo el maíz, trigo y alfalfa; de a--

cuerdo a sus exigencias nutritivas y función que desempeñen.-

Se acostumbra incluir en raciones para aves una serie de al¡-

mentos suplementarios con nombres comerciales que aportan es-

pecialmente minerales, vitaminas y algUflO8 aminoácidos, entre

ellos la metionina, cistina y lisina.

Si en una fórmula para aves incluimos los hidrolizados

de subproductos avícolas en la proporción de un alimento BU--

plementario, necesariamente estamos aportando ala ración can.

tidades considerables de los aminoácidos antes mencionads -

algo de calcio y fósforo y lógicamente energia, puesto que se

trata de un ingrediente con un poder energético alto al igual

de otros como por ejemplo el maíz.

Al utilizar los hidrolizados de subproductos avícolas

aportaríamos a la raciÓn alta cantidad de proteína, esto sig-

nificaría la rebaje de la cantidad de ciertos ingredientes

pvotélcos de alto costo (maíz, soya) y el aumento de ingre- -

dientes más baratos (polvillo de arroz).

En los paises desarrollados, donde existen centros in-

dustriales avícolas, se utilizan los hidrolizados alimenticiOa
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Ejemplo de f6ru1a para broiiers ea primera edad.

Necesidades:

Proteina	 %

Energía ........ 200 1ca1/kg.

(kg)	 (%)	 (Keal)

Maiz (amarillo)	 5692	 4994	 1.98896

Alfalfa.(desh.)	 2	 09,30	 3197

Grasa animal	 2	 34596

Soya	 292,7	 13,6	 667.9

pezcado anchoa	 2	 1932	 58,0

Subp. Avic. Hidroliz. 4	 3	 96992

Fosfato bicálciCo

Carbonato	 1	 -

sal	 0,3	 -

Metionina D.L.	 0,145	 -

TOTAL	 99,145	 23916	 3188,72

La fórmula anterior abastece las necesidades de prote-

ína y energía necesarios para aves en primera edad. Debemos-

anotar que también aportan a las aves esmento5 como:

Lisina. . ,	 , . . .1.65 %

Metioninaq.. . •	 • 0 526

Met + Cistifla ....... O,799 %

Calcio. e...	 .. .0,993

Fósforo...	 ,., ..O,53 %

Los hidrolizados de subproductos avícolas se incluyen-

en un % del total y aporta a la fórmula todos 108 elementos

inclusive minerales (Ca y P.). Por tales condiciones ea rec

mondable su uso como alimento también para aves.
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• 2 USO COMQQPLET.

Por los distintos factores tanto positivos como negati

vos que presenta el uso de los hidrolizados de subproductos -

avícolas, consideramos que para el uso debió acondicionaras -

mediante un hidrolizado, proceso mediante el cual se convier-

te en un ingrediente con el 75 % de proteína digerible y con-

un costo elevado en relación a otros ingredientes,

La cantidad de hidrolizado en una ración seria limita-

da priieranente por el factor costo y luego por la compiei--

dad del proceso de acondicionamiento, tomando en cuenta tan--

bién que un alto porcentaje de producto afectaría sobre la a-

petcibi1idad.

4.3, USO COMO SUPLEMENTQ.

Nuestra conclusión final y recomendación para los pro-

ductos alimenticios del presente trabajo investigativo, es -

precisamente el uso como alimento para animales cuya alimenta,

ci6u esté racionada. Pero por trataras de un producto con a3

te contenido protéico exigiría ciertas condiciones ambienta--

lea para su conservación. Otro factor a consideraras ea que-.

los hidrolizados se convertirían más bién en substancias con-

centradas de am1no&cdoa y la utilidad por lo tanto seria co-

mo suplemento alimenticio abastecedor de aminoácidos. Todos-

los suplementos alimenticios o en la mayoría son productos cp.

marciales que aportan ciertos elementos en especial para las-

necesidades de los animales. El hidrolizado, similarmente p

dna consideraras al igual que dichos productos.
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CUADRO No 1.

COMPOSICION DE LA HARINA DE PLUMAS HIDROLIZADA

(%)

MATERIA SECA

Humedad

Materia seca

Proteína

Grasa

Etracto no nitrogenado

Cenizas

6, ¿+6

93 9 54

82,08

3,68

2,02

3,80

Fibra	 1,96

Nutrientea digestibles

totales
	 73,19

* Cuadro de valores tomado de los análisis experimentados en
la Universidad Nacional Agraria "la Molina" Lima-Peri en -
1979.
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CUADRO No 2,*

COMPOSICION QUIMICA DE LA HARINA DE PLUMAS EN

ESTADO NATURAL (%)*4

Humedad	 8982

Materia seca
	 91,18

Cenizas
	 2,96

Proteinas
	 80,69

Azufre
	 0,336

CUADRO No 3*

COMPOSICION QULMICA DE LA HARINA DE PICOS Y UÑAS

(%)

Picos	 Usas
------

Humedad	 878	 8906

Materia seca	 91022	 91,94

Cenizas	 3923	 3,96

Proteínas	 33,12	 81,12

Azufre	 0,2054	 02,2909
--

* Datos obtenidos de las experiencias realizadas en los lab9
ratorios de la UeT.P4.L

Los valores en estado natural, se refieren a muestras de-
barinas sin hidrolizar. Para análisis coso Cenizas, pro-
temas y azufre es necesario un previo desengrasado.

El
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CUADRO No k.

COMPOSICION QUIMICA DE LA HARINA DE PIEL DE

LOS TARSOS (%)

Humedad
	 9,02

Materia seca	 900,98

Cenizas
	

2, 84

Proteínas	 52,33

Azufre
	 0,1722

* Datos obtenidos en las experiencias realizadas en los latt
ratorios dala UT.PL .



CUADRO No 5*

COMPOSICION DE LA HARINA DE PLUMAS HIDROLIZADA

(%)

Humedad	 68

Cenizas

Proteína B.	 85

Grasa B.	 295

Fibra B.	 195

E.M(Kcai)	 2280

Ácido linoleico

Calcio	 0920

P Total	 O75

P. disponible	 075

* Valores tomados del folleto "Forrulaci6n Práctica de raciQ
ne&' publicado por la Peal Escuela de Avicultura de España.

7k
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CUADRO No 6.*

COMPOSICIeN EN AMINOACIDOS DE LA HARINA DE PLUMAS

HIDROLIZADA (%)

Argirina	 3,92

Fenilalaznina	 21,66

FeIii1a1arina 4 tirosina	 4934

Glicina	 4976

Hi3tidina	 0928

Isoleucina	 21,66

Leucina	 1+962

Lisliia	 1905

Metionina	 035
Metionina + Cistina	 2935

Treonina	 2980

Triptófano	 0940

Valina

*Valores tornados del folleto t Formu1acj6fl Práctica de racio-
nes,, publicado por la Real Escuela de Avicultura de España.



(u

CUADRO No 7.

COMPOSICION DE LA HARINA DE SUBPRODUCTOS AVICOLAS

HIDROLIZADOS M.

Humedad	 6.o6O

Cenizas	 15,,6

Proteína B.	 93C)

Grasa B.	 1497

Fibra L	 21,6

E.M.(Kcai)	 3000

Acido linoleico	 292

Calcio	 329

P total	 0,76

P disponible	 076

Valores tomados del folleto "Formulación Práctica de racio-
nes" publicado por la Real Escuela de Avicultura" de Eapaña



CUADRO No

COMPOSICION EN AMINOÁCIDOS DE LA HARINA DE SUBPRODUC-

TOS AVICOLAS (%)

ArálÉisa	 3,91

Fenilalamina	 1982

77

Fenila1aiina + Tirosina

Glicina

Bis t idina

1 801€UC ma

Leucina

Lisina

Metionina

Metionina + Cistina

Tre onina

Triptófano

Va lina

2934

2,98

0,78

o.62

79 60

49 50

O 65

1,65

2947

0,72

5,20

*Valores tomados del folleto "Formulación Práctica de Racio-nes" 
publicado por la Real Escuela de Avicultura de España,
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CUADRO No 9*

COMPOSICION DE LA HARINA DE PLUMAS HIDROLIZADA EN

FORMA NATURAL EN AMINOACIDOS, PROTEINA, ENERGIA,-

MINEPALES Y VITAMINAS.

Energía	 21423 Kc&1/Kg

Proteína E	 8794 %

Proteína D	 7590 %

A!IINOAC IDOS:

(%)

Arginina

C1atIa

Glicina

LIs ma

MetioiIna

Triptó fano

5,9

3,0

6,80

2,0

0,60

0,50

MINERALES:

Ca1co
	 0,20

Fós foro
	 0980

VITAMINAS:

(mg/Kg)

Colina	 882

Niacina	 30,9

Acido Pantoténico	 11,0

Piboflavina	 2,2

* Valores tomados del folleto 	 Nutritivas de las
aves de corral" publicado por la Com1ei6n de iutrici6n A
mal, Subcomisión para aves. EE.UU.
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CUADRO No 10.'

AMINOACIDOS AISLADOS DE LAS PROTEINAS0

Nombre	 Fórmula	 Símbolo Punto

el6ctrico

Glicina	 C12(NH2)C0OR	 Gil	 5997

Alamina	 CH3CII(N1i2)COOH	 Ala	 6900

Seria	 HO-.CH20H(NH2)COOH	 Ser	 5,68

Cisteina	 HSCH2CH(N112)CO0U	 Cish	 5O5

cietina	 (_SCH2CH(NH2)COOH)2	 Ciasci

Treonina	 CH3CHOHCH(IH2)C00H	 Tro	 61,16

Valina	 (CH3)2CHCH(NH2)COOH	 Val	 55,96

Metionina	 CH3SCH2CH2CH(N112)COOH	 Met	 5974.

Leucina	 (CH3)2CHCH2CH(NH2)CO0i	 Leu	 5998

Iso-leucina CH3CH2CH(CH3 )CH(NH2 )C0OH	 Ileu	 6,02

Fenil-alamina	 CH2CH(N112)COOH	 Fen	 5,4.8

Tirosina	 RO "	 . CH2CH(1H2 )COOH	 Tir	 5,66

Prolina

	

	
Pro	 6,)0

H2C\CROH

MIN0ACIDOS ACIQ:

Ac. aspártico HOOCCH2CH(NB2)CO0}J

Ac. glutámico HOOCCH2CH2CH( NH2)COOH

AMIN0AOS BASICOS:

Arginina	 H2NC(B)(CIi) 3CH(NH2)COOH

Lisina	 H2W(CH2 )4.CH(NH4)COOH

Fíletidina	 - CH

NH

CH:::::	 C-CH2CH(NH2)C00H

*Tomado do G Devoro' t QUIMICA 0RGANICA

Asp	 2,77

G1u

Ars	 10,76

Lis
	

9,74.

His
	

7,59
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ANEXO No i

DETERMINAC ION DE LA HUMEDAD

"Se entiende por humedad, la pér
dida de peso que experimenta u-
na substancia cuando se somete-
a desecaciÓn en la estufa de si
re a la temperatura de 100-105-
grados centígrados hasta peso
constante,"1

MATERIALES:

1,, Cápsulas de porcelana.

2. Estufa de aire.

3. Balanza analítica

4, Desecador.

PROCEDIMIENTO:

Para determinar la humedad se dispone de una cápsula

completamente limpia y seca, que se haya pesado previamente,-

poniendo en ella una muestra de alrededor de unos 5 gramos y-

pesando nuevamente para ver el peso exacto de la muestra. Se

deja en la estufa unas 5 6 horas despu&s se lleva al desec

dor para enfriar durante una hora y poder pesar de nuevo; re

pitiendo la operación tantas veces como sea necesario hasta -

obtener un peso constante. En el desecador se habrá puesto -

cloruro cálcico para absorver la humedad del ambiente.

En la práctica se puede tener la cápsula con muestra -

en la estufa durante 24 horas, bastando entonces una sola pe-

sada.

DETERMINAC ION:

HUMEDAD DE LA HARINA DE PLUMAS.

1.. Real Escuela de Avicultura,"ANALISIS DEPIEOS", p. 157.



81

Peso de la cápsula vacía. V.4L	 -o52,53 gr.

Peso de la cápsula + mues traaloteloo.e 55,56 gr.

MUESTRA,	 • •	 O • •	 • .	 3,23 gr

Peso deapus del proceso .0	 550275 gr.

Humedad de la muestra.............	 0,875 gr.

Porcentaje . . ,	 .	 .	 .	 8,82 %



82

Anexo No 2,

DETERMINACION DE CENIZAS..

"Se entiende por cenizas el roel
duo que queda después de calci-
nar la substancia hasta poso -
constante. Las cenizas est%n -
constituidas por 6xidos, caro-
natos, fosfatos y sulfatos mine
ralee,2

MATERIALES:

1. Crisol de porcelana

2. Pinzas de crisol

3. Horno o mufla

14 . Desecador.

5. pipetas

6 Balanza analtica

SOLUCIONES:

l Agua oxigenada.

PROCEDIMIENTO.

Aunque la calcinación del producto puede hacerse a la-

llama, es mucho más exacto y ahorra mucho trabajo al utilizar

un horno o mufla, que dispondrá de regulaci6n automática do -

temperatura,

El primer paso consiste en dispones de un crisol de -

porcelana, previamente mantenido en la estufa de desecaci6n -

a 100 grado C. Una vez frío y tarado, se coloca en su Ints--

rior una muestra de unos 5 gramos, se pesa con exactitud y se

lleva a la mufla por espacio de 3 horas,

2 Real Escuela de Avicultura, U ANALISIS DE PIENSOS" P. 156.
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El horno debe ir adquiriendo temperatura lentamsnte -

basta llegar a unos 500 - 550 grados C., como máximo, regul&

dose en la práctica entre este punto y kOO grados C. La cal-

cinaci6n se considera terminada cuando el contenido del crisol

es : polvo gris o blanco uniforme y sin puntos carbonosos.

Para apresurar el procedimiento se puede agregar 1 ml de agua

oxigenada cada 15 minutos.

Una vez frio el crisol se pesa con exactitud y el cál-

culo de cenizas se deduce del aumento de peso que ha experi--

mentado e]. crisol.

Para comprobar si la calcinación ha sido total, aunque

cabe la apreciaci6n visual, lo más exacto es volver a introd

dr el crisol en la mufla y repetir las operaciones tantas v
ces como sea necesario hasta peso constante.

Si el producto a calcinar es rico en cloruro aMico

(harinas de pezcado) conviene calentar la muestra hasta unos-

150 grados en la mufla y luego adicionar unas gotas de ácido-

su1frico habiendo enfriado previamente el crisol. Ello tie-

ne por objeto la forniaci6n de sulfato s6dio por la acción -

del ácido sobre el cloruro sódico, con lo que se evitan loe -

errores. La c&lclnación se continúa como de costumbre pero -

al final una voz pesada, el peso de las cenizas sulfatadas d

be multiplicaras por el factor de corrección 0,9 para obtener

las cenizas verdaderas,7

CENIZAS EN LA HARINA DE PLUMAS.

Peso del crisol.... ....... . . ... ..3l,36 gr.

Muestra. . ., . . . .. . . . .. . . .... . .. 5 0 0 gr.

peso después de la calcinación 	 31s508 gr

Cenizas en la muestra.,,..,,,0,..., 0,148 gr ( 2,96 %).



ANEXO No 3.

DETERMINACI_QN

"Se entiende por proteína bruta-
la cantidad de nitrógeno de un-
alimento determinado, calculado
por la técnica KJELDA}IL y mult
plicado por 6,25 dado que la
proporción media en que el N -
forma parte de las proteínas - -
viene a ser-el 16 % (100/16 -
6.25).

MATERIALES:

1, Equipo Kjeldahl (miioralizador, Equipo de dest,

ladón)

2. Matraces,

3. Pipetas.

4, Buretas.

5. probetas

6. i4Erlenrneyere.

SOLUCIONES:

1. Catalizador, (Se)

2, Acido sulfúrico concentrado

3. Acido sulfúrico 0,1 N

k. Hidróxido de sodio 0,1 N

5, indicador (fenolftaleina)

6. Indicador (rojo de metilo)

7. Agua destilada.

8. Hidróxido de sodio al 50 %.

FUNDAMENTO,

El método se basa en la mineralización de N, orgánico-

con lo-que el N ftrw.a amoniaco, el cual, en presencia abunda

te de ácido sulfúrico pasa a sulfato amónico, desprendiéndose

3 Peal Escuela de Aicu1tura,"ANALISIS DE PIENSOS", p. 160
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al mismo tiempo vapores de anhidrido sulfuroso. Al terminar-

la primera parte del método o mineralizaci6n, todo el 14 orgá-

nico se ha transformado en sulfato aaónico.,

En la segunda parte o destilaci6n, al hervir el sulfa-

to am6nico en un medio alcalino (NaOR) se desprendo 14 que en-

combinación con el H se forma amoniaco. Este amoníaco desti-

lado se recoge en un vaso en presencia de ácido sulfúrico, -

volviéndose a formar sulfato amónico. El 14 que se ha recogi-

do en esta soluci6n de ácido sulfúrico, en forma de sulfato

mónico lo calculamos valorando el ácido sulfúrico normal 11--

bro, ya que como sabemos la cantidad de ácido sulfúrico uti]4

zada, por diferencia tendremos el sulfúrico combinado.

Sabiendo que cada ml de ácido sulfúrico combinado e4

vale a 0,0014 de 14., multiplicando los ml de sulfúrico combi-

nado por este factor, tendremos el N total de la muestra que-

hemos pesado.?

PROCEDIMIENTO.

En un balón Kjeldahl de 250 al, se agrega unos 5 gra--

mos de muestra cuidando que no quede en las paredes del baión

luego se añaden 25 ml de ácido sulfúrico concentrado y cierta

cantidad do catalizador (Se) y se hidroliza por el tiempo ne-

cesario hasta que el contenido tome color amarillento verdoso

Luego se enfría y se trasbasa a un balón de 500 mi, al cual -

también se agrega agua destilada(unos 100 rnl)'y unas gotas de

fenolftáleína para luego agregar NaOfl 50 % hasta que Tire la-

solución. Se destila aproximadamente unos 150 ml cuidando -

que el producto so deposite en un vaso con ácido sulfúrico -

0,1 14 medido (unos 50 - 100 mi) y unas gotas de rojo de metí-
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lo; si el indicador vira durante la destilación se debe agre-

gar más ácido medido. Por último se valora con NaOH 0,1 N.

Para llegar al valor cuantitativo de la proteína se de-

be seguir el siguiente procedimiento:

Fórmulas Cantidad de N = 100(MF M',F') 0,0014

M Ml de ácido sulfúrico empleados.

F = Factor de Normalidad del ácido sulfúrico

M' ml de NaOH 0 5 1 N empleados en la valoración

F= Factor de normalidad del NaOH 0,1 N.

% de Proteína = L6,25/P

N Cantidad de Nitrógeno

P peso de la muestra.

POTEINA EN LA HARINA DE PLUMAS.

M=200m1

F 10017

M= 19 ml

F' 0,998

N = 100(200.1,017 19.0 9 998) 09,0014

= 25,8213

%Proteina 25 9 8213.6,25/ 2 gr.

% Proteína 80,69 %.
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ANEXO No k.

DETERMIjACIQJL DEL AZUFRE.

MATERIALES.

1. Vaso de precipitación de 250 ml

2. Cocineta

3. Embudo Buchner

k. trampa de agua

5. papel filtro.

6. Estufa,

7, Balanza.

SOLUCIONES

. Hidróxido de sodio al kO %

2. Acetato de plomo al 10 %

3. Agua destilada.

PROCEDIMIENTO:

1. Se pone una cantidad de muestra pesada a servir en hidr6x

do de sodio al kO %.

2, Después de 10 - 15 minutos de ebullici6n se agrega unas g

tas de acetato de plomo al 10 % y se corta la ebullición des-

pu&a de formado el precipitado.

3. So filtra en tibio.

£, Se laba con agua destilada tibia e]. precipitado.

5. Se seca en la estufa, luego se pasa al desecador y se pesa

el precipitado.6

REACCIONES:

R - S - R +2 NaOH	 Na25 + R-

Ma23 + Pb	
PVbS + 2Na



88

DETEPMINACION.

Peso del sulfuro de plomo = 2391997

En 23949 gr.	 Hay	 32 gr de S

En X (precíp)

Xr Precip. 32/ 23919

% S )C,1001 gr de muestra

CANTIDAD DE AZUFRE EN LA HARINA DE PLUMAS.

Peso de la muestra......	 2 gr

Peso del papel filtro..........,. 2,254 gr

Peso del papel filtro + prec.ip... 2,3193 gr

Precipitado....... .. ,. ............ 0 9 0653 gr

En 23949 gr de SPb	 hay	 32 gr S

en 00653 gr precip.

0,0653 x 32/ 239919

8,736.10-3 gr

% 5 8,736.10 3x 100/ 2 gr

5	 0,436 %.



ANEXO No 5.

"Desde el punto de vista de la a-
lientacion animal se entiende -
por grasa bruta el residuo que
queda después de desecar a 100°C
el estracto total obtenido de un
Pi0flBOLf

MATERIALES,

, Aparato Soxblet.(matraz, estractor y refrigG)

2 papel filtro.

3. estufa

L desecador.

5. Cocinetas.

SOLUCIONES*

1. Refrigerante (éter).

PROCEDIMIENTO»

Se introduce la muestra molturada en un cartucho esp

cial de extracción que se tapa con algodón hidrófilo para e-

vitar que salga algo del material, a falta de este cartucho-

se puede acondicionar uno contruido de papel filtro.

Se introduce el cartucho en el estractor del aparato,-

ajustando acontinuación las tras piezas y se permite el paso-

del agua para que funcione el refrigerante cuando se añade el

éter.

Por la parte superior del refrigerante se añade el é--

ter hasta que sifone. Después que el éter haya caldo al --

traz por sifonación, se añade algo más hasta que llene la mi-

tad aproximadamente del estractor. El éter tomará un color -

amarillento.
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Se procede a calentar el éter vidoee coso éste es e-

vaporas por hervir a 40 - grados subiendo los vaporee del

refrigerante (éter) que luego de condensarse caen en el sstrc

tor. Une vez lleno vuelve a sifonar y as¡ sucesivaente por-

algunas horas hasta que el 6ter quede incoloro; pudiendo en -

este momento darse por terminada la extracción, 1

1!

4 U.TPL "EXPERIENCIAS DE LABORATORIO INTENSIVO" 1977.



ANEXO No 6.

TECNI CA JIQLISISACIDAYCAIN

MATERIALES.

, Equipos Kit ( balones de tres bocas, calentad

res agitadores y refrigerante)

2. Buretas.

3, pipetas

. vasos de precipitación.

SOLUCIONES

1, Acido acético 5 N.

2, Acido ciorhidrico 20,5 %

3. Hidróxido de sodio 0,5 N

k. Formaldehido

5, Hidróxido de sodio 2 N,

PROCEDIMIENTO.

Se ponen las muestras en los balones Kitz en un volu-

men de ácido acético, ácido clorhídrico o hidróxido de sodio-

(según el tipo de hidrólisis) y se someten a ebullición por

el lapso de 12 a 70 horas. Los agitadores electromagnéticos-

evitan la formación de espuma durante las primeras etapas es-

pecíalmente.

A partir de la segunda hora de ebullición se comienza-

a controlar el proceso en forma volumétrica, que consiste en-

tomar muestras de 2 ml bien medidos, se agrega unas gotas de-

fenolftaleina y se valora con NaOH 0,5 tI. El proceso será -

positivo siempre y cuando el consumo de álcali sea cada vez

mayor. Una vez que se produce el viraje, se agrega 1 ml de -

formaldehido y se vuelve a valorar; si el consumo es ascende

te, se ha producido estructuras tampón.

91
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