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CBJETIVOS.

lLa presente obra de carécter investigativo, pretende-

alcanzar:

Te

3e

be

La obtencidén de harina como etapa primaria e investigar -
el comportamiemto fisico quimico de los subproductos avi-

colas.

Obtencidn de substancias hidrolizadas que sean de menos -
complejidad y por lo tanto mbés digeribles para la alimen-

tacidn de los animales.

Posibilidad de separar las substancias nro protéicas con -
el fin de obtener concentrados de amimofcidos que puedan-

utilizarse como complemento o suplemento alimenticio.

Utilizar materias primas no comunes que en el futuro in =
dustrial puedan suplir las necesidades de ingredientes a-

limenticios.
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Las proteinas tiemen un significado particular em Big
logia desde elvmomento en que constituyen uro de los compo -

nentes indispensables de la materia vivieate, Es necesario-

recordar que los organismos vivientes también contienen hi -

dratos de car?ono\y lipidos, frecuentemente en mayor canti -
dad que proteinas, Por ejemplo, las plantas verdes, que son
bastanfe pobres en protéinas, son ricas en celulosa, que es-
un hidrato de carbono. Sin embargo, hay diferencias esencia
les entre las proteinas y la mayoria de los otros componen -

tes celulares.

Las proteinas, como su nombre 16 indica (del griego -
PROTOS, lo primero), han sido consideradas durante muchos a-
fios como el componente primario de la materia viviente. Hasg
ta mucho m&s tarde no se reconocid la gran importancia de -
los &cidos nucleicos y han constituido materia de discusibn-

a lo largo de la Gltima década.

Dentro de la alimentacidén humana y amnimal, las protei
nasg son consideradas como base primordial por los requeri -
mientos de los organismos para con estos polimeros. En lo -
que respecta a la alimentacidén animal en particular, la for-
/""""“’ e s et - . .
mulacié4n de raciones gira s3lrededor de costos que los dan -
justamente las proteinas; por esta razbn se han realizado es

S T

tudios cientificos con el fin de investigar las necesldades-

protéicas de los animales segln la funcién que desempefen.

Lag fuentes de proteina son la totalidad de las mate-

rias orgdnicas y algunas inorgénicas. Las cantidades varian

vii



de una substancia a otra especialmente respecto a los orga -~
nismos vegetales que contienen cuantitativamente menores can

tidades que los organismos animales.

Una de las fuentes de importancia por el contenido de
materia protéica es justamente la de origen avicola. Las -~
plumas, picos, uiias ¥y piel de los tarsos se consideran como-
subproductos del faenado de broilers y se constituyen en ri-
cas fuentes de proteina. Estas materias muchas de las veces
son desechadas Yy en otras oportunidades,vespecialmente en -
nuestro medio se depositan em los campos para darle utilidad
como fertilizantes., Mas practico resultari; que las empre -
sas industriales del faemado de broilers, que obtienen gran-
des cantidades de estos subproductos, sometan a procesos de~
adaptacién para miultiples usos én los cuales se aprovecharia
me jor su contenido no solamente de proteinas sino también su
poder energético, minerales y algunas vitaminas. Una de las
utilidadea -que se pueden dar es precisamente en la alimentas
cidn del ganado ¥y éves, considerandolo como complemento o 8L

plemento en la formulacién de raciones alimenticias.

La presente obra de cardcter investigativo va encami~
nada a averiguar 1as caracteristicas fisicas y quimicas de -
estos subproductos; luego conociendo el alto contenido de -~
proteinas, determinar el grado en que pueden hidrolizarse en
medios Acidos y alcalimo y conocer el grado de solubilidad ¥y
degradacibén para poder recomendar el uso en fines alimenti -
cios. La degradacidn nidrolitica estd controlada volumétri-
camente, valorando muestras con &cido y base respectivamente.
Posteriormente se€ investigan los métodos y técnicas de sepa-
racibén y purificaci&n de Las materias con alto contenido en-

6@@50§%;
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proteinas, aplicables al laboratorio quimico, en afén de con
geguir substanclas purificadas que servirian como suplemen -

tos en la alimentacidén amipal.

. Finalmente la presente obra recomienda el uso de los-
subproductos de origen avicola para la formulacidn de racio-
pes alimenticias, tomando como base el alto contenido de prgo

teinas y su eficiemnte poder energético.
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CAPITULO 1

CONSTITUCION DE LAS PLUMAS
Y MATERIAL CORNEO



Son formaciones de células muertas muy queratinizadas

y mineralizadas. Fn las aves adultas se diferencian las piu

mas, el plumbn y las filiplumas,

lCada pluma consta de un eje en el que se distingue G-
na parte inferior hundida en um foliculo, llamado cafide o ¢4 -

lamo y una parte superior o raquis (figura 1.1),

En el interior del raquis se encuentra un tejido que-
ratinizado o médula, a cada jado del raquis hay una serie de
barbas paralelas cuyo conjunto comstituye el vexillum 0 €8«
tandarte. Cada barba a su vez est4 provista de numerosas -
barbillas, que se relacionan entre si por delgadas barbice— .

ljas en forma de gancho.

_En el punto de unién del raquis con el cAlamo, existe
un ombligo superior y & sus lados se localiza un segundo es-

tandarte en forma de pluﬁbn ) hipdraquis.

Las plumas se insertan en el cuerpo, segfin dreas de——
terminadas (pterilas) separadas por otras zonas desprovistas

de plumas (apterias).

Las plumas se llaman tectrices cuando cubren'e},éuer—
.po, remiges cuando &e insertan en las alas y rectricés 0 ti=

‘moneras cuando forman la cola.

El plumbén estd formado por un cdlamo o un raquis, re-
ducidos, y por unas partes largas y flexibles desprovistas -
de barbas pero si posee barbillas cortas; lo tienen los po—

1los al nacer y algunos adultos debajo de las plumas (fig \.2)



Calamo ' barbillas

Hiporaquis Raquis
Ombligo superior

Ombligo inferior

Fig. l.l. Partes de una pluma

Fig., 1l.2. Plumdn visto

a gran aumento.

Fig. 1+3. Filiplumas
vistas a gran -

aumento.
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Las filiplumas presentan un largo raquis con algunas-
barbas y barbillas en 8u extremo (fig. 1l.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 0
tra. Todo phjaro tieme a lo largo de su vida, tres tipos de
e .
plumaje: PLUMOK, PLUMAJE JUVERIL y PLUMAJE ADULTO.

El plumaje adulto suels ostentar, en algunas especies

una diferenciacidén de carécter sexual, Es el plumaje demomi

*nado nupcﬁal.lo

1.1.1. HUMEDAD. La determinacidn de humedad en una muestra-

’ nos da & apreciar el valor cuamtitativo de-
agua y materia seca. Paga aplicar'el proceso'(anexo 1), las
plumas 88 debleron convertir en harina, y de esta forma ad we

quirir un valor mds exacto y en menor tiempo.

Una vez recogidas las plumas, inmediatamente después-

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

El Valle) se las lavé y dejd bajo la accidn de los rayos so-
lares para eliminar el exceso de agua; pdsteriormente se las

sometid a 1la molturacidn,

La harima de plumas es de um color blanco tendiente -
al crema (depende de la raza del broiler), muy liviana y vo-
juminosa; los raquis dan una harina distinta a la que produ-
cen las barbillas que més bien se agrupan formando grumos se

mejantes a algodbén y con un olor caracteristico.

El valor obtenido es el de 8,82 % de humedad y un con

tenido de materia seca del 91,18 %.



1.1.2. CENIZAS., El chlculo de cenizas (anexo 2) es otro de -

los an&lisis que nos sirven para averiguar -
los caracteres de una substancia. ptilizando muestra moltura
da y carente de grasa (anexo 5), después de aplicar el proce-
so se obtuwo que la harina de plumas posee el 2,96 % de ceni-
zas, lo que nos da & entender que esta substancia contiene -
componentes quimicos como: bxidos, carbomatos, fosfatos y sul

fatos minerales.

1,1.3. PROTEINAS. La determinacién de proteinas, a base del-
chlculo de mitrogeno total, es el anflisis

de mayor importancia de acuerdo a los fines investigativos de

la presente obrae. Trabajando con muesira molturada y desem=s
grasada y aplicando la técnica Kjeldahl se ohtuvo e 80,69 %-
que se considera un valor considerable de proteina bruta.

Ya en el proceso mismo de determinacién de Nitrbgemo -
total, al apreciar los continuos virajes del indicador en la-
recepcién del destilado hace suponer la alta cantidad de ni--

trégeno y proteinas.

Seghn fuentes de informacidér las plumas'ﬁ;;;;ZE\de un-
proceso de hidrolizado conmtienen :.alrededor dé§/75 % de pro--
teina digerible; esto hace suponer que es una fuente-rica y -

aprovechable en la alimentacibén animal,

1.1.4. AZUFRE. El azufre en la harina de plumas se encuentra
formando los amino&cidos sulfurados como son-
1a metionina y la cisteina y se determina precipitamdolo con-

el acetato de plomo en forma de sulfuro de plomo (anexo 4).

Si el comtenido de proteina es alto también posee la -

harina de plumas alto contenido de aminoidcidos sulfurados y -



A} S
desde este punto de vista el valor obtenido que corresponde -

al de O,46 %, se congldera razomable y da lugar a supomer que
la harina de plumas\ﬁuede servir como una fuente de estos ami
nobcidos y que podrian aport&rée a los animsles en las racio-

nes. .-

Fl azufre es un mineral necesario para la sintesis de-

los aminodcidos que -1lo contienem.“

El azufre es un mineral necesario especialmente en el-

ganado rumiante y tieme que ver con la formecidmn de la plel ¥

la lana.

Se considera como material cérmeo en las aves al pico-
las uiias, que son formaciones queratinizadas con caracteristi
cas propias en la especie avicola;.y la epidermis o piel de =~
los tarsos que sOn mwhs blen escamas y sus caracteristicas somn

diferentes a las plumas, picos y uias.

1.2.1. PICO Y UNAS. La piel, szalrededor de cada mandikula, -

'se endurece mucho y forma una especie de

estuche cbraeo O ranfoteca.

Las puntas y los berdes del pico son las partes més du
ras. Los orificios nasales se abren en la parte anterior de
la ranfoteca, Em las aves én general la forma del pico varia

de acuerdo al régimen alimenticio.;g

lLas uiias 0 garras son consideradas como escaras espe--
cializadas, la mayoria de las aves las tiemen emcurvadas en -
forma de gancho. En su parte dorsal son mAs gruegas. EB los

machos se localiza el tarso-metatarso, uma garra cbdrnea que -



también se denomina espolén.lo

Después de la faema de pelado de los broilers (mecani
zado), las uilas quedan impregnadas a la pilel de los tarsos;-
los picos deberén desprerderse de las cabezas con instrumeni
tos cortantes, lo que permite gque contenga cierta cantidad -

de hueso y material carnico.

1.2.1.1o HUMEDAD., En los dos casos, picos y ufias respectiva
’ mente, se debid transformar en harinas; -

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

de ufias.

Las ufias Gnicamente neéesitan desprenderse de la plel
de los tarsos; pero los picos para prepararles para 1los ané~
lisis, inclusive antes del proc¢eso de molturacibén deben some
terse a un ligero calentamiento en agua para eliminar los -
restos cérnicos que se hallan adheridos y que alterarién los
valores cuantitativos de los respectivos analisis; pero se -
debe coﬁsiderar qﬁe estos subproductos, caso de usarlos en -
fines alimenticios no haria falta la eliminacibn de los res-

tos carmnicos.

Los valores obtenidos son el 8,78 % de humedad y um -
contenido de materia seca del 91,22 %, esto en lo que correg
ponde a los picos; para las ufias corresponden los valores de

8,06 % de humedad y 91,94 % de materia seca.

1.2.1.2o CENIZAS. Los valores obtenidos de ceniza en las ha
ripas de picos y ufias son 3,23'% y 3,96 %
respectivamente, valores gque indican que también estos subpro

ductos poseen O6xidos, carbonatos, fosfatos y sulfatos minera-



1es. E1 valor de las cenizas ew los picos es ligeramente més
alto Que las plumas Yy que la piel de los tarsos en razbn de~
quellos picos salen con un& porcibn 63&# dependiendo de la =~
Apréeisién de corte al momento que s6 lo desprende de la cabe

Z8 .

1.2.1.3. PROTEINAS. La harina de ufias tiene el 81,12 % de ~

proteinas, es decir um valor tan alto -
como la harina de plumas; mieqtras que los picos poseen un -
valor menor (33,12 %) que se atribuye a que el pico no solo-
gse compone de material cbrneo sino también de cierta canti--
ded de hueso que disminuye notablemente el contemido de pro-

teinas y aumenta ligeramente el contenido de cenizas.

Si nos raferimos»especificamante al valor de proteina
en los picos debe considerarse que el valor es bajo en rela-
cibdn al 6ontenido de las plumas y ufias, pero 81 relacionamos
este valor con substancias orghnicas de distintd origen, re-
sulta bastante~considerable no~desechéndose la posibilidad -

'de que pueda utilizarse con fines imdustriales.

1e2.lelo AZUFRE, Una vez aplicadc el proceso de determina~-
cién del azufre(anexc 4) se obtuvieron va-
lores como son 0,2054 % para la harina de picos y el 0,2909-

el porcentaje para la harina de ufias.

Précticamente todos los alimentos contienen mis del -
0,1 ¥ de azufre. Sin embargo el pasto maduro Yy el henifica-
do tienen poco azufre y no subministran las cantidades ade--

cuadas para el‘rendimiento 6ptim6 de los animalea.“

Los valores obtenidos en los an&lisis de cantidad de-



azufre nos da a entemder que las harinas en mencidn poseen-~
mayor camtidad que muchos otros alimemtos, especialmente los

de origen vegetal.

1.2.2. EPIDERMIS (PIEL DE LOS TARSOS)., Todas las aves poseen

las patas cublertas -

de escamas, de origen epidérmico.lo

La piel de los tarsos se desprende de las patas al mig
mo tiempo que las plumas por la accidn del agua a alta tempe-
ratura. La harina de piel de los tarsos posee um c¢olor que -
fluctﬁa entre el blanco crema al amarillo, este particular de
pende del grado de pigmentacibén de las aves de acuerdo a cier
tos factores como la raza y tipo de alimentacibn; al igual -

que la harina de plumas, es iiviana y wolumimosa,

1.2.2.1. HUMEDAD, La cantidad de agua contenida em la harina

de la plel de los tarsos es de 9,02 % e in
dica que el contemido de materia seca es de 90,98 %, utilizap
do el mismo proceso que para 1as otras substancias analizadas

en la presente investigacibdn.

1.2.2.2. CENIZAS. El valor de las cenizas en la epidermis o-
plel de los tarsos es de 2,84 %, que es un

porcentaje menor en relacién conm las plumas, picos y uilas; pe

ro en igual forma nos indica su contenido de ciertos compuss-

tos minerales,

1.,2.2.3., PROTEINAS., Seghn la técpica Ejeldabl las protelinas-

en la epldermis de los tarsos esth en -

52,33 %, vwalor inferior comparado con el de las plumas y uiias

y superior al de picoOs. De igual forma es una cantidad alta -
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en relacibn a otras gubstancias destinadas a la alimentacidn.

1.2.2.4. AZUFRE, Se ha demostrado que la deficiencia de azu

| fre no solo afecta la digestibn de la cely
losa y las proporciones de 4cidos volAtiles, sino que retra-
sa también la conversibn de lactatos & propionatos por los -

microbios del rumen¢5

La piel de los tarsos contiene el 0,4722 % de azufre-
y podria considerarse como una fuente de aminodcidos sulfura_
dog y podria ser utilizado como suplemento alimerticlo para-
animales, preferentemente ganado mayor; es decir es un resu}
tado que nos puede llevar & conclusiones de mucho provecho -
especialmente en la industria de la formulacidn y prepara- -

cidn de raciones.



CAPITULO II

HIDROLISIS DE LAS PROTEINAS



Antes de entrar al estudio del proceso de la hidrfli--

818, haremos un enfoque acerca de las proteinas.

Los albuminoides, proteinas o prd6tidos, som substan- -
cies naturales nitrogenadas formadas por comdemsacién de un -

ntimero grande de moléculas de los llamados amimoécidos.

Las proteinas forman, después del agua, la parte nés -
importante de 103 tejidos y humores animales y figuran en el-
organismo humano en la proporcién de calrededor del 16 ¥. -
también aunque en menor proporcidn se emcuentran en los teji-
dos vegetales, La importancia que siempre se le asigna en la
constituciédn del protoplaesma celular, motivd el nombre de pro
teinas o prdtidos, del griego "Proteios" que significa lo pri

mero o lo fundamental.

De la miesma definicidn que hemos dado se deduce que -~
los prétidos deber contemer C, H, O y N; muchas proteinas po-
seen ademds azufre; en las llamadas nucleoproteinas se emncuep
tra el fésforo; y em otras muy pequefias cantidades de yodb, -

bromo, hierro, manganesc, magnesio, etc.z

Proteina, gque significa como ya se dijo de "primera ip
portancis" es la palabra apropiada para designar a este poii-
mero complejo de'amiﬁoécidos, que se encuentra em todas las -~
células, esté implicado em la mayoria de las reacciomes quim}

cas vitales en el metabolismo de lae plantas y los amimales,

Las proteinas‘forman upa importante estructura de los
tejidos blamdos del organismo de los animales, tales como los
mfisculos, tejido comjuntivo, colégeno, piel, pelo, pezufias, y

en las gallinas, plumas, ufias y parte cbérnea del pico.
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Las proteinas de la»sangre, alblminas y globulinas, g
yudan a mantenmer la homoestasis, a regular la presibn osmbti
ca, actuando como un suministro de "reserva' de aminobcidos-
adem&s de tener otras muchas funciones. En la coagulacidn -
de la sangre estén implicados el fibrinbdgerno, trombdéplastina
y otras varias proteinas. También se encuentra en la sangre
la proteina conjugada hemoglobine, que lleva oxigeno en las-
células, y las lipoproteinas, que tramsportan lag vitaminas-

solubles en grasa y otros metabolitos grasoe.ll

"Aunque todas las proteipas en un animal-
o en 108 piensos se refierem colectivamep
te como "Proteina™, cada proteina ''per se'
difiere de todas las demés.

Es la sucesibn especifica de amimg
&4cidos y la manera en la cual las cadenas
de sminoécidos estén conectadas unas COR-
otras,lo que determiman las propiedades -
individuales fisico-quimicas de cada pro-
teina y, por ello, su funcidn hiolégica"1

Sabemos que las proteinas abastecen al organismo un -~
complejo de aminobcidos especificos; cuando se imcluye las -

proteinas er una racidm alimenticia, lo que hacemos @8 apor-
tar determinados aminoicidos y como las proteinas completas-

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

El1 valor biolégico de una proteina se expresa con unr -
nGmero que indica la relacidn entre el H que detlene el orga-
nismo y el K absorvido con el alimento, en otras palabras nos
indica el rendimiento o utilizacidn dréstica de una protelna.
Ejemplo, cuando decimos que el valor biolbgico de la leche es
88 para el crecimiento, significa que el 88% de las proteinas

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

1. La Hacienda, # 3, Mayo/Jumio,198l, pag. 4O.
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tesis celuleres y el consecuente crecimiento.17

Cuando se trata de investigar 1a existemcia de protei-
nas, 8€ reéiizan experiencias, como por ejemplo la reaccidm -
" del biurst, que se efecta afiadiendo disolucidn diluida de -
sulfato de cobre a una disolucidn fuertemente alcalina de prg.
teina, produce un color violeta purplreo. Como todos los po-
lipéptidos dan la misma reaccidn, se considera que es debida-
a los enlaces péptidos, =-CONH-, en la molécula de proteiné, -
se supone se forma un complejo en el que el i6n cobre se coor
dina con el enlace péptido para formar um anillo que conmtiemne
cobre y el cual tiene probablemente la estructura (I), u otra
similar correspondiendo & un compuesto de coordinacibn,

BHO

N/

AN
(1)

A bajos valores de pH el 16n ctprico se coordina tam--
bién coh ios grupos carboxilo y a valores de pH més altos com
los grupos aminicos de las proteinas., Se usa frecuentemente~
1a reaccién del biuret para la determinacibédn cuantitativa de-~
las proteinas en el suero sanguineo., Sin embargo no es nuy -

sencible, con lo que una reaccibdn negativa no indica la ausen

cia de proteinas.

Las proteinas son precipitadas por medio de las sales-
de los metales pesados (Cu, Pb, Hg, Fe), por una serie de &ci
dos orgénicos incluyendo el fcido tricloracético, el &cido -~
salicilsulfénico y el &cido pierico, ¥ también por fcidos co-
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loidales (por ejemplo el &cido wolfrémico, &cido témnico) y ba
gses (hidréxido férrico). Estos precipitantes mo puedeniser -
usados en general para }la preparacién y precipitacibés de pro-
teinas purae, porque muchas proteinas se desnaturalizan por -
accidn suya. Sin embargo se han preparado proteimas pativas-
también a partir de sus compueétos por accibn de cinc, dado -
que el cinc, en forma de sales, se aflade a las disoluciomes -
de proteinas cuidadosamente ¥ evitando un exceso, Si se usa~
exceso de reactivos precipiﬁantea, la mayoria de las protei--
nas se precipitan cuantitativamente. Este método tieme mucha
utilizacibnjen.los laboratorios clinicos durante la desprotei
nizacién de los liquidos biolbgicos. Ep la determimacibém -
cuantitativa de proteinas en el suero sanguineo y en fluidos-
similares y en las prusbas cualitativas para poner de mani~ -
fiesto la presencia de proteina en la orina y emr otros liqui-

dos biolégicos.é

Afin cuando es muy dificil separar la proteins desnatu-
ralizada precipitada de los agentes prscipitantes antes men--
cionados, la proteina puede ser obtenida féciluente en un es-
tado desnaturalizado por coagulacidn, por el calor o mediante
el método Sevag, en el cual la proteina'es desnaturalizada e-
i{nsolubilizada por agitacibn com cloroformo y con alconol ami

lico u octanol.6

En la determimacién cuantitativa de las proteinas, el-
precipitado obtenido por los reactivos referidos anteriormen-
te, puede ser usado para la determinacibédn cuantitativa por el
andlisis Kjeldahl (anexo 3). Al aceptar este procedimiento,-
se asume que el precipitado cdntendré solamente nitrégeno prg‘

teinico. Esta suposicidm no esté del todo justificada porque
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se precipitan al mismo tiempo que las proteinas &cidos polisg

céridos y ciertos lipidos, awbos de gran tamaiio molecular.6

El amhlisis de la comstitucidn de las proteinas, se ha
hecho mediante la hidrélisis, o sea la fijacibn de agua que -
conduce a la paulatina simplificacidn de la primitiva molécu-~

la, o degradacidn.

La degradacibe hidrolitica de las proteinas se hace -
por fases sucesivas, conociéndose el fimal de la operaciém -
cuando resulta negativa la resaccibédn de biuret, Las diversas~

etapas de la degradacibén son las siguisnmtes:
- PROTEINAS —= ALBUMOSAS —e PEPTONAS—=FOLIPEPTIDOS—=AMINQACIDOS

Esta operacién puede realizarse tratando las proteinas
con &cidos (ClH, F,H,, SO#HZ) o con &lcalis en medios acuosos
y en caliente o bien trabajando a la temperatu&a ordinaria ,'
pof la accibn de diversas diastasas proteoliticas como la -

tripsin&.a

“Una hidrolisis similar producen las dias-
tasas proteoliticas segregadas por el estd
mago, el pancreas y €l tubo intestinal sc=~
bre las proteinas de los alimentos y que -
permiten digerir y aprovechar afin los alby
minoides coagulados e imsolubles, solubili
zéndolos (queso, huevos duros, pan, carnes
cocida) Las bacterias de la putrefaccidn-
también’hidrolizan las proteinas”,

Los productos de la hidrélisis de las proteinas som -
finalmente 1os.aminoécidos, Como su nombre lo indica, los a-
minoécidos son substanclas que contisnen en sus moiéculas por
1o menos un grupo de la funcidn amina j otro de la funcibén &-

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

2. Caysi Iacobucci,"QUIMICA ELEMENTAL MODERNA ORGANICA", p.294

-
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minan alfa-aminodcidos. La férmula general de los aminodci--

dos es la sigulente:

Los &cidos, las bases y loes enzimas, son los agentes u
tilizados para la disociacién hidrolitica de las proteinas. -
en la mayoria de los casos se ha utilizado el &cido clorhidri
co a la temperatura de ebullicibén a fin de producir la degra-
dacidbn, E1 Acido clorhidrico de punto de ebullicidém comstan-
te contiene solamemte un 20,5 % de HCl; para estos fines se -~
diluye, antes de usarlo, el &cido clorhidrico comercial, el -
cual contiene un 35 % de HCl, La proteina seca se mezcla con
umos diez volfmenes de &cido al 20,5 % y se somete a ebulli--
cidén sobre un bafio maria durante unos 30 ~ 60 minutos, de es-
ta forma se evita la formacibén de espuma durante el proceso -
de hidrdlisis. Se logra entonces una hidrélisis total some--»
tiendo a reflujo la proteina durante unas 12 - 70 horas com =
el &cido clorhidrico hirviendo.

wEl &cido clorhidrico utilizado para prac-
ticar el proceso de hidrdlisis no debe con
tener trazas de hierro puesto que el cloru
ro férrico cataliza la destruccidn por oxi
dacibén de algunos de los amimolcidos. Es-
te fenbmeno se puede evitar en cierta for-
ma, utilizamdo gara las operaciones encamj
nadas a la hidrdlisis una mezcla de &cido-
clorhidrico y &cido férmd.co."3

Los mejores resultados se obtiemen cuando se someten -
al vacio tubos que contiemen la proteisa y &cido clorhidrico-

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

calientan luego hasta que se completa la hidrélisis.

En todos estos procesos el &cido clorhidrico se elimi-

na destilando al vacio y recogiendo el Acido sobre hidrdxido-
3, Felix Haurowitz,"QUIMICA Y FUNCION DE LAS PROTEINAS", p.26.
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sbdico.

Si se hubiese usado &cido férmico, este &cido se elimi
na al mismo tiempo durante el proceso de eleiminacibn del &ci
do ‘clorhidrico., El residuo comtieme los amimodcidos como hi--
drocloruros. Se puedem convertir en aminoécidos libres pasip
dolos a través de una columna de intercambio conteniendo uma-
resina de intercambio aniénico., Cuando se pretemde obtemer g
mino&cidos libres, podria resultar ventajoso realizar la hi--
drblisis con &cido sulffrico 8 N, el cual puede eliminarse -
pof completo cuantitativamente, del hidrolizado por la adi- -
cién de la camtidad equivalente de hidréxido bérico, puseden -

ser entomces sometidos a extraccidn cor agua hirviente a {in-

de eliminar las considerables cantidades de aminodcidos que

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

con lo que se llega & obtener una mezcla de aminoécidos.6

La ventaja de una hidrélisis mediante &cidos esiriba

en que 8e evitg la racemizacibn, con lo gque los amimolcidos
g6 obtienen como L-aminodcidos sin cambiar. La mayoria de -
los amimodcidos resistem a la accidn de los 4cidos minerales-
a la temperatura de ebullicibém, El triptéfano, que se destru
ye por la accibn de los &cidos hirvientes se puede aislar de-
los hidrolizados obtenidos mediante accibén emzimhtica. Los -
productos de descomposicibdn del triptéfano se conviertex enm u
na substancia obscura derominada humina, que se forma proba=-
blememte por condensacidn de los niicleos de irdol del triptd-
fano con pequefias cantidades de aldehidos, producidos estos -
durante el proceso de hidrélisis. Durante la hidrélisis &ci-

da se oxidan considerables cantidades de aminodcidos sulfura-

dos, dando lugar a diversos productos y uma pequeila porcidn -
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de los hidroxiamimolcidos, serina y treomnina, sufrem oxidaw =
cidén para formar los cofrespondientes alfa-cetolcidos., La ag
parraguina y la glutamin& se hidrolizan mediante el &cido -
clorhidrico hirviente, produciemndo &cido aspirtico y &cido -~
glutémico. El amonio que se libera se encuentra luego emn los

kidrolizedos en la forma de cloruro aménico.6

El mejor método de determinar los aminodcidos sulfura-
dos cistima y cisteina es mediante oxidacidm de la proteima -
por tratamiento con Acido perférmico frio (preparado com &ci-
do férmico y agua oxigenada) e hidrdlisis subsiguiente con &-
cido clorhidrico. La cistina y la cisteima se comvierten en-
&cido cisteico, HOBS-CHE-CHNHZ-COOH, que resiste a la accibdn-
del &cido clorhidrico hirviente, y puede ser determimado, por
tanto, en el hidrolizado., La oxidaciédn de los hidroxiaminoh-~
cidos es muy lemta durante la hidrélisis efectuada por inter- -
medio del &cido clorhidrico. Ey contenido verdadero de estos-
aminodcidos, sencibles a la accibn de 1§s &cidos, se puede de
terminar en la proteina hidrolizAndola en diferentes muestras
de proteina durante diversos periodos de tiempo; se mide en--
tonces en cada uno de los hidrolizados la cantidad de serina-
Yy treonina y se calcula la cantidad inicilal de estos aminolecji

dos por extrapolacidn a tiempo cero.

Se puede conseguir una descbmposicién hidrolitica com-
pleta hirviendo las proteinas con hidroxido barico 4 N o con-
hidrbéxidos alcalimos, Se concede preferencia al hidréxido b§
rico ya que su exceso g¢ puede elimipar por medio de uma can-
tidad equivalente de Acido sulflrico. Los hidrolizados alca-
linos son incoloros y no contienen humina., La hidrélisis me-

diante &lcalis tiene desventajas: los aminodcidos sufren race



mizacién, algunos de ellos se desaminan, la arginina se con-
vierte er ortinina y en firea y la cistipa y la cisteina se -

destruyen,

Se puede lograr también una hid:blisis completa por -
accidn de emzimas proteoliticos bajo cbndiciones nuy sua¥es=
se ha conseguido asi la conversifdn cuaﬁtitativa de varias -
proteinas en aminolcidos, Los enzimas usados han sido la pg
paina, la leucins-amimropeptidasa y la carboxipeptidasa., Los
hidroiizados enzimdticos contienen.tfiptéfano y ademés gluta
mina y asparraguina. A partir de aqui se pueden aislar ami-
das utilizamndo el hidrolizado., La hidrblisis enzimitica es-
muy Gtil cuahdo se desean obtener productos intermedios de -

tipo péptido por hidrélisis parcial.

También se llega a una hidrblisis parcial utilizando-
fcido clorhidrico a 37° C¢. La presencia de péptidés especi-~
ficos em tales hidrolizados indica que la suceptibilidad de-
diversos enlaces péptidos frente &l &cldo clorhidrico es di-
ferente; por ejemplo, los emnlaces péptidos formados por los-
radicales aspartilo o por la serina y la treonima sor hidro-
lizados muy facilmente., El emlace -CO _NH~ formado por los -
grupos aminicos de los hidroxiécidos se convierten facilmen-
te en la unidén tipo éster -CO.0- en el cual el grupo hidroxji
lp de la serima 0 la treonina se combima com el grupo car~ -
boxilico de un aminodcido adyacemte. Los enlaces tipo éster
formados por este "desplazamienmto acilico" son mis sucepti--
bles de ser hidrolizados que los emlaces péptidos., A dife--
rencia de estos enlaces péptidos fdcilmemte hidrolizables, g
guellos otros formados por la valina sén particularmente es-

tables., Se ha conseguido tambiée una hidr6lisis parcial de~
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Cuando se callentam las proteinas con hidrazina anhi-

dra, RZHA‘ se disocian los enlaces péptidos por hidrazindli-

sis.

R - CO-NH-R®' + KZHQ Ra@O—NH—RHz + HZNhR‘

Akaﬁori, Quién describid esta reaccibm, la utilizd pa
ra la determinacién de los aminoécidos terminales que tiemen
un grupo CO.OH libre., A diferemncia de los otros aminolcidos
de la cadena péptida -- que son comvertidoa en sues hidrazi~-

das,el amimoacido terminal se encuentra er los hidrolizados~

en forma de aminofcido libre.6

Las pruebas del prg

ceso de hidrblisia-
se realizaron a nivel de laboratorio, y es asi como se some-
tieron a ebullicidn muestras de harinas de plumas, picos, u-
fias y piel de los tersos en medios &cidos y alcalings y pre-

vio desengrasado.

2.1.1, HIDROLISIS ACIDA.
Zglslolo HIDRQLI§l§ CQN ACImS QEQABLQQ&. Entre losa

| &cidos or
génicos el que se utilizd fué el &cido acético que al pare--
cer pressnta ventajas, por ejemplo de ser rapido, y causar -
‘poca destruccidén del tripté6fano femdémeno que puede interpre-
taree pér la coloracibén amarillents de las distintas mues- -

tras en la experimentacibén hidrolitica.
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CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA HIDROLISIS CON ACIDO ACETICO 5 K

tiempo (horas) lra valoracidn * 2da valoracibn**
" ml de NaOH 0,5 M ml de NaOH 0,5 N
2 17,0 -
L 18,4 1l gota
6 18,6 1 gota
8 19,5 1 gota
10 20,2 1 gota
12 20,3 1 gota
14 ’ 20,9 1 gota
16 20,8 1 gota
18 21,0 1 gota
20 21,0 1l gota
22 21,0 1l gota

¢ 2 Bl de muestra cada 2 horas utilizando femolftaleina como
indicador,

#+ la misma muestra de la primera valoracidn se agregs 1 ml-
de formaldehido.
CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA 1lra VALORACION
214
ml NaOH

0;5 N,
20

191

18;

171

2 L 6 8 10 12 14 16 18 20 =22 Horas
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2.1.1.2, HIDROLISIS CON ACIDOS INORGANICQOS. Entre los &cidos

inorgénicos el -

que mayores ventajas presenta es el cido clorhidrico 20,5 %.

CONSUMO DE NaOH 0,5 K EN LA HIDROLISIS CON HC1 al 20,5 %

Tiempo (horas) lra valoracibn 2da valoracién
mrl NaCH 0,5 K : ml NaOH 0,5 N
2 24,9 ' 0,5
b 25,e 045
6 - ' 2593 0.5
8 25,4 0,5
10 26,2 0,5
12 26,6 0,6
14 26,6 | 0,6
16 27,0 0,6
18 27,6 0,6
20 28,2 0,7
22 28,2 0,7
2y 28,2 0,9

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

4
28

ml NaOH |
0,5 N.

27 |

26

25 |

2k

-

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 =22 24
Horas
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CURVA DE CONSUMO DE NaCH 0,5 N EN LA SEGUNDA VALORACION
*

0,9 1 | .
ml NaOH /

0,5 N. /

0,8 | | | | | //
0,7 .“ﬁ/
0,6 | : ;f//

/

!

0.5 _/

2 L 6 8 10 12 i 16 718 V-l e e
' Horas

La hidrélisis con &cido clorhidrico se desarrolla deg
truyendo la totalidad del triptéfano formando huminas inter-
pretindose este fendmeno por la coloracién obscura que toman
las muestras; ademfs en el proceso se forman enlaces tampdn-
que no permiten se siga desarrollando el proceso, pero este-
problema se elimina con la segunda valoracidn que indica un-
ascendente consumo de NaOH 0,5 H, En esta fltima etapa, el-
formaldehido dessmpefia la funcidén de destruccibn de dichos -

enlaces,

2.1.,2. HIDROLISIS ALCALINA. La hidrélisis alcalina, se la -

realizb hirviéndolas a las muesg
tras en una solucidn de NaOH 2 N, Los agitadores evitam la -
formacibén de espuma. La desventaja de este tipo de hidréli-

sis es que el control del proceso no puede desarrollarse vo-
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lumétricamente; este particular puede apreciarse por el comg

tante consumo de &cido clorhidrico al 5 %.

CONSUMO DE HC1 AL $ % EN LA HIDROLISIS CON NaOK 2 N.*

Tiempo (horas) | ml HCl 5 % F
2 | 2,6
b 2,6
6 2,6
8 2,6 |
10 2,6 |
12 2,6
14 2,6

*» E1 consumo de HCl se expresa sobre valoraciones en 2 ml de
muestra cada dos horas; la fenolftaleina se utilizé como in-
dicador de los virajes,

CURVA DE CONSUMO DE ACIDO CLORHIDRICC 5 % EN LA HIDROLISIS -
CON HIDROXIDO DE SODIO 2 N.

4
355
ml HC1 3,0
5 %
2,5
2,01

2 4 6 8 10 12 14 Horas

Para las experiencias del proceso de hidrélisis se u=~
tilizan las mismas soluciones que para el caso anterior (ha-
rina de plumas). El material cbrneo se comporta con caractg

res similares, es decir: el tiempo y las reacciones.
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2320“ PICO Y UE;E& L]

2.2,T141,

CORSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA HIDROLISIS CON ACIDO ACETICO 5 R
(muestra de harina de picos) v

Tiempo (horas)

lra valoracidn
ml NaOH 0,5 N

2da ¥aloracidn
ml NaOH 0,5 R

o N

12
14
16
18
20

16,2
16,3
16,6
16,9
‘9&4
19,4
19,8
19,9
19,9
20,1

1l gota
1 gota
gota
gota
gota
gota
gota
gota
gota
gota

P S S I TR Sy

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

ml NaOB
0,5 N

19 }

18 |

17 |

16 }

(musstra de harinma ds picos)

-

"

2 4 6 8 10

i4 16 18 20 Horas
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CONSUMO DE NaOH 0,5 K EN LA HIDROLISIS COR ACIDO ACETICO 5 N

(muestra de harina de ufias)

Tiempo (horas) | lra valoracién | 2da valoracidm
ml KaOH 0,5 N' ml de RaOH 0,5 N
2 19,1 1 gote
L 19,2 1 gota
6 v 19,4 1 gota
8 19,6 ; 1 gota
110 19,7 | _ 1l gota
r 20,1 1 gota
L1y ‘ 20,4 1 gota
?16 20,6 1 gota
118 20,8 1 gota
| 20 21,2 | 1 gota
22 21,2 | 1 gota
I

CURVA DE CONSUMO DE HNaeOH 0,5 K EN LA PRIMERA VALORACION &

(muestra de harins de ufias)

2l NaOH
0,5 K.

21 [ | |  /¢¢//

20 |

P
o

2 L 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Horas,



2.2.1,1,2, HIDROLISIS COR_ACIDOS INORGANICOS.

CONSUMO DE NaOH O,5 N EN LA HIDROLISIS CON ACIDO CLORHIDRICO
AL 20,5 % (muestra de harina de picos)

tiempo (horaes) lra valoracidn i 2da valoracidm
.\ ml NeOH 0,5 N °  ml NaOH 0,5 N
2 26,5 | 0,5
I 26,5 0,5
6 26,8 0,6
8 26,9 0,6
10 | 27,0 0,6
i2 “ : 2?;4 036
14 | 28,0 , 0,8
16 28,6 ' 0,8
18 28,8 , 0,8
20 29,0 0,8
22 - 29,9 0,8

CURVA DE CONSUMO DE Xa0OH 0,5 R EN LA PRIMERA VALORACION
(muestra de harina ds picos)

n
(&
B

B e T

29 1 P

26 }

e et =gt e

6 8 10 12 14 16 18 20 22
Horas
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CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA SEGUNDA VALORACION
(nuestra de harimna de picos)

0.9}

ml NaQH
0,5 K.

098 F
0,71

0,6}

..

L 6 8 10 12 14 16 18 20 22 Horas

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

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

T4{empo (horas)

ira valoracidn
ml NaOH 0,5 N

2da valoracidn
ml NaOH 0,5 N

lep WP < |

ce

12

14
16

18
20
22

23,5
23,6
23,8
24,1
2445
- 24,9
‘ 25,0
25,2
25,8
26,0

26,2

0,2
0,3
0,3
0,3
0,5

0.5
052
0,5
0,5
0,5
0,5
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CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 W EN LA PRIMERA VALORACIOR

0,5 N

26t

25 T

24 ¥

25 1

4.

(muestra de harina de ufias)

2

Iy

€ 8 10 12 14 16 18 20 22 Horas

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 K EN LA SEGUNDA VALORACIOR =

ml KNaOH %

0,5 N

093‘

0,2}

(muestrs .de harina de ufas)

g

i

10

L

14 16 18 20 22 H

orasg
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2.26102., HIDROLISIS ALCALINA. Al igual de la harina de plu=~

mas, las correspondiéntes a -
plcos y uwfias no presentan facilidad de comtrol volumétrieo -
del proceso razbn por la cual el consumo de &cido clorhidri-
co se mantiens constante, obsérvese las curvas correspondiep

tes,

CONSUMO DE ACIDO CLORHIDRICO AL 5 % EN LA HIDROLISIS CON HI-
DROXIDO DE SODIO 2 R (muestras de picos y ufias)

Tiempo (horas) % _ Comgumo
! picos ufiag

2 | 1,9 2,3

4 1,9 2,2

6 1,8 2,2

8 ;] 1,8 : 2,2

10 18 2,2

12 | 1,8 2,2

14 : 1,8 2,2

16 . 1,8 2,2

CURVAS DE CONSUMO DE HC1 5 % EN LA HIDROLISIS CON NaOH 5N

(muestras de picos y ufias)

4
rl HCl }
5%
5 L
Tt e e e i e e e — . ufiaB8
2 -
picos

1

5T T8 B0 12 14 16 Horas
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2.,2.2. EPIDERMIS (PIEL DE LOS TARSQS).
£2.2,2.1. HIDROLISIS ACIDA.
£.2.2.1.1. HIDROLISIS CON ACIDQ ORGANICO

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

Tiempo (horas) lra valoracién 2da valoraciénm
ml NaOH 0,5 H ml NaOH 0,5 H

2 18,2 1 gota

4 19,2 1 gota

6 | 19,3 1 gota

8 19,3 1 gota
i0 19,4 1 gota
12 19,5 1 gota
14 i9,6 1l gota
16 20,4 1 gota
18 20,8 1 gota
20 20,8 1 Bota

CURVA DE CONSUMO DE NaOH 0,5 N EN LA PRIMERA VALORACIAH
(muestra de harina de piel de los tarsos)

ml NaOH
0,5 % »

20 r

19 |

18

2% 6 8 10 12 14 16 18 20 Horas
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2.2.2,1.2, HIDROLISIS CON ACIDOS INORGANICOS .

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

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

Tiempo (horas)

lra valoracidn

ml NaOH O,5N

2da valoracién
ml NaOH 0,5 K

23,2
23,8
21,2
2,5
24,9
25,2
25,2
25,6
25,8
25,9
26,0

0,4
0,4
0,5
0,6
0,7
0,7
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8

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

ml KaOR %
0,5 N

26

25

23 |

(muestra de harina de piel de los tarsos)

A . . . . . . . N
4L 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Horas



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

(muestra de harine de piel de los tarsos)

0,8 | /
" ml NaOH | | _ //
0,5 N |
0,7t
1
0,6 1| ,.
l /
/
095" ,//
7/
//

2 4 [ 8 70 12 14 16 18 20 32
Horas

S

R | = Gotar srdurzsis s i e sk s o ekt s ot o e B

2.2.,2.2. HIDROLISIS ALCALINA,

CONSUMO DE ACIDO CLORHIDRICO AL 5 % EN LA HIDROLISIS CON HI-
DROXIDO DE SODIO 2 R (muestra de epidermis de tarsos)

Tiempo (horas) E ml HCl S5 %
2 2,1
4 2,
6 2
8 : 51
10 2,1
12 2,1
1 L2
16 R
kﬁ& 241
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CURVA DE CONSUMO DE ACIDO CLORHIDRICO AL 5 % EN LA HIDRO-
LISIS CON NaOH 2 N (muestra e harina de piel de los tarsos)

L |
ml HC1 ;
5%
30
2 CRISURIITNECTIOCT s N R v e e e - e —rrre e
1

ﬁespués de hacer un anilisis de los cuadros y'curvas -
que originam los procesos de hidrdélisis con las muestras de a
ndlisis, podemos concluir diciendo que dicho proceso es apli-
cable a muestras ricas en proteinas tales como las refe;entes
a la presente investigacidn, especialmente cuando se trate de
obtener productos a utilizarse como suplementos alimenticios-
a base de proteina y singularmente ricos em ciertos aminodci-

dos,

Todes las muestras presemntan las mismas reacciones de-
acuerdo al tipo de hidrélisis (4cida o alcalina), El mayor -
beneficio se logra con &cido ivorgémico (HC1), pero el uso de
&cido orgénico (CHB»CO.OH) evita la destruccidn del triptéfa-
no; ademés el comntrol volumétrico se lo puede realizar sin ma
yor dificultad en los dos casoe, ngoe los procesos se dess--

rrollan entre las 2 a 24 horas de ebulliciésm,



T

Para el casc de hicrdlisis
loraciones, debiende recalcar que

con Acido orgdnico la cantidad de

gunda valoraclidn es practicamente muy pequefia, dificulténdose
expresar em ml, Prara el caso de hidrélisis con HCl, tanto en
la primera valqracién come en la segunda existe ascendente -
consumo de NaOH. El formaldehido cumple la funcidn de destru-
ir posibles estructuras tampdn que se producem en el proceso-

y que impiden la continuacidn,

Si bien es cierto gue el Acido clorhidrico oxida log -~
aminoidcidos sulfurados tales como la cistina y la cisteina -
-produciemdorotroa compuest g, entoaces resulta desventajoso &
plicar dicho &cido si se trata de obtemer concemtrados de -

adﬁstanci&s gue contengan tales ingredientes,

Por filtimo. recordemos que después del proceso resulta-
wi - fhcil eliminar mediante destilacidn al wacio el &cide -
clorhidrico previo neutralizadd.con una base, En definitiva-
ia hidr6lisis &cida (orgénica e inorghnica) resulta =u ventgy
josa en relacién a la alcalina porgue esta @ltima presenta la
desventaja de no pod@rse controlar volumétricamente el proce-
s0 de ahi que el consumo de &cido permanece casi constamte; -~
para este caso deberd 1nv¢stigarée otro método de control; a-
demés, como ya se dijo antess que los Alcalis originsn racemi-~
nizacidn de ciertos aminocécidos, otros se desaminan y la cige
tina y cisteina se destruyes. Si la hidrélisis se produce, -
no se 1oérarén pﬁodugtos ricos en ciertos aminochcidos, sino -
m&s bién concemtrados de anminoécidos que presentan resisten--
cia a la accidén de lus &lcalis especlalmente el hidrdxido de-

sodio.
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2.3, SISTEMAS DE CQONTROL DE L& HIDROLISIS.

Los sistemas de control de procesos de hidrélisis se -
encargan de vigilar el grado de degradacidn de las proteinas-
dicko control se puede desarrcllar volumétricamente, pero es-

un sistema que sdlo da resultados cualitativos,

2.3.1. REVISION DE TECNICAS APROPIADAS. E1 procesc de hidré-

lisis de proteinas -
consiste en la disociecidn de los enlaces péptidos y de amida

de acuerdo a la siguiente reaccifm:

R-CO-NH-R' —* 20— R-COOH + R'-HH,

SN

La extensidn de la nidrélisis se puede llegar a c¢corO-=-
cer en cualquier momemto midiendo el aumento em grupos car- -

boxilo o grupos amima, o de aﬁboeoé

2.3.%.1, VOLUMETRICA. En el proceso de hidrélisis, el aumen-

to de grupos amina se puede medir por-
valoracién volumbtrica cor disolucidn de &lecali en presemcia-
de formaldehido o etanol; es decir cuando el proceso de ebu--
11icibn se realiza en presencia de &cido clorhidrico o acéti-~
co, inorgénico y orgémico respectivemente. La valoracidn en-
presencia de formol fué utilizada por primera vez por Sgren--
sen y se explicd originariamente como una formacibn de com- -
puestos N-metilo de la estructura R-N=CH,. Lo mé&s probable -
es que se formen compuestos de tipo momometilol o tipo dimeti
lol, o seas, R-NH-CH, o R—N(CHZOH)E, respectivamente., La basi
cidad sparente de los grupos aminicos se reduce notablemente-
de esta forma. Los &cidos N-hidroximetilaminicos pueden ser-

valoredos volumétricememnte con &lcali y fenolftaleina de la -
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misma manera que los Acidos grasos. Por consiguiemte, cada e
quivalente de &lcali comsumido corresponde a un equivalente -
de enlace péptido disociado., La valoracibn en presencia de -
alcohol tieme validez gracias al factor pK de la fenolftalei-~
ps utilizada como indicador; mientras el camblo de color apa-
rece en disolucibn acuosa a lo largo de um amplio intervalo -
de pH, en las cercanias de pH 9, en donde muchos de los aming
&fcidos estén todavia en forma protdnica, en disoluciomes alco
hblicas el cambio se produce en las proximidades de pH 12 y -
dentro de un estrecho valor de pH, A este élto valor de pH -

llega a producirse la reaccidn:
+, - .
R-~N H3 + QH ———mmmoas RaHHa + HZOo (6)

2.%3.1.,2. OTRAS TECNICAS. E1l aumento deé grupos aminicos duran
te la hidrdlisis se puede determi--

ner mediante el método VAN SLIKE, que se basa en la reaccibn-
del &cido mitroso com los grupos amimicos primarios para for-

mar nitrégemo gaseos0..

RuNHZ

+ HOWQ et Re= OH + Na + HZO

Los grupos alfa-aminicos de los amino&cidos y los gru-
pos terminales alfa-aminicos de los péptidos reaccionan rapi-
damente con el &cido nitroso; sin embargo los grupcs -amini--
cos de la lisina reaccionan muy lentamente, Se logra también
una formecidn lemta de nitrbgeno gaseosc a éxpensas del amomni
aco que es producido por el ééido clorhidrico a partir de los
grupos amida de la asparragina y de la glutamina, El volumen

de nitrbgeno que se formaAse puede medir a presidn etmosféri-

ca o mamométricamente a presidn reducida,

Bl método VAN SLIKE proporcionma excelemtes resultados-

Ao



con la mayoria de los amimobcidos y los péptidos; sin embargo
hay que temer cuidado con ia circumstancia de que el &cido ni
troso se convierts ep nitrégenc por l&.accién de substanciage
fuertemente reductoras tales como la cisteina, La glicina y-
sus péptidos tambiém producen nitrbdgens en exXceso en ComMpars-

cibn con los valores teéricosolﬁ

Puesto que los amimodcidos se comportan como &cidos -
mks débiles que los péptidos la hidrdlisis emzimética de los-

péptidos se ve acompaiiada de una débil disminucién de acldez-

51 se encuentran presentes el didxido de carbono y el-
bicarbonato, se produce una absorcidén de anhidrido carbbnico-
y se puede tomar la disminucidn de la presiém del anhidrido -
carbbnico como une medida del grado de hidrélisie. De esta -
forma se puede medir mamométricamente el procesc de hidr&limu

sis enzimética en el aparato de Warburg.6

Mientras los métodos antes descritos, permiten determi
nar ei grado de liberacibdn de los grupos amina y carboxilc du
rante la hidrblisie, estos métodos no proporcionan pingln me~
dio de distinguir entre los amimnoicidos libres y los péptidos
tal diferenciacibn hay que lograrls mediante reactivos que -
reaccionan con 1los grupos alfa-amina de la_misma molécula do-

aminodcidc al mismo tiempo.

El més importante de estoé reactivos es el tricetohi--
drindeno, que se conoce con el nombre comerclal de nihindrina
51 se calienta nihindrin& con upa solucibe de aminoacido, el-~
amino&cido se oxida a CO,, amenfiaco y un aldehido que contis-
ne un &tomo de carbono mencs que el aminoacido, Al mismo -

tiempo el grupo cetdnico hidratado :}C(OH)2 de la nibhindring-



se reduce a grupo alcohbdlico ;c&oﬁ.

AN \\ /oa
S
N co / OH

NIHINDRIRA

Esta forma reducide de la nihindrina se combimpa com -
el exceso de la forma cetbdmica hidratada y amomiaco para dar
un colorante purplreo o azul, cuya concentracidn se puede mg
dir colorimétricamente, Si se practica el calentamiento con
nihindrina a pH 1 - 5, se puede medir la cantidad de aminol-
cido libre midiemdo el anhidrido carbdémico desprendido. AlGn
cuando las proteinas y los péptidos, 1o mismo que el amonia-
¢o y las amimas, produces un color azul con la nihindrina, -
ninguno de ellos forman amhidrido carbémico cuando se calien
tan con nihindrina, Por este motivo los amimnoécidos libres;\
se pueden determinar segln este método em presencia de pro--

teinas o de péptidoswe

2.3020 TECNICAS ACONSEJADAS. De acuerdo a los detalles enun

ciados er cada una de las téc~
nicas antes mencionadas, pode&om concluir agregando que un -
proceso de hidrdlisis de proteinas puada'ser valorado 0 com~-
probado si se prodacen las diferentes reacciones de degrada-

cidn,

‘La técnica que presenta mayores posibilidades de desﬁ
rrollo en un laboratorio es la volumétrica, la misme que se-

practica titulando muestras cada dos horas de ebullicibn, di
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cho proceso serd positivo cuando el'consumo de Alcali sea ag

cendente, refiriéndose a la hidr6lisis &cida.

Si se utiliza la disminucibn de pregidn del didxido -
de carbono como medida del grado de hidrblisis se debe tomar
en cuenta que se trata de un proceso favorable para hidrbli-

- gis enzimética.

El método VAN SLIKE consiste en la reaccidn quimica -
del &cido nitrosoc con los grupos aminicos primarios, donde -
deberd liberarse el nitrdgeno en forma de gas, e} inconvenien
te se presenta cuando en el concentrado de hidrolizado se en
cuentrén substancias reductoras como la cisteina; el propio-
fcido nitroso a veces se convierte em nitrdgeno y esto oca--
ciona un valor negativo dentro de lo que se persigue, Pdf o
tro lado resulta complejo el proceso de medicidémn de la canti

~dad de nitrégeno producido.

Ninguno de los métodos de control antes wencionados -
girven para distinguir la clase de aminoécidos y péptidos ~
son los que se degradan, mé&s bién son técnicas que nos permi
ten determinar el grado de liberacibén de los grupos amina y-

carboxilo.

Tomando en cuenta todos los factores positivos y nega
tivos de cada una de las técnicas resulta més aconsejable el
control volumétrico como medida de avance de un proceso de -~

hidrbélisis.



CAPITULO III

TECNICAS DE SEPARACION
Y PURIFICACION
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El presente estudio nos lleva a la investigaci6n de -
formas adecuadas de obtener substancias protéicas puras. Pa-
ra este efecto se trata de separar las diversas substanclas -
ajenas a las proteinas; desde este punto de vista un método -
de separacidén puede ser considerado también como métodc de pu

rificacibdn o viceversa,

3.1, TECNICAS DE SEPARACION.

Puesto que la mayoria de las proteinas son extremaéa~~
mente sencibles al calor, & los Acidos, bases, disolventes or
génicos, y en algunos casos inclusc al agua destilada, los -
métodos generalmente empleados para el aislamiento de otros -
tipos de compuestos orgénicos dificilmente podrdn ser emplea-

dos en la quimica de las proteinas.

Las proteinaé celulares insolubles, frecucantemente llg
madas escleroproteinas, se pueden preparar fdcilmente por ex-
traccibdn de la célula con agua y con disolventes orgénicos pa
ra separar las . grasas, los hidratos de carbono y las protei-
nas solubles. Frecuentemente es necesaria una extraccidn con
disoluciones diluidas de cloruro sbdico o bicarbonato sddico-
puesto que algunas de estas proteinas solubles solo se disuel
ven en presencia de sales neutras., Si la proteina insoluble-
es resistente a las enzimas proteoliticas se consigue un nus-
vo paso de purificacidén mediante tratamiento con pepsina a pH
1a2o con tripsina a pH 8 a 9. De esta forma la queratina,
la proteina insoluble de los tejidos cdrneos (tales como los-
cuernos o los cabellos), llega a ser preparada. Pueden aparg
cer dificultades cuando las proteinas insolubles se ercuen- -
tran acompafiadas por hidratos de carbono lnscolubles, tales cg

mo la quitina o la celulosa.
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La queratina se puede solubilizar por reduccibn de sus
enlaces tipo ditio conm suiluros o compuestos de sulfbidrilo,-
8l colégeno por tratamiemto por colagenaéa 0 hirviendo com a-
gua, la fibroina con disoluciones concentradaé de bromuro de-
1itic o con &cide dicloroscético. No obstante los productios-
solubilizados no son idénticos al material original; se han -
degradédé parcialmente. Todas las proteinas insolubles pue--
den solubilizarse también calenténdolas con una disolucién -
muy diluida de hidréxido sbdico, mientras que la mayorla de -
1os higratos de carbono resisten a este tratamiento. Natural
mente las proteinas se degraden dristicamente por medio del -
hidrdxido de sodioc y se convierten en una mezcla de productos
de menor peso molecular. Las esclefoproteinas no se pusden -
purificar por cristalizacibdn debkido a su insolubilidad. ks -
imposible asegurar, por tanto, si las preparaciones obtenidas
por los mbtodos usuales son de naturaleza uniforme o mszclée~

de varias proteinas diferentes.

El aislamiento y purificacién de las proteinas solubles
lileva consigo su extraccifén a partir de las células por medlo
de disolventes apropiados y su precipitacidn alterando la con
centracidn de las sales y/o iones hidrbgeno, o bien por adl--
cibén de disolventes orghnicos. Em muchos casos ha sido posi-
ble obtener precipitades cristalincs mediante estos procedi--
mientos, Al objeto de ev¥itar la desnaturalizacibn de la pro-
teina que ha de aislarse s debe trabajar a bajas temperati--
rag; las disoluciones de muchas proteinas sufren desmaturali-
zacidn incluso a temperatura ambiente, Esto se aplica espe--
cialmente a las disoluciones de protain&svmantenidas en agua-
sin ningtn contenido salino. E1 gradd de desmaturalizacidn ~

se reduce mediante la adicibn de sales neutras, Por ejemplo-.



.la tripsina c¢ristalina se puede almacenar en una disolucidn -~
saturada de sulfato de magnesio., El grado de desraturaliza--
cifn se reduce también almacenando la disolucidn de proteina-
a bajas temperaturas. Los refrigeradores, las centrifugas reg
frigeradas y las habitaciones frias, por consiguiente, consti
tuyen una patte importante del equipo requerido para la prepa

racidén de proteinas.

A bajae temperaturas se reduce un segundo peligro: la-
descomposicibn ‘bacteriana° lLas disoluciones de proteina cong
tituyen un excelente medio nutritivo para las bacterias y -
siempre se infectan y se destruyen s8i se conservan & tempera-
tura ambiente., Como consecuencia de'la termolabilidad de las
disoluciones de proteinas resulta imposible esterilizarlas -
por medio del calor. la infeccibn bacteriana y su desarrollo
se puede inhibir mediante el uso de desinfectantes, pero eg=—-
tos desinfectamtes pueden formar compuestos con las proteinas
lo que da lugar a que se alterem sus propiedades fisico quimi
cas 0 que las proteinas se desnaturalicem, Siempre que sea -
posible las bacterias debgn separarse dé las disoluciones de-
proteinas por cemtrifugacidén a alta velocidad o pér filtra~ =
cibn a través de filtros Seitz o Berkefeld o a través de ca--
pas de filtros. La filtracibn tiene como desventaja que pe--
quefias proporciomnes de proteinas quedan adsorbidas en el fil-

tro-poroso y se plerdemn por desnaturalizacidn.

El mejor método para guardar las disoluciones de pro--
tefinas & lo largo de prolongados periodos de tiempo es conge-
larlas y conservarlas a aproximadamente -10°% a -20°C 0 a tem
peraturas més bajes. A estas temperaturas las bacterias no -

se pueden multiplicar por 1o que se hace innecesario estersli



sar las discluciones. Log sueros inmunes y las disoluclomnes-
de snzimss pueden conservarse en los laboratorios por perio--
dos de meses y hasta afios sin perder su actividad biolégica.-
No obstante, puede éparecer-una inactivacién o despaturaliza-
c¢idn cuaﬁdo se congela y descongela repetidamente alguna de -
las proteinas més lébiles (1ipoproteinas, anticuerpos purifi-

cados, ovoalblmina pura).

Puesto que las membranas celulares son impermeables pa
ra las moléculas de proteinas en forma pasiva copstituye un -
verdadero prersquisito el que estas membranas se destruyan an
tes de proceder a la extraccién de las proteinas salaﬁles.' -
Se puede lograr la destruccidn de las células wecénicamente -
trituréndolas con arena o kieselguhr., En estos métodos es Pe
sible que una parte de la proteina se adsorva sobre las parti
culas de éili@&to y que se produzca algo de desnaturalizacidn
por lo tanto es preferible destruir las células con molinos &
propiados. La eatructura celular se destruye también por ac-
cibén de disolventes organicos tales como el alcohol, la acetg
pa o el glicerol. 81 la concentracién de glicerol mo excede~
al 85 % pasard al estracto de glicerol una gran porcidn de la
proteina soluble. 1,08 enzimas hidroliticos pueden ser extral
dos del pancreas y otros Srganos ﬁor este procedimiento, Los
estractos de glicerol son algo estables a temperatura ambien-
te. Parece como si el grado de despaturalizacidn se redujesé
por una'laxa asociacidn de las moléculas de glicerol c¢on la -~
proteina como consecuencia de los grupes hidroxilo de car&c-=-
ter polar de la glicerins, Sl se usa acetona para la destrug
cidn de las células es necesario cortar en capas delgadas el-
brgano sometido & extraccidn y triturarlo en un molino; entop

ces se coloca la pulpa en 5 - 10 vol(menes de acetona y se BQ
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mete a una agitacidn vigorosa., De esta forma se obtlene un -
medio que contiene el 80 - 90 % de acetona er el cual Bo se -~
desnaturalizan féciimente las proteinas, a diferencia de lo -
gque ocurriria si la concentracidn de>acetona fuera mepor. Eg
te procedimiento presenta COmO ventaja el hecho de que las cé
lulas se deétruyen y que la mayoria de ios 14{pidos son extrai
dos por la acetoma. los 1lipidos se pueden separar cuantitati
vamente mediante un tratamiento posterior con éter libre de -
perbéxido., El residuo extraido se puede secar extendiémdolo -
sobre papel de filtro y luego extrayéndolo con agua o con di-
soluciones diluidas de sales o amortiguadores. Mientras mu--
chas proteinas y enzimas importantes resisten la accidn de la
acetona, otras proteinas mencs estabies se desnaturalizan por

la sccidn de este disolvente.

El método mejor y més simple de destrulir las membrans&s
celulares es la desintegracibdn por repetidas congelaciones y-
descongelaciones. Como se forman particulas de hlelo puro,—-
durante la congelacibn crece la concentracidn de las sales y-
los liquidos celulares y las membranas celulares se rompen a-
causa del aumento de presidén osmbtica y de las lesiones mecé-
nicas producidas en las membranas celulares por las particulss
de hielo. Se puede conseguir también la destruccibn de las -
células triturdndolas o triturando-los tejidos con sales neu-

tras secas.

Los estractos, preparados. por medio de algunos pfocedé
mientos descritos antes se centrifugan para ssparar las part}i
culas insolubles. Las sales, el glicerol ¥ otras substanclas
de peso molecular bajo, se pueden separar por didlisis frente

a agua destilada, Las euglobulinas y muchas de las proteinas
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P

vegetales son insolubles en agua que no contenga
tanto, se obtiemen como precipitado tras una pro

sis., Se puede disolver em disoluciones isoténic

pe oxihemoglobina cristalina cuandc se pasa ox{geno
de una disolucibn dializada libre de sal de hemoglobina equi-
na reducida. Este fenbmeno demuestra de manera bien patente-
que la sclubilidad de proteinas depende en gran manera de muy
pequefios 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 Atomo de hiserro.

Hace tlempc se practicaba la didlisis mediante el uso-
de membranas de origen animal (tripa), papel pergamino o mem-
branas de colodidén. La mayor desventaja de las membranas de-
origen animal es la falta de hombgeneidad, nientras que el pa
pel pergamino y el colodidn tienen como desventaja el alto -~
contenido de &cido sulfrico y de grupos éster del &cido ni<-
trico. Muchas proteinas se despaturalizan por adsorcibn go--
bre esos grupos. £l mejor material que se puede usar hoy dia
en los dializadores es la celulosa que es obtenihle comercial
mente como celofana, El psquefio tamafho de sus poroe hace que
la velocidad de difusibn sea muy pequefia, aumentando con ellc
el tiempo requerido para efectuar la di&lisis y, como conse--
cuencia, el peligro de infeccidn bacteriana. Es aconsejable,
por tanto, realizar la diédlisis en el refrigerador. El dib~-
metro de los poros de la celofanz se puede aumentar tratando-

1z membrana con disoclucion =z acuosas de cloruro de cine.

Se pueden preparar facilmente dializadores de diferen-
tes tamafios atando los tubus en uno ¢ en ambos extremos en -~

forma de sacos del tamafio <eseado. Se puede reducir conside-
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rablemente el tiempo de la diAlisis agitandc el 1iquido exte-

rior o con mecanismos de balanceo.s
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Fig. 3.1. Tres tipos de membranas para diadlisis, G: tubo -
de vidrio; M: membrana; R: banda de caucho; P: disolucidn de-~
proteine,

"Si el propdsito es simplemente eliminar -
las sales se puede seguir el siguiente mé-
todo: el tubo de didlisis que contiene la-
disolucidn de proteina se suspemnde horizon
talmente a unos pocos milimetros bajo la -
superficie de un volumen de agua destilada
y se mantieme en un refrigerador, FPor su-
mayor densidad las sales se difunden répi-
damente hacia abajo, hacia el fondo del re
cipiente y la bolsa de diflisis permanece~
rodeada de agua destilada libre de sal.1

El alto gradiente de concentracidn causa umpa didlisis-
rdpida y en el fondo del reciplente se colecta una disolucidn
concentrada de material dializable. Después de 10 - 15 horas
se yacia el recipiente, se enjuaga y se llema de nuevo com a-
gua destilada nueva y se repite el proceso hasta que se elimi
nan las sales de la disolucién de proteima. Naturalmente eg

te procesc nouse puede usar para efectuar una diélisie frente

1. Felix Haurowitz, "QUIMICA Y FUNCION DE LAS PROTEINAS",p. 9
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a disolucicmes salimas 0 amortiguadas. Se puede comsegulir un
ausento de la velocidad de la difusibn mediante electrodifli-
sis; sin embargo se deben evitar toda clase de reacciones &cj
das o alcalines cerca de la superficie de las membranas que =
separ&n la disolucidén de proteina de los liquidos anddicos o-
catbdicos reépectlvamente. Se desnaturaliza una considerable
porcidn de proteipa cuando la reaccidn se hace fuertemenmte &-

cida o alcalina,

Ls di&lisis de las proteinas puede reemplazarse frecugn
temente por la filtracién a través de columnas de geles de =
dextrano con enlaces emtrecruzados que se pueden adguirir co-

percialmente bajo el nombre de Sephadex,

Estos geles forman una estructura como ums esponja que
atrapa en sus orificios y cavidades los pequefios iomes y mold
culas dializables y por comsiguiente retarda su elucibn, miep
tras que las grandes moléculas de proteins p&séh en las prime
ras porciones del eluato, El gel de dextramo es estable en--
tre los valores de pH 2 - 10 y constituye por esta razbn um -
auxiliar muy valiocsos en la separacidén y purificacidn de las-

proteinasog
AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS A PARTIR DE SUS DISOLUCIONES, =

Algunas proteinas precipitan a partir de sus disolucig
nes mediante didlisis; otras se precipitan al afiadir sales -
neutras a gus discluciones (wétodo de separacidém por trata- -
miento salino; conocido en inglés como “salting-out' method)s
El procedimiento usual consiste en ajustar primeramente el pH
de la disolucibn hasta la reacciln isoeléctrica de una protei

na en particular en cuyo pumto la solubilidad de una proteins
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pasa por un valor minimo entonces se afiade sulfato aménico o=
sulfato sddico, Puesto que las diferemtes proteinas se pue--
den separar a diferentes concentraciones salinas, es posible-
practicar un fraccionamiento aplicando incremento de sal, pa-
80 a paso. Si la concentracibén salina es muy alta, la multi-
plicacidn bacteriana se reduce drésticamente e incluso se pug
de trabajar a temperatura ambiente., De esta forma la ovoalbl
mina o la albfimina del suero puede ser obtenido en forma cris
talizada afiadiendo lentamente pequeflas cantidades de estas sa
les a sus disoluciones isoceléctricas hasta que la disolucibdn-
tratada se vuelve opalescente. La turbldez se aclara adadien
.do un pequefio volumen de agua y entonces la disolucidn se man
tiene a temperatura ambiente. Debido a la lenta evaporacidn-
del agua se van formando lentamente los cristales de alblimina
y se van depositando en el fondo del vaso que contiene la di-
solucibébn. S1 se ajiade un exceso de sal se forma un precipita
do amorfo de proteinas. Se pueden obtener también cristales-
por didlisis de la disolucidn de proteina frente a una discluy

cidn saturada de sulfato aménico.6

ELIMINACION DEL AGUA, Las disoluciones de substamncias mis eg

tables pueden ser concentradas por eva
poracibén sobre bafio maria o é presidn reducida; ninguno de es
tos métodos puede ser empleado al tratar con proteinas., El -
calentamiento en el bafio maria provoca la desmaturalizacibm -
de la mayoria de las proteinas, aunque algunas de las protei-
nas de moléculas més pequefias, comc la tripsina o la ribonu--~
cleasa son resistentes frente a breves calentamientos a defi-
nido pH y a definida fuerzs iénica. La destilacibén a presiém
reducida no se puede emplear para concentrar las disoluciones

de protelinas puesto que se produce espuma en esas condicicnes



Peguefios vollimenes de discvlucionss de proteinas se pueden ceonm
centrar en desecadores fdcilmemte a presibn reducida, colocén
dolas sobre grandes cantidades de substancias &vidas de agua,
Para reducir el volumen de grandes cantlidades de disoluciones
de proteimas la disolucidn se puede colocar en una bolsa de -
celofana que se suspende en el aire fremte a un ventilador e-
léctrico (perevaporacidn), Al irse evaporando el agua de la-
superficie de la bolsa la disolucién de proteina se va hacien
do més concentrada. Sin embargo algunas de las proteinas pug
den sufrir desnaturalizacidn superficial, Se obtienen mejores
resultados por ultrafiltracibn, o sea, aplicando presidn posji
tiva o negativa durante la diélisis, o por didlisis frente a-
polivimilpirrolidona, carbowax (palietilemoglicol) o sephadex,

Otro método que puede ser aplicado a grandes vollimenes

de disoluciones de proteina se basa en comgelar la disolucidm

y descongelar el producto sdlido muy lentamente, s8in agitar

unl mover. Los cristales de hielo impldem a la proteina que

ascienda a la superficie de la disolucidn, mientras gue el

conjuntoc de la proteina se va comncentrando en la disoclucidn
que permanece en la parte baja del recipiemte, Se sifona la-
disolucidn concentrada de proteina y se puede someter a repe-
ticibn del mismo procedimiento hasta que se consiga una alta-
concentracién de prcteina. La hemoglobina humana es una subs
'taﬂcia que se puede obtener en forma cristalina por este pro-

cedlimiento.,

El mejor método para la concentracidn de grandes volQ-
menes de proteinas es el desecado por congelacidn (liofiliza-
cibén), Tla disolucidn de proteina se congela en un frasco o -

reciplente de fondc redondo y se somete a un alto vacio en la
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presencia de un érea fria mantenida a unos »70°C por medic de
una mezcla de amhidrido carbbnico sbélido (hielo seco) y acetg
na. El hielo se sublima desde la disolucién congelada de prg
teina y se condensa en la superficie fria, La proteina se¢ obp
tiene en forma de un polvo seco al aire y usualmentie en el eg
tado nativo. Las disoluciones diluidas de proteinas se pue--
den concentrar muy eficientemente por adsorcidn en una colum~
na de intercambio iénico y subsecuente elucidn con pequeios -

volhmenes de disoluciones salinas.6

Fig., 3.2. A: mezcla de hielo seco y acetona a -70°C; V: sali-
da @ una bomba de alto vacio; F: frasco; B: botella. Las di-
soluciones se congelan en B y F; su agua se evapora bajo con-
diciones de alto vacio y se comdensa y se congela dentro del-
aparato de liofilizacibn debido a la baja temperatura existen
te en A. La proteina se obtiene en forma de polvo en F y B.

3,1, TECNJCAS DE PURIFICACION.

La separacidn de les aminoAcidos presenta muchas difi-
cultades, se funda en la diferente solubilidad de los &cidos-

y sus sales, la formacidén de sales de &cido fosfowolframico,-



la cristalizacibm fraccionada de amimodcidos, de sus sales o-
amidas o de complejos con clertos metales (Cu, Ag). Los tra-
bajos de Fisher representaron un avance notable para estos fi
nes: Eét@rificacién del hidrolizado y destilscibn fraccionada

de los ésteres derivados de los aminodcidos meutros.

Otro método se funda en la solubilidad de los aminobcy
dos neutros en butanol normal, en tanto que los &cidos y los-

bhsicos son casi insolubles,

Igualmente se ufilizam los métodos electroforéticos, -
-lae resinas cambladoras de jones. Fero los més empleados ac-
tualmente son los métodos cromatogréficos. El crogatogram& -
obtenido, una vez seco, se rocia con nikindrina, que revela -
la presencia de los componentes &cidos (coloracidn azul o vig
leta) la nihindrina es el hidrato de tricetohidrindemo, ubo -
de los pocos ejemplos de hidrato de cetona (dos OH em um mis-

mo C)e

Por 0ltimo se pueden citar los métodos microbioldgicos

¥y los que se fundan en el uso de izétopds04

La purificacién sistemétice de proteinas por medio de-
disclventes orginicos fué presentada y elaborada con todo éxi
to por Cohn y sus colaboradores. La aplicacldn metbdica de @
tanol y otros disolventes orgénicos se basa en el hecho de -~
que estos disolventes reducen la constante dieléctrica de las
disoluciones acuosss de proteinaa‘ Se consigdé el efecto cop
trario, es decir, 6l aumento de la consteante dieléctrica, me-
diante la adicidn de glicin@. El método del alcohol es supe-
rior a otros métodos cuando las proteinas ban de ser prepara-

das en gran escala puesto gue la mayoria del alcohol se puede
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separar fdcilmente por evaporacidn o filtracidm, mientras que
la eliminacidn de sales por diadlisis requiere mucho tiempo y-
es trabajo laboriosc. La caracteristica esencial de este nug
vo método es, no obstante, la variacibén sistemética y vigilap
cia estricta de la fuerza idnica, la concemtracidn de iones -
hidrbégeno, la temperatura y la constante dieléectrica de la di
solucibébn, Variando estos factores ha sido posible aislar un-

gran nimero de nuevas proteinas a partir del suero sanguineo.

9

"I,a preparacidén de uma proteima pura a par
tir de sus mezclas se ha visto facilitada
en algunos cagos por la desmaturalizacida
gelectiva de otras proteinas presentes, -
Por ejemplo la tripsima pura fué purifica
da calentando sus diso&ucionea con acido-
clorhidrico 0,5 N a 90°C. De esta forma~
se eliminaron las proteinas 1nertes§2

Durante los (ltimos afios se han desarrollado métcdos -
extremadamente poderosos para el fraccionamiento de¢ mezclas =~
de proteinas. El1 que mis se usa entre ellos es el fraccioma-
miento de proteinas por cromatografia sobre columnas de inter
cambio idmico. Otro método importante es la cromatografia -
por particidn, que antes se habia usado para separacidn de a-
minodcidos y péptidos. La cromatografia por particién se ba-
sa en la distribucidn de un soluto entre dos fases liquidas -
parcialmente miscibles, tales como agua y butamnol o agua y fg
pol. Puesto que muchas de las proteinas se desnaturalizan -
por la accidn de los disolventes orgénicos, estos métodos se-
pueden aplicar sciamente a las moléculas de proteina més pe—
quefias y mds estables., Se ha rebajado el peligro de la desna

turalizacidn utilizando éteres de glicol como fase organica.-

Asi, POrter tuvo éxito al fraccionar las globulinas por croma

2. Felix Haurowitz,"QUIMICA Y FUNCION DE LAS PROTEINAS",p. 13
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tografia de particiln usandc una disolucidn de ftalato potési-
coa pd 9y a -3,1°C como fase acuosa y metilcelosolve (ftere-
glicolmonometilico, Cﬁ3OCHZ~CHaoﬂ) como fase no acuoss, LEsta-
técnica es dificil y su aplicabilidad limitada.

Hasta hace poco no se ha podido disponer de métodes pa-
ra el aislamiento de todos los amimodcidos. Anteriormente era
necesario contentarse con la separaciodm de ciertos amincdcidos
por ejemplo los aminoacidos bésicos arginina, lisina e histidi
na se precipitaban con &cido fosfowolframico y se separaban en
tre 8l por precipitacibén con sulfato de plata a diferentes va-
lores de pH., El procedimiento primcipal utilizado para el -
fraccionamiento de las mezclas de 4cidos momoaminmicos fué la -
destilacidn fraccionada de sus ésteres, La destilaciébn daba -
lugar a grandes pérdidas, con lo que los resultados se aparts~
ban grandemente de lo que podrian llamarse nesultados cuantitsg
tivos. Pero fué precicamente por este método por el gue se 88
tablecid de mamera concluyente la estructura de las proteinas-
como similar a la de los péptidos y tambidm su contemido en a-

minodcidos.

En afios recientes se han desarrollado nuevos métodos de
fraccionamiento de hidrolizados de proteina, Se han utilizado
las variaciomes del coheficiemte de particibn de los amimodci-
dos entre el agua y el butanocl, fenol o colidima para llegar -
a su resolucién. Inclusc si la solubilidad de varios aminoéci
dos es cael la misma en agua o em los disolventes organicos su
distribucidn entre el agua y el disclvente orgdmico seri dife-
rente, S5i se usa papel, alwidbn u otra fase sdlida hidrofili-
ca se producen fendmenos de adsorcidn en la zona interfacial -

s6lido liguido. Sin embargo la relacibén de solvente orgamico-
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a agus en la zona interfacial puede que sea diferente deila -
misma relacidn en el conjunto de la fase liquida mévil, Por-
consiguiente, los diferentes aminodcidos se mueven con veloci
dades distintas sobre la superficie del papel o a través de -

las columnas cromatogréficas.

En.corkatografia de papel se coloca una pequefia canti-
dad de hidrolizado de proteina sobre una linea a unos 6 cent}
metros del final de una tira de papel. Se sumerge este exirg
mo demtro de una mezcla de disolventes y se coloca todoc el -
sistema dentro de um recipiente de vidrio cerrado o en otra -
clase de vasija o camara. Es importante que la atmbésfera de-
este resinto cerrado esté saturada com los vapores de agua y-
del disolvente orgamico. Se han obtemido excelentes resuita-
dos con complsta separacidn de todos los aminoécidos cuando -
l1a cromatografie fué llevada a caboc bajo condiciones de traka

jo rigurcsamente controladas.

En cromatografia de papel ascendemte, el papel se sus-
pende desdé la parte de arriba y su extremo inferior se sumer
ge en un recipiente que contieme la mezcla de disolventes. -
Las tiras de papel grandes se pueden enrollar en forma de un-
cilindro para que se puedan introducir eam la mezcla de disol-
ventes sin necesidad de que temgan 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 fluir& hacia la parte

de abajo,(Fig 3.3).

Se puede conseguir una resolucidn excelente y rapida -
por medio de la cromatografia en capa delgada sokre varios gg

les cuando se aplica a varios aminodcidos. En este método 1a



mezcla de aminccidos se coloca sobre placas de vidrio que «
han sido cubiertas por medio de una capa homogemea del gel de
silice o de hidréxido de aluminio. L& resolucidém se alcamza-

en unos 30 - 100 minutos en cromatografia ascendente,
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Fig. 3.3. Cromatografia de papel descemdemte D: vasija; W: a-
gua; B: butamol; M: mezcla de emino&cidos al principio de la-
enigracibn; P: papel; E: fremte del solvente; GR: wvarille de-
vidrio. Gr&fico tomado de: "“Biochemistry, am Introductory Tex
book, Wiley, New York, 1955,p. 70.

para fraccionar mayores cantidades de aminodcidos se U
gan columnas de almiddn, gel de silice o resina de intercam~-
bio ibnico. Puesto que es diferente la distribucién de los a
minodcidos emtrs la fase mbévil y la fase estacionaria se pue-
den levigar en diferemte grado. Se pueden separar asi 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 &ngulo de 90 gradoe y some- -

tiendo el conjunto al proceso cromatogréfico con un segumndo -
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sistema de disolventes. De esta forma la mezcla de amimoacj
dos se puede resoclver en uwna serie de mamchas que se pueden~
hacer visibles por medio de un tratamiento cbn nihindrina, -

como se muestra en la fig. 3.4.
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Fig 3.4. Cromatografia de papel de un hidrolizado de protei-
pas. El hidrolizado fué colocado en el punto marcado con u-
na B y se procedid a estudiarlc primeramente con una mezcla-
de Acido acético al 10 % y butamol; luego se cambil el papel
en un &ngulo de 90 grados y se trabajd con una mezcla de fe-
nol més cresol y agua. Los amincécidos hechos visibles me~--
disnte pulverizacioén con nihindrina se indican con las ires-
primeras letras de sus nombres, excepto isoleucina. Gréafico-
tomado de "Biochemistry, an Introductory texbook", #iley, -
New York, 1955, p. 135. o -

Cada una de estas wanchas estd formada por lo geaneral

por un solo amimodcido, con lo que s2 comsigue por este méto

do la separacibébn de casi todos los amino&cidos.

La velocidad de emigracidm Va de um amimolcido en un-
sistema de disolventes dado depende de V&, que es la veloci-

dad de flujo de la mezcla de disolventes. La relaciénm Va/Vg
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*

es upa constante tipica para cada uno de los aminohcidos. Esg
ta'relacién ha sido representada por el simbolo Rf (relacidn-
de velecidades de flujo). Para determinar el vélor de Rf en;
" un aminoicidc se mide d_ , que es la distancia de emigracidn ~
del aminobcido y se divide ese valor por dg, que es la distap
cia entre el origen y el frente de la mezcla de disolventes -
fig 3.3. Lla relaci(m_da/ds es igual a Rf. Naturalmente Rf -
es siempre menor que la unidad, puesto que los amino&cidos no
pueden emigrar mis alld del frente del 1iquido. Se debke po~--
ner especial cuidado en hacer la medida amtes que el fremte -~
del liguide alcance el final del papel, puesto que esta cir--
cunstancia haria totalmente imposible la determinacibén de la-
dintancia existente entre al brigen y el frente del disolven-

te,

Después del descubrimiento del gran poder resal?ente -
de la cromatografia de papel se han utilizado un gran nlmero-
de sistemas de disolventes utilizando dos o més componentes a
£in de incrementar la resclucidn de las mezclas de aminodci~-

dos.

La invisibilidad de los aminoécidos en el papel sin =~
tratar constituye una desventaja comlin & todos estos métodos,
84 me hacen visibles con nihindrina sufren descarboxilacibn,.-
Se han hecho algunos intentos para usar derivados coloreados-
de los aminofcidos a fin de que su emigracién pueda seguirse-

con la vista dursnte la cromatografia.g



CAPITULO IV

RECOMENDACIONES EN EL USO



Los subproductos del faenado de broiler, tales como --
las plumas, picos, ufias y piel de los tarsos, en nuestro medio
tienen usos distintos a los que se les deberia dar con afén de
aprovechar mejor su rico contemido protéico y poder energétice
asi ponejemplo en en caso cuando BC SOR desechades se arrojan-
a los campés para fertilizar los terrenos. En esta forma se -
pierde una fuente productora de ingredientes aiimenticios 8B8Ppe
c@élmanta para los animales, porque hemos constatado que los -
productos en estudio, poseen altos contenidos en aminoécidos ~
como valina, treonina, alamina y sobre todo amimodcidos sulfu-
rados como la metionina, cistina y cisteina; estos Giltimos en-
mayores porcentajes porqus son los que forman la proteina dura

o queratina,

Los estudios hasta abora realizados {inicamente se han -
dirigido a los diferentes anéliéis de las plumas pero se puede
former uns masa de plumas, piel de los tarsos, ufias y picos, =
gue también cdnﬁienen elevados porcentajes de substancias pro-
téices., Si conslideramos valorés cuantitativos de cada uno de-
ellos tendremos que aceptar que la produceidn de plumas en el-

fasnado esté en mayor proporcidn que los demls,

Para que,eétoa productds se usen en la alimentacibém del
ganado deben considerarse algumos factores negativos y positi-
vos. Por un lado son elementos con alto contenido de proteina‘
-y valor energético; perc la proteina que entra en su composi--
cién, en la mayor parte es queratinizada o dura que resultaria
dificilménta digerible pera los organismos animales; otro fac-
tér es precisamente la apeticibilidad de los animsles para ta-~
les ingredientes, pues la grasa que posee le da un clor carac-

teristico que hace gue los animales no gustem tales productos-



de origen avicola., Desde estos punios de vista estos produc~
tos deben utilizarse como complementos allmenticios pero en -
proporciones inferiores a otros ingredientes més apetecibhles~
como el maiz, trigo, etc., o més biém como suplemento alimenti
cio aportador de proteina; en estas itimas condiciones, di--
chos rroductos deben ser sometidos a procesos de separacién -
de substanciss no protéicas, hidrolizado, y si fuera poéibla-
una purificacidén, en caso de quersr aportar cierto amimoécido
en especial. El primer aspecto, o sea la separacibn de subs-
tancias no protéicas vale mencionar por ejemplo el desengrass
do, que haré un producto carente de ese olor caracteristico y
colaboraré a la conservacibén del producto; la hidrélisis es -
el proceso que transforma las diferentes proteinas en aminoch-
cidos y polipéptidos ¥y en estos estados resulta més benéfico-
el uso perque el organismo animal asimilaréd el nuevo producto.
La purificacibn es un proceso mds complejo de realizar y por-
otra parte estaria por demés realizarlo si el producto va deg
tinado & la alimentacién del gamado., Este proceso seria de g
plicarlo cuando se trate de obtener un concentrado de ciertos
aminodcidos en particular y cuando el producto esté destimado

a usos mAs estrictos.

Los diferentes procesos a los cuales deben ser someti-
dos, hacen que se trate finalmente de un producto relatiwamﬁg
te caro y su utilidad se limitaria Gnicamente a suplemento a-

jimenticio &l igual que otros productos comerciales.

La utilidad de subproductos avicolas hidrolizados tam-
bién haria factible la utilidad de algunos ingredientes més e
conbmicos en la formulacidén de las raciones, por ejemplo limi

taré la cantidad de maiz, soya, etc.
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO DE LAS PLUMAS, PICOS,
UNAS Y PIEL DE LOS TARSOS

FAENADO

CARKNE SUBPRODUCTOS AVIC.

(plumas, picos, uiias
y piel de los tarsos)

ASEO ¥ DESINFECCION

SECADO
Eliminacibén de agua

MOLTURACION (molido)

SEPARACION DE LA
GRASA Y LAS SALES

- HIDROLISIS ACIDA

P N

Alimentacibs PURIFICACIOR

del ganado ‘

OTROS US0S
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Para acondicionar los subproductos avicolas para el u--
s¢ deben cumplir el diagramas de flujo anmterior, en el cual: --
después del faemado de brollers se obtiene como producto prine-
¢ipal la carne que va directamente a la alimentacibén humane,-
y como subproductos se obtienen ldgicamente las plumas, ufias--
picos y piel de los tarsog; tales subproductos deben ser some~
tidos & un sseo y desinfeccidn adembhs de el que se prcduce en«
el pelado mecanico (con agua hirvierte), para evitar contagios
de posibles enfermedades; luego del aseo con abundante agua -
deben secarege para gque eliminand6 el agua se facilite la proéxil
ra etapa gque es la molturacidn en molinos especiales, por cuan
to se trate de materiales‘livianos y voluminosos; el pago si--
guiente es la eliminacién de grasa y Becundariamente'las sales
utilizando en el primer caso refrigsrantes y en el segundo con
un procesc de didlisis, En estas condiciores la substancia eg
t4 lista para ser hidrolizada, preferentemente con medlos aci-
dog orghnicos o inorghnicos; y puede ser utilizada para la alj
mentacidn del ganado y aves, Cuando el produéto requiere de -
mAYOr Ppureza especialmente cuando se destinari para otras uti-
lidades, se someterd a purificacibdn, es decir a obtenerse com-

centrados ricos en clertcs aminohcidos em particular.,

k.l. FORMULACION DE RACIONES.

Como ya se menciond anteriormente, los subproductos del
fasenado de broilers depues de clerto proceso de acondiciora- -
miento pueden ser utilizados para la formulacibdmn de raciones g
limenticias para el ganado y aves, LEstos materiales se usaran
especialmente en los centros industriales de aves, es deGir en
lugares donde se produzca esta clase de materia prima. En la-~

alimentacidn misma se aportar& a los animales substancias pro-



téicas, minerales como el calcio y el fésforo y algunas vita-

minas en pequefias cantidades.

4.l.l, PARA GANADERIA MAYOR. El ganado vacuno es precisamen-

te la claae'animal que pusde rg
cibir esta clas; de alimento y todo aguel que su alimentacidm
esté racioneda, El ganado caballar Gnicamente sl su funcide-

es la de competir y su alimentacidn también tieme que ser ra-

cionada y formulada.

El ganado mayor (vacuncs) tanto el lechero como el pro
ductor de carne tiene basada su alimentacibn en emsilajes, al '
falfa, maléza, harina de soya, uUrea, sal, fosfato dicélcico;~
y estos animales necesitan aproximadamente 160 gramos de pro-
teina por kilogramo y asi mismo un total de 1800 Kcal por Kg-
del total de materia seca consumida. Es importante agragar -
que la base de la alimentacibn del ganado es sin lugar a di--
das el agua, Los vacunos beben de 3 a 4 Kg de agua por cada-
Kg de materia seca; las vacas lecheras de 3 a 4 Kg de agua -

por cada Kg de leche producida.1k

Una racibén (sobre una base libre de humedad) que com--
tenga. un 30 % de heho de alfalfa y un 10 % de ensilaje de ma-~
iz deber& proporcionar la cantidad minima de fibra que necesi
tan las vacas muy prcductbras. El porcentaje de cada ingre---
diente de la racién deberd reunir ciertas cdndiciomes: ser a-
petecible, tener un costo proporcionado y que cada uno de los
ingredientes sea imprescindible para satisfacer una necsesidad

especifica.th

En tal razbén puede incluirse um 25 % de gramo de sOrgo

3 % de melaza, 0,6 % de urea, 0,5 % de sal y O,4 % de fosfato
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dichlcico. Los otros ingredientes como 80On la harina de soya
grano de maiz y subproductes avicolas hidrolizados pueden uti
lizarse parvra completar las necesidades de proteina y energia,
El @ltimo ingrediente deberd estar en menor porporcidm gue el

maiz y soya respectivamente.

En la siguiemte foérmula propia para ganado productor -
de leche, ineluimos el hidrolizado a manera de suplemento y -

que aporta sespecificamente proteina y energia.

Materia seca

Cantidad en un Kg de racién

Ingrediente €antidad Proteina E.N. Porcentaje
(8) (g) (Kcal) (%)
‘Alfalfa heno 300 51,3 384 31
Ensilaje (maiz) 100 8,4 170 10,3
Sorgo (grano) 255 31,9 546 26,3
Melaza (cafa azlc) 31 1,3 75 | 3,2
Urea 6 16,9 - 0,6
Sal 6 - - 0,6

Fosfato dibbsico de

calcio 4 - - - | 0,k
SURBRTOTAL 702 109,8 1173 72,4
Maiz dentado 211 21,1 510 21,8
Soya {(semillas) 49 23,86 108,29 5,06
Subp. Avic. Hidroliz. 6 4,48 14,52 0,6
TOTAL 968 159,24 1805,81 99,86

Como podemos apreciar la formulacidn anterior abastece



1as necesidades de los animales (160 g/kg de proteina y 1.800
. Kcal/Kg), valores ante los cuales debe guiarse el formulador-

de raciones para evitar problemas especialmente de costos.

4.1.2, PARA GANADERIA MENOR.

El ganado menor que esté dependiendo de una alimenta~—-
cién racionada, son especialmente las aves. Modernamente hoy
existen sistemas de formulacidén de raciomes basados en computa
¢ibdn. Laé aves exigen raciones con ingredientes de gran ape-
tecibilidad como por ejemplo el maiz, trigo y alfalfa; de a--
cuerdo a sus exigencias mutritivas y funcibén qus desempeifien, -
Se acostumbra incluir em raciones para aves una serie de ali-
mentos suplementarios con nombres comerciales que aportan es-
pecialmente minerales, vitaminas y algumos amimolcidos, entre

ellos la metionina, cistina y lisina.

S4 en una férmula para aves incluimos los hidrolizados
de subproductos avicolas en la proporcién de un alimento su--
plementario, necesariamente estamos aportando a la racibén cam
tidades considerables de los aminoAcidos antes mencionades, -
algo de calcio y fbésforo y 1égicamente energia, puesto que se
trata de un ingrediente com un poder energético alto al 1guall

de otros como yor ejemplo el maiz.

Al utilizer los hidroiizadoa de subproductos avicolas-
aportariamos a la racién alta cantidad de proteina, esto sig-
pificaria la rebaja de la cantidad de ciertos ingredientes -
pootéicos de alto costo (maiz, soya) y el aumento de ingre- -

dientes m&s baratos (polvillo de arroz).

En los paises desarrollados, donde existen cemtros im-

dustrisles avicolas, se utilizam los hidrolizados alimenticios
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Ejemplo de férmula para broilers emn primera edad.
Necesgldades:

Proteina c.....23 %

Energia. .......3200 Kcal/kg.

Thgrediente Tantidad Proteina Energia
(kg) (%) (Keal)
Malz (smarillo) 56,2 by 9k 1.988,6
Alfélfa.(dash.) P 0,30 31,7
Grasa animal 2 ~ 345,6
Soya 29,7 13,6 667.9
pazcado anchos 2 1,32 58,0
Subp. Avic. Hidroliz. 4 | 3 96,92
Fosfato bicdlcice 1,8 ~ -
Carbonato i - -
sal 0,3 - -
Maetioninax D.L. 0,145 - -
TOTAL 99,145 23,16 3,188,72

La férmula anterior abastece las necesidades de prote-
ina y energia mecesarios para aves en primera edad. Debemos-
anotar que también aportan a las aves elementos CORO:
LigiN&.ccccocosnosasledd &

MEtioNinAessseososnal 926 %
Met + CistinB..ceess0,799 %
C81Ci0eoocossocoosss0;993 #
FOE O Gescssocsoocealsd3 %

Los hidrolizados de subproductos aviceolas se incluyen-
en un f % del total y aporta a ia férmula todos los elementos
inclusive minerales (Ca y P.). Por tales condiciones es recg

mendable su uso como allmento también para aves,
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4.2, USO _COMO COMPLEMENTQ.

Por los distintos factores tanto positivos como negati
vos que presenta el uso de los hidrolizados de subproductos -
avicolas, consideramos que para el uso dekid acondicionarse -
_mediamte un hidrolizado, proceso mediante el cual se convier-
te en ub ingrediente con el 75 % de proteima digerible y ¢on-

un costo elevade en relacidn & otros ingrediemtes,

La cantidad de hidrolizado en una racién seria limita-
' da primeramente por el factor costo y luego por la compleji--
dad del procesb de acondicionamiento, tomando en cuenta tam--
bién que un alto porcenta;e de producto afectaria sobre la a~

petecibilidad,

4.3. USO COMO SUPLEMENTO.

Huestra conclusién final y recomendaci6n para 108 proe
ductos alimenticios del presente trabajo investigativo, es -
precisaments el uso como alimemto para animales cuya aliments
cién esté racionada. Pero por tratarse de un producto con a}l
tc contenido protéicc éxigiria ciertas condiciones ambienta—-
les paravsu comservacibén, Otro factor a considerarse éa que=_
log hidrolizados se convertirien més bién en substamcias con-
centrades de aminodcidos y la utilidad por lo tanto seria co-
mo suplemento alimenticio abastecedor de aminohcidos. Todos-
los suplementos alimenticios e an_la mayoria son productos cg
merciales que aportan clertos elementos en especial para las-
necesidades de los animales, El1 hidrolizado, similarmente pQ

dria considerarse al igual que dichos productos.
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CUADRO No 1l,#

COMPOSICION DE LA HARINA DE PLUMAS BIDROLIZADA
(%)

MATFRIA SECA

Humedad 6,46
Materia seca 93,54
Proteina 82,08
Grassa 3,68
Estracto no nitrogenado 2,02
Cenizas : 3,80
Fibra 1,96

Nutrientes digestibles
totales 73519

@ Cuadro de valores tomado de los anflisis experimentados en
1z Universidad Nacional Agrarie "la Molina® Lima~-Perl en -

1979.



CUADRO No 2.%

COMPOSICION QUIMICA DE LA HARINA DE PLUMAS EN
ESTADO NATURAL (%).%¢

Humedad 8,82
Materia seca | 91,18
Cenizas 2,96
Proteinas 80,69
hzufre ' 0,336

CUADRO No 3.*

COMPOSICION QUIMICA DE LA HARINA DE PICOS Y UNAS

(%)
Picos Udas
Humedad . 8,78 8,06
Materia seca gl,22 91,94
Cenizas 3,23 3,96
Froteinas 33,12 81,12
Azufrs - 0,2054 0,2909

¢+ Datos obtenidos de las experiencias realizadaes en los labg
ratorios de la U.T.P.L.

## 1,08 valores en estado natural, se refieren a muestras de-
harinss sim hidrolizar. Para andlisis como Cenizss, pro-
teinas y azufre es necesario un previo desengrasado,
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CUADRC No 4.*

COMPOSICION QUIMICA DE LA HARINA DE PIEL DE
' LOS TARSOS (%).

Humedad 9,02
Materia seca 90,98
Cenizas 2,84
Proteinas 52433
Aiufr@ 0,4722

#+ Datos obtenidos en las experiemcias realizadas en los lahg
ratorios de la U.T.P.L.
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CUADRO HNo 5.*%

COMPOSICION DE LA HARINA DE PLUMAS HIDROLIZADA
(%)

Humedad 6.8
Cenizas 347
Proteina B, 85
Grasa B. 2,5
Fibra B. X2
E.M. (Kcal) 2280
hcido linoleilco -
Caleio 0,20
P. Total 0,75
P. disponible 0,75

» Valores tomados del folleto "Formulacibn Préctica de racip
nes" publicado por la Real Escuela de Avicultura de Espefia.
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CUADRO No 6.*

COMPOSICION EN AMINCACIDOS DE LA HARINA DE PLUMAS
BIDROLIZADA (%)

Arginina | 3 92

Fenilalamina 2,66
Fehilalamina + tirosina s 3l
Glicina Ly 76
Histidins 0,28
Isoleucina 2,66
Leucina 4,62
Lisina 1,05
Metionina 0,35
Metionina + Cistina 2,35
Treonina 2,80
Triptéfaso 0,40
Valina 4455

#Valores tomados del folleto "Formulacién Préctica de racio-
nea” publicado por la Real Escuela de Avicultura de Espaia.
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CUADRO No 7.*

COMPOSICION DE LA HARINA DE SUBPRODUCTOS AVICOLAS
HIDROLIZADOS (%).

Humedad 6.0
Cenizas 15,6
Proteina B, 95,0
Grasa B, V4,7
Fibvra B. 2.6
E.M. (Keal) 3.000
Acido linoleico 2,2
Calcio 2329
P. total , 0,76
P disponible 0,76

*Yalores tomados del folleto “Formulacidn Préctica de racio-
nes” publicado por la Real Escuela de Avicultura' de Espaila.
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CUADRO No 8.*®

COMPOSICION EN AMINOACIDOS DE LA HARINA DE SUBPRODUC -
TOS AVICOLAS (%)

Arginiaa 3,91
Fenilalamina 1,82
Fénilalamina + Tirosina 24,354
Glicina 2,98
Histidina 0,78
.Isoleucima 0,62
Leucina _ 7460
Lisims _ 4450
Metionina . 0,65
Metionina + Cistina 1,65
Treonina 2,47
Triptbfano 0,72 )
Valina 5,20

#*Valores tomados del folleto "Formulacidn Pr&ctica de Racio-
pes" publicado por la Real Escuela de Avicultura de LEspafla.
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CUADRO HRo 9.*

COMPOSICION DE LA HARINA DE PLUMAS HIDROLIZADA EN
FORMA NATURAL EN AMINOACIDOS, PROTEINA, ENERGIA,-
MINERALES Y VITAMINAS.,

Energia A 2423 Kéél/Kg
Proteina B : 87,4 %
Proteina D, 75,0 %
AMINOACIDOS:
(%)

Arginina ' 5:9
Cistima 5.0
Glicina ' 6,80
Lisina 2,0
M@tiOﬂiﬁ& 0,60
Triptdfano 0,50
MINERALES:

)
Caleio 0,20
Fbésforo 0,80
VITAMIRAS:

(mg/Kg)
Colina 882
Niacina 30,9
Aﬁido Pantoténico 11,0
Riboflavina 242

# Yalores tomados del folleto "Necesidadss Rutritivas de las
aves de corral” publicado por la Comisién de Nutricién Amj
mal, Subcomisidn para aves., EBEE.UU.
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CUADRO No 10.*
AMINOACIDOS AISLADOS DE LAS PROTEINAS.

Rowbre Foérmula STubolo Punto Isg

eléctrico
Giicina CE, ( NH, ) COOH a1i 5,97
Alamina CHBCE(ﬂﬂZ)COOH Ala 6,00
Serina HO«CHEOH(NHZ)COOH ' Ser 5,68
Cisteina HSCHZCH(HHZ)COOH Cish 5,05
Cistina [-SCHZCH(NHZ)COOﬁJZ Cissei 4,8
Treonina CK}CHOHCH(KHZ)COOH Tre 6,16
Valina (CHB)ZCHCE(NHE)COOH Val 5,96
Metionina CHBSCHacHZCH(ﬁﬁa)COOH Met 5, 7%
Leucina (CHB)ZCHCHECH(NHZ)COOH Leu 5,98
 Iso-leucina CH5CHECH(CH3)CH(NHE)COOH Ileu 6,02
Fenil-alamina <<jj:> CH,CH(NH,, ) COOH Fen 5,48

PN
Tirosina HO ™. CH,CH(RH, )COOH Tir 5,66
\\\. / 2 2
Prolina H,C ——CH, Pro 6,30
\ .
H,C CHOH
2 \\.//
KH

AMINOACIDOS ACIDOS:

Ac. aspartico HOOCCH,CH(NH,)COCH Asp 2,77
Ac. glutémico HOOCCH,CH,CH(NH,)COOH Glu 3,22
AMINOACIDOS BASICOS:
Arginins HoRC(=NH) (CH, ) ;CH(NH, ) COOH Erg 10,76
Lisina H,®(CH, ), CH(NH, )COOH Lis 9,74
Histidina . CH His 7559

K NH

i |

(6] ; Qe — C-CBZCH(Nﬁa)COOH

“Tomado de G. Devore"QUIMICA ORGANICAY
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AREXO No 1.

DETERMINACION DE LA HUMEDAD

"Se entiende por humedad, la pér
dida de peso que experimenta u~
na substancia cuamdo se somete-
a desecacibn en la estufa de ai
re a la temperatura de 100-105-
grados centigrados hasta peso -
constante."l

MATERIALES:
| 1; Cépsulas de porcelana,
2., Estufa de aire.
3, Balanza analitica

L, Demecador.

PROCEDIMIENRTO:

Para determinar la humedad se dispone de una cdpsula -
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 después se lleva al desecg
dor para enfriar durante una hora y poder pesar de RU8¥o; reés
pitiendo la operacibén tantas veces como sea necesario hasta -
obtener un peso constante, En el desecador se habr& puesto -

cloruro cédlcieo para absorver la humedad del ambiente,

En la préctica se puede tener la cépsula con muestra -
en la estufa durante 24 horas, bastando entonces una sola pe~

sada.

DETERMINACION:
HUMEDAD DE LA HARINA DE PLUMAS,

1. Real Escuela de Avicultura,"ANALISIS DE PIER®OS"; pe. 157.



Peso de la capsula vacla..ocececocceccad@, 33 g1,
Peso de la cépsula + RUESEIB.ececsoe.. 99,96 gr.

MUESTR&OSDI}00.0000000000006000000000996 5’23 grﬂ

Pego despuls del pProcesSO.ccvosscscscee 99,275 gr,
Humedad de la muestra...c.ccvevoavcvcoes 03875 gr.

pQrC@ntajeoao-aoaaeaoooaooe»soeoes»easo 8,82 %
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Anexo No 2,

DETERMINACION DE CENIZAS.

"Se entiende por cenizas el resj
duo que gueda después de calci-
nar la substancia hasta peso -
constante, Las cenizas estén -
constituidas por bxidos, carbo-
natos, fosfatos y sulfatos ming
r&lesaz

MATERIALES:
1. Crisol de porcelans
2, Pinzas de crisocol
3., Horno o nufla
4, Desecador.
5. pipetas
6, Palanza analitica
- SOLUCIONRES:

1. Agua okigena&aa
PROCEDIMIENTO,

Aunque la calcinacidn del producto puede hacerse a la~
ilama, es mucho més exacto y ahorra mucho trabajo al utilizar
un horno o mufla, que dispondré de regulacidn automética de¢ -

temperatura,

El primer paso consiste en dispones de un crisol de -
porcelana, previamente mantenido en la estufa de desecacibn -
a 100 grado C, Una vez frio y tarado, se coloca en su intee=
ricr una muestra de unos 5 gramog, se pesa con exactitud y se

lleva a 1la mufla por espacio de 3 horas.

2. Real Escuela de Avicultura,"ANALISIS DE PIENSOS", p. 158,
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El hormo debe ir adquiriemdo temperatura lentamsnte -
hasta llegar a unos 500 - 550 grados C., como méximo, regulép
dose en la prlctica entre este purto y 400 grados C. La cal~
¢inacidn se cohsidera tarminada cuando el contemido del crisol
es un polvo gris o blanco uniforme y sin pumtos carbonosos, =
Para apresurar el procedimiento se puede agregar 1l ml de agus

oxigenada cada 15 minutos.

Una vez frio el crisol se pesa con exactitud y el cél-
culo de cenizas se deduce del aumento de peso que ha experi--

mentado el crisol,

Para comprobar si la calcinacidn ha sido total, aunque
cabe la apreciacibn visual, lo mhs exacto es volver a introdu
¢cir el criscl en la nmufla y repetir ias operacionss tantas ve

ces como sea necesario hasta peso constante.

Si el productq a calcinar es rico en cloruro sbédico -
(harinas de pezcado) conviene calentar la muestra hasta unos-
150 grados em la mufla y luego adiciomar umas gotas de &cido-
sulftGrico habiendo emfriado previamexte el crisol., Ello tie-
ne por objeto la formacidn de sulfato sbdieo por la accibén -~
del &cido sobre el cloruro sbédico, con lo que se evitan los =~
errores. La calcinacibn se continfa como de costumbre pero -
al final una vez pesada, el peso de las cenizas sulfatadas de
be multiplicarse por el factor de correccidédn 0,9 para obtemer

las cenizas verdaderas..

CENIZAS EN LA HARIEA DE PLUMAS,
Pego del crisoleccccscocescsesccees3l,36 gr.
Muéstraooooomo-.oo..ooboso-.0.050.00 590 Sro

peeo después de la calcinacién - 31,508 gr
Cenizas en la muestrB.ccccvvvoseoeco 0.148 gr ( 2’96 £).



ANEXO No 3.

DETERMINACION DE PROTEINAS

MATERTALES :
1o

SOLUCIONES:

FUNDAMENTO,

"Se entiende por proteinma bruta-
12 cantidad de nitrégeno de un-
alimento determimado, calculado
por la técnica KJELDAHL y multi
plicado gor 6,25 dado que la -
proporcidn media en que el K
t forma parte de las proteinas

vieme a ser-el 16 % (100/16 =
6)25)05

Equipo Kjeldahl (mimeralizador, Equipo de dssti
lacién)

Matracaa.

Pipetas.

Buretas.

probetas

skrlenmeyers.

Catalizador. (Se)

Acido sulflrico concentrado
Acido sulflGrico O,1 N
Hidrbéxido de sodio 0,1 N
Indicador (femolftalefna)
Indicador (rojo de metilo)
Agua destilada.

Hidréxido de sodioc al 50 %.

El método se basa en la mineralizacidm de N, orgémico-

-

con lo -que el K férma amonfaco, el cwal, en presemcia abundap

te de 8cido sulfGrico pasa a sulfato amdémico, despremdiéndose

%, Real Escuela de Avicultura,"ANALISIS DE PIENSOS", p. 160
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al mismo tiempo vapores de anhidrido sulfurosc. Al tersinar-
la primera parte del método o mineralizaciém, todo el N orgh-

nico se ha transformado en sulfato ambnico.?

En la segunda parte o destilacién, al hervir el sulfa-
to amdnico em un medio alcalimo (NaOH) se desprende N que én-
combinacidén con el H se forma amomiaco., Este amoriaco desti-
lado se recoge em un vasoc en presencia de &cido sulfrico, -~
volviéndose a formar sulfato ambnico., El K que se ha recogi-
do en esta solucibén de &cido sulffirico, en forma de sulfatoc 3
mbénico lo calculamos valorando el Acido sulflrico mormal li--
bre, ya que como sabemos la cantidad de &cido sulfrico utili

zada, por diferemcia tendremos el sulflrico combinado.

Sabiendo que cada ml de &cido sulffirico combinado egul
vale a 0,0014 de R., multiplicando los ml de sulflrico combi-
nado por este factor, tendremos el N total de la muestra que-

hewos pesado.7
PROCEDIMIENTO,

En un baibn Kjeldahl de 250 ml, se agrega umos 5 gra--
mos de muestra cuidando que no quede en las paredes del baldn
luego se afiaden 25 ml de &cido sulflrico concemtrado y clerta
cantidad de catalizador (Se) y se hidroliza por el tiempo ne-
cesario hasta que el contenido tome color anarillento verdosgo
Luego se enfria y se trasbasa a un baldm de 500 ml, al cual -
también se agrega agua destilada(unos 100 ml):y unas gotas de
fenolftaleina para luego agregar RaOf 50 % hasta que vire la-
solucidén. Se destila aproximadamente unos 150 ml cuidando =~
que el producto se deposite en un vaso con &cido sulffirico -

0,1 N medido (umos 50 - 100 ml) y unas gotas de rojo de meti-
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lo; si el indicador vira durante la destilacién se debe agre-

gar més 4cide medido., Por Gltimo se valora com KaOH 0,1 K.,

Para llegar al valor cuanmtitativo de la proteinma se de-

be;seguir el siguiente procedimiento:
Férmula; Cantided de N = 100(M F - M'.F') 0,004

M = Ml de &4cido sulflirico empleados.

F = Factor de Normalidad del &cido sulflrico
M'z ml de NaOH 0,1 N empleados em la valoracibn
Ft'= Factor de normalidad del NaOH 0,1 K.

% de Proteina = X.6,25/P

w7

i

Cantidad de Nitrégeno

P peso de la muestira.

i

PROTEINA EN LA HARINA DE PLUMAS.
¥ = 200ml
AF = 1,017
Mi= 19 ml
F'= 0,998
N = 100(200.1,017 - 19.0,998) 0,001k
25,8213
%Proteina = 25,8213.6,25/72 gre.

% Proteina = 80,69 %.

i

f
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ANEXO No 4.

DETERMINACION DEL AZUFRE.

MATERIALES.
| 1. Vaso de precipitacidén de 250 ml

2, Cocineta
3, Embudo Buchner
4., trampa de agua
5. papel filtro.
6. Estufa.
7. Balanza.

SOLUCIONEs;'
1. Hidréxido de sodio al 40 %
2, Acetato de plomo al 10 %
3. Agﬁa destilada.

PROCEDIMIERTO:

1. Se pone una cantidad de muestra pesada a hervir em hidrbéxi

do de sodio al 40 %.

2. Después de 10 - 15 minutos de¢ ebullicidén se agrega unas gQ
tas de acetato de plomo al 10 ¥ y ae corta la ebullicidm des~
pués de formado el precipitado.

3. Se filtra en tibio.

4, Se laba con agua destilada tibia el precipitado,

5. Se seca en la estufa, luego &6 pasa al desecador ¥y se pesa

al brecipitado.,6

REACCIONES:

R~S «R +2Ra0H = N, § + R-

Na,§ + Pb - P‘IS + 2Ra
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DETERMIKNACION,
Peso del sulfuro de plomo = 239,19 gr.

En 239,19 gr. Hay 32 gr de S
En X (precip) X

X' = Precip. 32/ 239,19

% S = X.100/ gr de muestra.

CANTIDAD DE AZUFRE EN LA HARINA DE PLUMAS.

Peso de la muesiréccciccccevsscoesn 2 BI‘
Peso del p&pel filtrGocecscosense 2.254 agr
Peso del papel filtro + precips.. £,3193 gr

PPQCipitadﬁ......oo.e-cooooaQOano 0,0655 gr

En 239,19 gr de SPb hay 32 gr S
er (00,0653 gr precip. by

X' = 0,0653 x 32/ 239,19

X = 8,736,107 BF
8,736.107’x 100/ 2 gr
= 09k56 %.

®,
n
§ L]
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AREXO No 5.
EL NACION DE LA GRASA.

"Desde el punto de vista de la a-
limentacion animal se entiende -
por grasa bruta el residuo que -
queda después de desecar a 100°C
el estracto total obtemido de um
pienso,

L
MATERIALES,

t. Aparato Soxhlet.(matraz, estractor y refrig.)
2. papel filtro.
3.~est§fa
L. desecador.
5. Cocinetas.
SOLUCIONES.
1. Réfrigerante (&ter).

PROCEDIMIERTO.

Se introduce la muestra molturada en un cartucho espg
cial de extracciédn que se tapa con algodbén hidréfilo para e~
vitar que salga algo del material, a falta de este ecartucho-

se puede acondicionar uno contruidc de papel filtro,

. Se introduce el cartucho en el estractor del apearato,-
ajustando acontinuacién las tres plezas y se permite el paso-
del agusa ﬁara que funciome el refrigerante cuando se aflade el

éter.

Por la parte superior del refrigerante se aiade el é&--
ter hasta que sifome. Despubs que el &ter haya caido al ma--
traz por sifomacidn, se afiade algo més hasta que lleme la gi-
tad aproximsdamente del estractor. El éter tomaré& um color -

anarilliento.
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Se procede & calentar el &ter viéndose como éste se e-
vapora, por hervir a 40 - 45 grados, subiendo los vapores del
reirigerante (&ter) que luego de condensarse caen en el estrac
tor. Una vez llenmo vuelve a éifonar y asi sucesivamente por-
algunas horas hasta que el éter quede incoloro; pudiendo em =

- este momento darse por terminada la extraccibn, 13

e U.T.P.L.,"EXPERIENCIAS DE LABORATORIO INTENSIVO"™ 1977.
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ANEXO No 6.

TECNICA DE HIDROLISIS ACIDA ¥ ALCALINA.

MATERIALES,

1. Equipos Kitz ( balomes de tres bocas, calemtadg

res agitadores y refrigerante)

2. Buretas.

3e pipetas

4. vasos de precipitaciédn.
SCLUCIORES.

1. Acido acético 5 K.

2. Acido clorhidrice 20,5 %

3, Hidrbéxido de sodio 0,5 N

4. Formaldebido

5, Hidréxido de sodio 2 N,
PROCEDIMIENTO. .

Se ponenm las muestrse en los balomes Kitz en un volu~-
men de &cido acético, Acido clorhidrico o hidrbdxido de sodio-
(seglin el tipo de hidrbélisis) y se someten a ebullicién por -
el lapso de 12 a 70 horas. Los agitadores electromagnéticos-
evitan la formacidbn de espuma durante las primeras etapas es-

peclialmente.

4 partir de la segunda hora de ebullicidn se comienza-
a controlar el proceso en forma volumétrica, que consiste en-
tomar muestras de 2 ml bien medidos, se agrega unas gotas de-
fenolftsleina y se valora con NaOH O;5 R, Kkl proceso serd -
positivo siempre y cuando el comsumo de &lcall sea cada vez -
mayor. Uqg vez que se produce el viraje, s¢ agrega 1 ml de -
formaldehido y se vuelve a valorar; si el consumo es ascendep

te, se ha producide estructuras tempdn.
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