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RESUMEN

Los desechos provenientes de los primeros pasos, de la manufactura de la piel
de bovino, son ricos en nutrimentos proteicos. En México, estos subproductos y
desechos de la industria de Ia teneria se usan para la elaboracién de la gelatina, y en
otros casos se tiran o son desechados en lugares clandestinos como basura,
desperdiciandose de esta manera y no explotandose adecuadamente. La dermis de
bovino es rica en colageno, proteina a la cual se le pueden dar otros usos potenciales,
como: a). aditivos para enriquecer la alimentacién del ganado, b). materia prima para
obtener productos no alimenticios como fertilizantes, adhesivos y productos para la
industria farmacéutica y cosmetoldgica. Se trabajé con los desechos provenientes de los
primeros pasos, de una industria de teneria de San Nicolas de los Garza, N.L. Los
desechos llamados carnazas fueron lavados en agua potable, escurridos, secados en
estufa de aire a 65 °C y molidos en un molino Willey a tamafio de particula de 2mm,
obteniéndose una harina cuya densidad fue de 0.3604 g/mL y cuya composicion
quimica segiin la metodologia de la AOAC 1990 fue: humedad 5.35%, ceniza 8.04%,
grasa cruda 8.07%, proteina (N x 6.25) 77.61%, extracto libre de nitrdgeno 0.93% y
fibra 0.00%, la proteina presenta una digestibilidad ‘:in vitro” con pepsina de 98.5%,
siendo superior a la de un hidrolizado de pluma (87%) y a la de harina de sangre
(91%). La digestibilidad “in vitro” con liquido ruminal segin el método de Tilley y
Terry (1963),tuvo un valor de 20 49% de digestibilidad de materia orgéanica, la prueba
de digestibilidad “In Situ™ se evalud usando la técnica de Wilkerson (1995), usando
un bovino fistulado adulto macho de 5 afios de la raza Holstein, determinando la
proteina sobrepasante digestible sometiéndolo a 2 dietas diferentes; la primera dieta
contenia 50% de concentrados y 50% de forraje de sorgo, y la segunda dieta 100% de
forraje de sorgo ambas dietas fueron durante una semana antes de correr el
subproducto de teneria, se encontré que la proteina sobrepasante digestible fue de
26.34% y de 28.07% respectivamente, y la taza de digestién segin ORSKOV (1982)
se encontré de 6.9%/h y de 3.5%/h. Se elabor6 una formulacion para ganado lechero

usando como uno de los ingredientes el subproducto de teneria. En lo que se refiere



al analisis de amino4cidos se realizaron hidrolisis 4cidas con HCl 6N, variando
tiempos de exposicién y temperaturas, 110°C x 22,24,26 h y 145°C x 4 h, y con pre-
oxidacién con perférmico para determinar cisteina y metionina y con 1% de fenol
para recuperar aminoicidos mas libiles como tirosina, histidina, arginina y
fenilalanina, la determinacién de aminoicidos se hizo por HPLC derivatizando en
precolumna con OPA/2ME y usando una columna de fase reversa ODS Cl18 de
dimensiones de 150mm x 4.6 mm de didmetro interno y con un gradiente de particula
de 5 um, segun el tratamiento se encontraron en mayor cantidad gli 15.56, arg 10.39,
glu 11.38, ser 5.65, thr 2.91, ala 7.78, met 2.09, val 3.41, Phe 6.12, leu 3.39 e isoleu
3.70 todos en g/100 g de muestra a 145°C x 4 h, pero con mayor recuperacién de Gli
39.57 g/100 g de muestra a 110 °C x 24h, ademas se determinaron por métodos
colorimétricos Lisina reactiva por el método de Hurrel (1979) encontrandose 0.006 g
/100 g de Muestra y de triptofano por el método de Villegas (1975) encontrandose
0.069 g DL Triptofano/100 g de muestra. Evaluandose los resultados obtenidos se
puede recomendar la harina de subproducto de teneria en la alimentacién de ganado
bovino por ser de bajo costo tecnolgico y su relacién costo-beneficio la hace
factible. Y en cuanto a la utilizacién de este subproducto de teneria como fuente de
hidrolizados y/o aminoacidos para ser usadas en la industria cosmética, farmacologia,
alimenticia y en esta misma linea el uso de hidrolizados como fuente de amino4cidos
para medios de cultivo en procesos biotecnoldgicos, se recomendaria evaluar la
factibilidad econdmica de utilizacion debido a su alto contenido de glicina, arginina y

ac.aspartico.



ABSTRACT

The wastes resulting from the first steps of the manufacture of the beef skin, are rich
in proteic nutrients. In Mexico, these byproducts and wastes from the tannery industry are
used in the production of gelatine and in other cases they are disposed of or thrown away as
garbage; wasting them and not using them in an adequate form. The Beef dermis contains a
large amount of calagen, a protein which could have other potential uses, such as: a) aditives
in cattle feed, b) raw materials to obtain non-food products like fertilizers, adhesives and
products for the pharmaceutical and cosmetic industries. Work was carried out on waste
materials coming from the first steps from a tannery industry in San Nicolas de los Garza, N.
L. The wastes, called hide were washed in potable water, drained, air dried in a stove at
65°C and ground in a Willey Mill to a particle size of 2mm, obtaining a flour with a density
of 0.3604 g/mL, and a chemical makeup, according to the 1990 AOAC’s methodology of:
humidity 5.35%, ash 8.04%, fat 8.07%, protein (Nx 6.25) 77.61%, nitrogen-free extract
0.93%, and fiber 0.00%; the protein presents an “in vitro” digestibility with pepsin of 98.5%,
being superior to that of a hydrolized feather (87%), and from that of a blood flour (91%).
The “in vitro” digestibility with ruminal liquid according to Tilley and Terry’s method, had a
value of digestibility of organic material of 0 42 %, the digestibility’s proof “In situ” was
evaluated using Wilkerson's technique (1995) using a five-year-old fistulous adult male
bovine, Holstein’s breed, determining the ruminal escape protein, submitting it to two
different diets. The first diet contained 50% of concentrates and 50% of sorghum forage.
The second diet contained 100% of sorghum forage. Both diets were during one week
before running the tannery’s subproduct. It was found that the escape protein was of 26.34%
and of 28.07% respectively, and the digestion’s rate according to ORSKOV (1982) was of
6.9% /h and of 3.5% /h. A formulation was elaborated for the dairy cattle using the tannery
subproduct as one of the ingredients. Refering to the aminoacid’s analysis, there was acid
hydrolisis with HC] 6N, varying temperature and exposition times, 110°C x 22, 24, 26 h and
145°C x 4 h, and with pre-oxidation with performic acid to determine cysteine and
methionine; and with 1% phenol to recover labiler aminoacids such as tirosine, histidine,
arginine, and phenilanaline. The aminoacids resolution was carried out by HPLC deriving in
precolumn with OPA/2ME and using a reverse phase columm ODS C,, with the next
measurements: 150mm x 4.6mm of internal diameter and with a gradient of particle of Smm;
according to the treatment. The following: Gli 15.56, Arg 10.39, Glu 11.38, Ser 5.65, Thr
2.91, Ala 7.78, Met 2.09, Val 3.41, Phe 6.12, Leu 3.39 and Ile 3.70 were found in greater
quantity, all in a sample of g/100 to 145°C x 4 h, but with a greater recovery of Gli 39.57
g/100 of sample to 110°C x 24 h, furthermore , there were determined by colorimetc
methods reactive Lisine by the Hurrel's method (1979), finding 0.006 g/100 g of sample and
Triptophane by the Villega's method (1975), finding 0.069¢ DL Triptophane/100g of
sample. Once the obtained results are evaluated, a recomendation can be done: the flour of
the tannery s subproduct in the bovines” nourishment, due to its low technological price plus
its relation price-benefit makes it feasible Speaking of the use of these tannery subproducts
as a source of hydrolyzates and/or aminoacids to be used in the cosmetic, pharmaceutical,
feeding industries, and in this same line the use of hydrolyzate as a source of aminoacids for
growing needs in biothchnological processes, it would be recomended to evaluate the
economic feasibilty of usage due to Its high contents of Glicine, Arginine and Aspartic
Acid.
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INTRODUCCICN 1

I. INTRODUCCION

El siglo XX se ha caracterizado por el gran avance cientifico y tecnoldgico,
donde se han obtenido grandes logros para el bienestar de la humanidad. La tecnologia
de los alimentos, dentro de este avance cumple con varias funciones, como son la de
mejorar las propiedades de los alimentos, conservarlos, evitar o reducir algunas de las
caracteristicas indeseables y facilitar su consumo. Asf mismo, modificar la composicién
del alimento mediante el aumento o reduccién del contenido de uno o més nutrimentos,
como es el adicionar protefnas, para satisfacer demandas especiales de poblaciones.
Tomando en cuenta costo y disponibilidad de alimentos, como es en 1a situacién actual
de nuestro pais. (INEGI, 1994).

Siendo las proteinas de un orden primario para la nutricién, cabe destacar su
importancia en la alimentacién. Asi, las proteinas o los amino4cidos de origen animal
que se incorporan a los alimentos, deben tener un valor nutricional bueno para que
tengan un mejor aprovechamiento. Apoy4ndose en la declaracién sobre los derechos
alimentarios del hombre, que enuncia: Todo ser humana tiene derecho a una
alimentacién suficiente y saludable. De esto se crea la necesidad de hacer nuevos
alimentos de buena calidad y bajo costo para las poblaciones en América Latina, y en
especial para México donde cada dia va en aumento la poblacién, y la demanda de
alimentos en cantidad y calidad. Segiin el Instituto Nacional de la Nutricién Salvador
Zubiran, sefiala que existen focos de poblaciones con dmu'u'icién, como es el 4rea rural
donde un 57.4% de los nifios menores de 4 afios presentan desnutricién. Y en la
poblacién urbana marginada también se presenta la desnutricién debido a la miseria y
su bajo poder adquisitivo (Giral, 1983)

De la misma manera en que hemos ido caminando por el desarrollo y el
progreso, el ser humano a creado desechos, sobre todo de tipo industrial, que rompen
con los procesos ecoldgicos de la vida, acabando con fuentes alimenticias, muy
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importantes y formando peligros potenciales, para el futuro del lugar donde vivimos que
es nuestro planeta.

La industria de la teneria, estando acorde a las necesidades ecolégicas de nuestro
pais, y al modemo enfoque que se a dado para reducir el impacto de sus desechos y
subproductos. Nos ha llevado a la tarea de crear nuevos caminos para dar un uso
adecuado de los desechos obtenidos en los primeros pasos de la manufactura de la piel
de bovino. Estos desechos son ricos en mutrimentos proteicos, de tipo fibroso y
corresponden a la estructura del tejido conectivo de los animales superiores que se
encuentra en mayor cantidad en el érea reticular de la dermis de los bovinos. (Banks,
1980).

Por ofra parte, ¢l alto costo en la produccién de forraje y la escasez de alimento
para el ganado bovino, asi como el mantenimiento de éste, ha permitido la creacién de
dietas especificas complementadas o enriquecidas con aminoicidos que cumplen con
las necesidades nutritivas del ganado y que se apliquen para una buena produccién
ganadera, de bajo costo y alto rendimiento {Agricultural Research Council, 1968). Lo
que implica introducir nuevas técnicas y materias primas que puedan ser satisfactorias,
para la obtencion de productos finales, que no requieran tanto proceso ni equipo
especial. La alimentacién animal no es unicamente nutricién aplicada, gino un arte
complejo, donde juegan un papel muy importante no sélo los principios nutricionales,
sino los econdmicos, los de demanda, de mercadeo, de manufactura en general del
ganado y los productos que se obtienen de éL

La East/West Technolo. Dig. (1983), publicé en los Estados Unidos de
Norteamérica que el material de desecho, que proviene de los primeros pasos del
tratamiento que se le da a la piel de ganado bovino en las tenerias, puede ser usado en
otras industrias y junto con Hungary's Novex Co. Ltd. menciona que la proteina con un
alto contenido de aminoécidos puede ser usada como forraje y que ademas el proceso
no debe de ser complicado.
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En la actualidad en los Estados Unidos se producen alrededor de 40 millones de
cabezas de ganado por afio; dindonos una idea de la importancia a nivel mundial de la
ganaderia, y de la industria que procesa los productos del ganado bovino, como es la
industria de la manufactura de la piel o Ia teneria. En el estado de Nuevo Ledn la
industria Agropecuaria reporta que existen 512,422 cabezas de ganado bovino en cria y
engorda en el afio de 1993 (INEGL, 1994). Y en el pais existen alrededor de 20 millones
decab&asdeganadobovinodecdaymgorda,dandonmaporlvemuysigniﬁcat'ivopara
el mantenimiento y economia del pais.

La cantidad de desecho que se produce en las tenerias, donde es procesada la
piel de ganado bovino, llega a ser aproximadamente de 20 toneladas al afio, y esta
cantidad cambia de acuerdo a la época del afio. En la actualidad este subproducto de la
industria de la teneria, es utilizado en la fabricacion de gelatina, algunos la utilizan
como alimento para cerdos y pollos pero sin una base cientifica y otros son desechados
incinerandolos, o confinindolos con los demas subproductos que se producen en la
manufactura de 1a piel de bovino al ser procesada.

El uso potencial de estos desechos proteicos no ha sido debidamente explotado,
ya que su bajo costo y el contenido de aminoé4cidos que posee, son adecuados para ser
usados como fuente de proteina. Ya sea para enriquecer las dietas de ganado bovino, o
como materia prima para la obtencién de amino4cidos ¢ hidrolizados, también pueden
ser utilizados en la industria de la alimentacién, como complementos alimenticios,
suplementos o potenciadores de sabor, y productos no alimenticios como fertilizantes,
adhesivos, y en la industria farmacéutica. Esto da una idea del campo tan extenso donde
estos subproductos pueden ser utilizados.

El Subproducto de teneria es tinico en su tipo como proteina y se compara con el
colageno (Ramshaw, 1985), debido al perfil de aminoécidos que posee, como son
prolina, hidroxiprolina, glicina y alanina. Y aunque es deficiente en triptofano y lisina
puede ser usado como fuente de aminoacidos para enriquecer alimentos para ganado y
para uso humano (Henrickson, 1980).
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En nuestro pafs, en la actualidad existen muy pocas industrias donde se
producen aminoécidos, y estos se fabrican preferentemente a partir de fermentaciones.
Es una realidad, que México depende de la tecnologia y la manufactura de ofros paiscs,
como son Alemania, Japén y U.S.A., para satisfacer lag necesidades de la industria
alimentaria Mexicana. (DEIA, 1994). Los amino4cidos que se comercializan, de manera
importante son Lisina y Metionina, para la suplementacién de alimentos humanos, y en
la nutricién animal. El icido glutdmico se utiliza como la sal gédica o glutamato de
sodio, como potenciador de sabor. Por lo anterior y a solicitud de una empresa de
teneria, se realiza este estudio que pretende evaluar Ia utilizaciéon de los desechos o
subproductos de teneria en la elaboracién de una harina péra alimentacién de bovinos.
Y la cuantificacién de aminoédcidos que sean tecnolégicamente o nutricionalmente
importantes.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS §

II. HIPOTESIS DE TRABAJO

Es posible utilizar los subproductos de 1a piel del ganado bovino, como fuente
proteica en la alimentacién de ganado bovino y como materia prima para la obtencién
de aminodcidos y/o hidrolizados.

III. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

1. Elaborar una harina con la dermis de bovino, la cuil se valore quimica y
nutricionalmente.

2. Determinar las condiciones 6ptimas de hidrélisis para obtener €l méximo
rendimiento de aminoécidos

3. Identificar mediante hidrélisis de la proteina del subproducto de teneria los
amino4cidos de importancia nutricional y/o tecnolégica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

: Elaborar una harina a partir de subproductos de la dermis de res.
2. Conocer la composicién quimica, la digestibilidad y/o utilizacién
biolégica por rutmisntes de la harina de subproducto de teneris.
3 Elaborar una formulacién en la cual se incluya como aporte proteico la
harina obtenida.
4 Determinar las condiciones de hidr6lisis 6ptimas para la méxima
recuperacién de los aminoécidos del subproducto de teneria.
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IV. ORIGINALIDAD

El desarrollo tecnoldgico para la utilizacién de subproductos o productos de
desecho que genera la industria, tiene en la actualidad una gran importancia, desde el
punto de vista econémico, de regulacién sanitaria y en general de preservacién del
medio ambiente, asi estos desechos de la industria de 1a teneria se usarén como fuente
de proteina para la elaboracién de dietas para ganado bovino, pudiéndose con la
utilizacién de los resultados obtenidos, dar un valor agregado y evitar su confinamiento
o mal uso, ayudando econémicamente a la industria y evitando la contaminacién, ya
que actualmente y en especial, en el estado de Nuevo Ledn, algunos de estos
desperdicios se tiran a la intemperie produciendo malos olores y propiciando

infecciones para los habitantes cercanos a los tiraderos.

En la actualidad no se le da un uso adecuado a estos subproductos, pudiéndose
utilizar como materia prima para obtener gelatina, sin embargo no existen en Nuevo
Ledn industrias de este producto, presentindose asi, el inconveniente de la conservacién
y transporte. También, se utiliza como sobrante para alimentar cerdos y pollos pero sin
una base o fundamentacién cientifica.

Segin la English and Hungary’s Novex Co. Ltd.. (1983), empresa de los
Estados Unidos que pertenece al ramo de la industria de la teneria, menciona que el
material de desecho que proviene de los primeros pasos del tratamiento que seledaala
piel de ganado bovino en las tenerias, puede ser usado en otras industrias, Y la proteina
que contiene posee aminoicidos que pueden ser usados 'en alimentacién animal y
ademds el proceso no debe ser complicado.

Observando las diferentes condiciones de hidrélisis que se puedan aplicar al
subproducto de teneria estudiado y cuantificando los aminoicidos encontrados en su
proteina, se pretende dar informacién respecto al potencial de estos desechos para la
obtencién de aminoacidos y/o hidrolizados a nivel industrial.
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V. ANTECEDENTES

5.1 USO POTENCIAL EN LA ALIMENTACION DE GANADO
5.1.1 DATOS HISTORICOS

Las ganaderias americanas tienen su origen en el segundo viaje de Colén.
Indiscutiblemente, la gran diferencia entre el Viejo Mundo y América estriba en la
fauna, especialmente de animales domésticos. Aquella observacion inicial de Colén, en
los primeros dias de las islas antillanas, sobre no haber visto ni cabras ni ninguna otra
bestia parecida. Con excepcién de algunos venados, bisontes o biifalos, los escuincles y
llamas. A pesar de las escasas novedades con que Colén alcanzé a los Reyes de
Barcelona, a la vuelta de su primer viaje, en la corona de Castilla se valora o se intuye la
riqueza potencial de las nuevas tierras. Como siempre, la intervencién oportuna de este
gran artifice de la historia espafiola, Fray Hemando de Talavera como el confesor de la
Reina, aconseja crear una comisién técnico-administrativa, para organizar el segundo
viaje de Colén que ha sido justamente la gran expedicién colonizadora como el modelo
de un ensayo de poblacién de nuevas tierras. Vale la pena dejar palabra a uno de los
primeros cronistas, Lépez de Gomara, quien hace la siguiente y espléndida sintesis de Ia
preparacién del aludido segundo viaje: Comprdndose a costa también de los reyes
muchas yeguas, vacas, cabras y asnos para casta porque ahi no habia semejantes
animales. (Giral, 1983).

Esta claro que ]la méxima importancia en las aportaciones del Viejo Mundo al
Nuevo Mundo son las grandes ganaderias americanas que tienen su origen histérico en
ese segundo viaje de Colén aunque después de siglos, se hayan hecho valiosas
aportaciones para incrementar y mejorar la zootecnia, procedente de Europa, Asia y
Affica. A partir de 1493 se hace posible que el ganado vacuno de todas las razas del
mundo lleguen a encontrar pastos espontineos y climas suaves y apropiados en
América.
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En México ¢l consumo de los productos de ganado bovino como fuente de
proteina, se han incrementado desde el siglo pasado debido a la gran demanda de
poblaciones. (Casanova, 1983).

5.1.2 UTILIZACION ACTUAL DE LA DERMIS DE BOVINO

El subproducto de teneria estudiado es la dermis de bovino, mejor conocida
como pellejo o carnaza, este no ha tenido una utilizacién especifica en la alimentacién
de ganado bovino, y a nivel industrial s6lo se utiliza como materia prima para obtener
gelatina, y también se utiliza como sobrante para alimentar cerdos y pollos pero sin una
base o fundamentacién cientifica, haciéndose solamente en una forma empirica y para
no crear desecho o basura. (Sanchez, 1995).

En los Estados Unidos estos desechos de tenerias se han estado usando para
elaborar dietas para pollos, remplazando los niveles de proteina usadas a partir de soya
en un 75% por la proporcionada por el subproducto-de teneria hasta en un 35%
afiadiendo triptofano a la dieta, ya que es un aminoécido limitante (Weisman y Engel,
1961).

Se ha encontrado que los pollos alimentados con el 2% a 8% de hidrolizados de
piel proporcionaban un buen aporte de aminoécidos, pero deficiente de metionina,
triptofano y lisina para las necesidades de los pollos (Waldroup, 1970).

El uso de hidrolizados de desechos de piel de tenerias en dietas para ovejas,
como aporte de amino4cidos hasta en un 75% en sustitucién de proteina de soya,
ocasiond un decremento en la digestibilidad hasta en un 25% (Knowlton, 1976).

En estudios hechos en Polonia se us6 el desecho de piel obtenido en las tenerias,
para hacer una dieta para alimentar cerdos y pollos, dando un tratamiento especial al
desecho para hidrolizarlo y obtener una mejor disponibilidad de aminoicidos,
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encontrando que la proteina de estos desechos era alta en glicina, prolina y 4cido
glutdmico; y bajo en lisina, metionina y triptofano (Felicjanaik, 1977).

Easton, L y Glen, J. (1981), trataron los desechos de piel de bovino en las
tenerias, hidrolizindolos a través de métodos témmicos, enziméiticos y com é4cido
sulfiirico, usando éstos hidrolizados para preparar spray y gel afiadiendo glicerol y agua
para obtener preparados usados como protectores para la picl del ganado bovino.

En México, el desecho de tenerias como es la dermis de bovino que es rica en
proteina, se usa para elaborar gelatina y en otras tenerias menores el pellejo se desecha
sin mayor importancia, dindola como alimento sobrante o simplemente se desecha en
cementerios clandestinos de basura en especial en la Cd. de Monterrey, N. L. (Sanchez,
J. 1995).

5.1.3 EXIGENCIAS NUTRICIONALES DEL GANADO BOVINO

Para la mayoria de las especies los aminoécidos denominados esenciales son 10:
lisina, triptofano, histidina, fenilalanina, leucina, isoleucina, treonina, metionina, valina
y arginina. Se ha confirmado que este udltimo puede ser sintetizado en pequefias
cantidades por algunos mamiferos, pero no en cantidades suficientes para permitir el
méximo crecimiento, encontrindose que los de mayor requerimiento son lisina, leucina,
isoleucina y metionina. En el ganado bovino que es un rumiante, no existen
propiamente requisitos de aminoécidos, puesto que los ﬁﬁcmorganismos del rumen -
pueden sintetizar aminoécidos y formar proteina desde fuentes no-proteicas (Hale, J.,
1984). Ademés poseen un mecanismo para ahorrar nitrégeno, cuando el contenido de
éste es bajo en la dieta. Los requisitos bisicamente son calculados por el Subcomitte de
ganado de carne NRC (1984).

Las proteinas de los alimentos son degradados por los microorganismos del

rumen via aminoacidos para formar amoniaco y écidos orgdnicos (4cidos grasos con
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cadenas muiltiples). El amoniaco también viene de las fuentes de nitrégeno no-proteico
de los alimentos y de la urea reciclada de la saliva y a través de la pared del rumen.
Niveles demasiados bajos de amoniaco causan una escasez de nitrgeno para las
bacterias y reduce 1a digestibilidad de los alimentos. Demasiado amoniaco en el rumen
produce una perdida de peso, toxicidad por amoniaco y en casos extremos, la muerte del
animal. El amoniaco es utilizado para el crecimiento de 1a poblacién bacteriana. El nivel
de utilizacién de amoniaco para sintetizar proteina microbiana depende de la
disponibilidad de energia generada por la fermentacién de los carbohidratos. En
promedio, 20 g de proteina es sintetizada por 100 g de materia orgénica fermentada en
el rumen. Usualmente una porcién de proteina de la dieta resiste 1a degradacién en el
rumen y pasa al intestino delgado sin degradarse. La resistencia a la degradacién en el
rumen varia considerablemente segiin la fuente de proteina. Usualmente las proteinas en
forraje son degradadas a un nivel de 60-80% y las proteinas de concentrados o
subproductos industriales a un 30-60% (Wattiaux, 1997).

La buena alimentacién del ganado depende en gran parte de las précticas
agronémicas del ganadero. Este siempre necesitars de grandes cantidades de forraje y
concentrados. Los sistemas que siguen los ganaderos para alimentar su ganado s un
reflejo de la tradicién y las condiciones agricolas de la regién (De Alba, 1973).

Para determinar si la alimentacién de un hato ganadero es buena, es
indispensable compararla con alguna base comsiderada como adecuada, y esto
dependerd de muchos factores; como son la calidad del forraje y las necesidades de
energia del bovino. Asi mismo, se determinar el estadio a Ia que va dirigida la racién o
dieta disefiada (De Alba, 1973).

Kameoka y Morimoto (1959), pusieron & una cabra en una dicta con cero de
nitrégeno, después introdujeron caseina en el estémago verdadero y descubrieron que el
contenido del rumen se eariquecia con alrededor de 2 g de nitrégeno 2l dia concluyendo
que hay una recirculacién de nitrégeno, a través de las paredes de la panza.
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Elliot (1961) estudid, €l valor biolégico de las proteinas para ganado bovino en
engorda, examiné las consecuencias sobre el metabolismo del rumen, de una dieta
demasiada alta en proteinas. A nivel ascendente, la digestibilidad de Ia proteina en el
rumiante es gradualmente mayor hasta alcanzar niveles del 77% y 80%, sin embargo
mucho de este beneficio es espireo puesto que desaparece del rumen en forma de
amonfaco, y a niveles mayores del 20% de proteina hay una pérdida considerable en

incremento calérico.

Elliot (1961) ilustré, el principio de la digestibilidad de la proteina y su relacién
con el consumo voluntario o alimentacién voluntaria, usando harina de yuca y torta de
maiz sobre alimentacién bisica de pasto jaragu (Hyparehenia sp.), obscrvando que a
mayor cantidad de proteina habia mayor consumo.

Los concentrados bésicos para la formacidn de mezclas son los cereales, maiz,
trigo, sorgo y el grano de soya molido, todos estos granos se utilizan triturados,
machacados o con tratamientos térmicos previos y poseen diferentes porcentajes de
proteina dependiendo de la fuente de obtencion. La Tabla No.l muestra los
concentrados comunes y su contenido de proteina total.

TablaNo.1 Porcentaje de Proteina en Concentrados Bésicos para dietas de Bovinos

menos 8% 8%al13% 15%al 25% 35%ald5%  amibade 45%
elaza Trigo Afrecho de trigo P.de Ajonjoli H. de Sangre
de Yuca Maiz Granaza de Trigo SoyaMolida  H. de Plumas

deremolacha  Ccbada Pasta de coco Pastade Linaza H.de S. T.
de Citricos Sorgo Pasta de girasol Pastademani H.deHuesoy
came

Los subproductos industriales como las vinazas de cerveceria o destileria son
utilizadas en forma fresca en casi toda América Latina, y son mis bien sustitutos del
ensilaje, en vez de concentrados. Las vinazas de destilerias o cervecerias, tienen un
valor mucho mas elevado y no deben de pasar de un tercio de la férmula concentrada
(De Alba, 1973).
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§2  DIGESTION DE LOS RUMIANTES

La digestibn de los rumiantes es un proceso que envuelve una dindmica
interaccién entre la dieta y los microorganismos ruminales. Los rumiantes son
facilmente identificables porque mastican la comida mucho, ain cuando no ingieren
alimentos. Esta masticacién se llama ruminacién y es parte del proceso que permite al
rumiante obtener energia de 1a fibra. El reticulo y rumen son los primeros estémagos de
los rumiantes. El contenido del reticulo es mezclado con el del rumenm casi
continuamente y ambos estémagos comparten una poblacion densa de microorganismos
como bacterias, protozoarios y hongos. El rumen puede llegar a contener hasta 100 kg
de materia en digestion que pusde permanecer eatre 20 a 48 h. Aportando un ambiente
apropiado, con un suministro generoso de alimentos, para el crecimiento y reproduccién
de los microorganismos. La ausencia de oxigeno en este sitio favorece el crecimiento de
microorganismos que permiten convertir los alimentos fibrosos como forrajes, residuos
de cultivos y agroindustriales, el amoniaco y la urea en alimentos altamente nutritivos

para los seres humanos como son la carne y la leche.

Los alimentos fibrosos son esenciales para la salud del bovino porque mantienen
laruminaciénylapmduociéndesalivaquesonneoesaxiasparalao;rrectaﬁmciéndel
rumen y los microorganismos que viven ahi. Un bovino puede comer forrajes y
concentrados, sin embargo, Ia adicién de altas cantidades de concentrados en una
racién, debe ser progresiva de 4 a S dfas para permitir que la poblacién bacteriana se
adapte a la nueva dieta. (Wattiaux M., 1996).
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$.3  USOPOTENCIAL DE LA DERMIS DE BOVINO COMO MATERIA
PRIMA PARA OBTENER AMINOACIDOS

53.1 COMPOSICION QUIMICA DEL COLAGENO

El colageno, la molécula principal de los tejidos conectivos, es la proteina més
comin en el mundo animal, y posee una estructura fibrosa que le confiere una alta
rigidez y resistencia a la piel, de los vertebrados superiores. Debido a su alto contenido
de prolina e hidroxiprolina, el coligeno no desarrolla una hélice alfa, sino una
conformacién que consiste en una triple hélice de cadenas polipeptidicas que se
organizan en subunidades y se mantienen unidos por puentes de hidrégeno
intermolecular, siendo asi un soporte extracelular (Badui, 1988).

Hay por lo menos 5 tipos de coldgeno, donde la glicina constituye cada tercer
residuo. Esta estructura repetida puede ser representada por Gli-X-Y donde X y Y son
aminoacidos diferentes, en los mamiferos cerca de 100 posiciones en X son prolina, y
100 de las posiciones en Y son 4-hidroxoprolina. Estos amino4cidos rigidos limitan la
rotacién de la cadena polipeptidica, ademés contiene 3-hidroxilisina en algunas
posiciones X y 5-hidroxilisina en posiciones Y. El polimero de coligeno posee un peso
molecular de alrededor de 350,000, una longitud de 3000 A° y un diametro de 14 A®. En
la Tabla No. 2 se presenta su distribucién tisular y sus rasgos caracteristicos (Bornstein
P., 1980).

Tabla No.2  Tipos de Colageno

Tipo Férmula Polimero Distribucién Tisular ~ Rasgos caracteristicos
Molecular  nativo

1 Fibrilla Piel, Tendén, Hueso  Cont. bajo hidroxilisina
Fibrillas anchas

(I Fibrilla Cartilago, Cuerpo Cont. alto hidroxilisina

vitreo, notocordio Fibrillas mas delgadas

11 (I Fibrilla Piel, utero, vasos Alto en hidroxilisina

sanguineos
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La secuencia de aminoicidos completa de las cadenas de coldgeno no es todavia
conocida, pero las secuencias que aparecen con més frecuencia son Gly-X-Pro, Gly-
Pro-X y Gly-X-Hyp, en las que X puede ser cualquier aminoicido, la mayor parte
contiene alrededor de 35% glicina, 11% alanina, 12% prolina, hidroxiprolina 9%
(Badui, 1988), siendo este aminoicido raro en proteinas distintas al coldgeno. Ningiin
otra proteina que no sea coligeno contiene cadenas tripoloheleicoidales (Lehninger,
1993).

532 METODOS DE HIDROLISIS ACIDA DE PROTEINA

Los métodos més usuales de hidrélisis 4cida utilizan HCl 6M a temperaturas de
110°C y en atmésfera de N, por 22 a 24 h, Sin embargo, la seleccién final dependerin

del aminoacido que se desee aislar en mayor cantidad.

Goldnik, A. (1983) refiere, que traté la piel de bovino hidrolizando a 110°C con
HCIl 6M (3 partes) conteniendo algo de NaH,PO, en atmésfera de nitrégeno, con el
objetivo de aislar aminoécidos en el desecho obtenido de la piel de bovino en las
tenerias, obteniendo wna hidrélisis de 85%, posteriormente el hidrolizado fue
cromatografiado, usando un buffer de Citratos a un pH 3.3, obteniendo una fraccién que
contenia hidroxiprolina, &cido aspértico, treonina, serina, &cido glutdmico, prolina,
glicina y alanina.

Zuchowski, Jerzy (1983) utilizd, las trizas de pe]lejb provenientes de la piel de
bovino desechados en las tenerias donde foeron calentados a8 110°C por 2.5 h a presién
atmosférica para separar la grasa y obtener aminoécidos, luego lo hizo a 55°C y a
150°C, observando que a altas temperaturas hay pérdida de histidina, lisina, triptofano y
metionina, sobre todo a la tiltima temperatura de autoclaveado debido a la gelificacién
de la proteina.
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Los primeros métodos de la AOAC (1985), para determinar cistina y metionina
requieren de una oxidacién con icido perférmico antes de la hidrélisis, ademds la
presencia de cloruros puede interferir en la obtencién de la metionina, esta interferencia
puede ser eliminada usando el 4cido perférmico, recomendindose especiales cuidados
para ajustar las condiciones de la oxidacién cuando se va a determinar la cantidad de
aminoécido en alimentos ricos en sal (NaCl). Se ha recomendado que estas condiciones
de oxidacién y de hidrélisis pueden ser usadas pero solamente para determinar ciertos
aminoécidos, exceptuando triptofano, tirosina, fenilalanina e histidina.

Gehrke en 1985 (30) recomienda que para obtener 0 determinar la metionina y
la cistina Ia proteina debe oxidarse con dcido perférmico, pero aqui la treonina y la
serina son destruidos en contraste con la valina y la isoleucina que no son obtenidos
completamente después de 22 a 24 h, para trabajos especificos las condiciones de
hidrdlisis y sus tiempos deben de estar en orden para obtener los maximos rendimientos
para los valores de treonina, serina, valina e isoleucina.

Gehrke (1987) encontrd, que el tiempo de hidrélisis puede ser reducido, si se
aumenta la temperatura, por lo que usé una temperatura de 145°C durante 4 h, sin
pérdida de lisina pero disminuyendo la obtencion de treonina y serma en porcientos de 7

y 13 respectivamente y con aumento de valina en 8% e isoleucina en 13%.

533 METODOS PARA DETERMINAR AMINOACIDOS

La separacién cuantitativa y la valoracion de mezclas de aminoécidos ha tenido
grandes logros desde la aparicién de técnicas cromatograficas, las cuales son ripidas,
precisas y sensibles, ademis de automatizadas y generalmente s¢ usan para la
separacidn, identificacion y anélisis cuantitativo.

Moore y Stein entre 1940 y 1958 fueron los primeros en realizar un estudio
sistematizado de la separacién y cuantificacién de aminoécidos. Emplearon la
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cromatografia de intercambio iénico (CII), utilizando columnas empacadas con resina
sintética, para separar aminodcidos en hidrolizados de proteinas. A partir de esto se
desarroll6 un analizador antomético (Blackburn, 1978).

El uso de HPLC para el anélisis de amino4cidos ha tenido muchas revisiones.
(Williams, 1988) determinando, que el HPLC puede ser usado como técnica para
separar aminoécidos con columnas de intercambio iénico con una derivatizacién post-
columna con ninhidrina, 0 con ortoftaldehido (OPA) (Ashworth, 1987) .También la
derivatizacién pre y post-columna han sido revisados, llegando a la conclusién que los
métodos de derivatizacién pre-columna son de mas bajo costo y répidos, comparados
con los de derivatizacién post-columna (Engelhardth, 1986), (Cohen, 1988).

La pre-derivatizacién en columna para determinar amino4cidos han sido objeto
de gran estudio, donde se han utilizado diferentes reactivos para hacer la pre-
derivatizacién, asi son mencionados el uso de feniltioscianto (PITC) (Yang y
Sepulveda, 1985), lo usaron como reactivo derivatizante formando feniltiocarbamil
aminodcidos (PTC-aa) los cuales fueron separados a través de una columna de fase
inversa empleando gradiente de elucién. La deteccién de los derivados se hizo por
espectrofotometria a 245 nm y se detectaron concentraciones menores a picomoles. El
usé ortoftaldehido (OPA), en presencia de un mercaptano, como el 2-mercaptanol
(2ME), reacciona ripidamente con los aminoidcidos primarios formando derivados
isoindol altamente fluorescentes (Bidlingmeyer, 1987), la excitacién se produce a 240
nm Y la emisién se registra a 445 nm, la reaccién es répida, se hace en medio acuoso y a
temperatura ambiente como se muestra en la Fig.1(Salazar, 1993).

IS-(CI-I ), - OCH

HO
O + NH-CH-R + SH-{CH),-OH — C’:\/NT-R
doon OOH

Fig.l Reaccién de aminoécidos con el reactivo OPA/2 ME para producir derivados
isoindol fluorescentes.
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Diversos autores como muestra en la evaluacién cuantitativa en The Report of
Joint FAO/Who (1990): Jones y Gilligan (1983) utilizaron, 9-fluorenylmethyl
cloroformato (FMOC-Cl), Emarsson (1983) utilizd, 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno
(FDNB), Morton y Gerber (1988) derivatizarén con DNPAA, Koccar y Christen (1989)
usarén Cloruro de Dansilo (DANS), Thio y Thompkins (1989) el DANS, este forma
derivados con aminodcidos pnimarios y secundarios. La deteccién de los derivados se
realiza por fluoresencia. La reaccién consume tiempo y el reactivo es fluorescente por s
mismo, las condiciones para la dansilacién son extremadamente variables. Y el exceso
de DANS interfiere en las separaciones cromatogrificas, por lo que tiene que ser
removido, ademas de la falta de especificidad ya que genera muchos derivados. La tabla
No.3 muestra los diferentes métodos propios para derivatizar pre-columna.

TablaNo.3  Caracteristicas de reactivos para denivatizar

I || 111 v \'/ VI
Tiempo derivatizacién(min) 20 05 S 30 50 30
Remocién de reactivos por secado ~ si no no  si si no
Extraccién de solventes o hd i m m mo
Determinacién de amino-sec. si he si s1 si s1
Derivatizado estable . sl no si si si no
Interferencias en los productos o Bbd mpo s s s
Deteccién (nm) 254 ¥L FL. 365 340 FL
Sensibilidad fmol pmol pmol pmol pmol pmol
Tiempo cromatografia (min) 15 18 30 70 110 30
Rendimiento Cuantitativo s1 si si si si si

Feniltiocianato

B«Jé@lﬁ& fia

FMOC (9-ﬂuomet11clorofo:mato)

FDNB (1-fluor-2,4-dinitrobenzeno)

FDNPAA (1-fluor-2,4-dinitrofenil-5-L-alanin amida)
DANSYL ( 5-dimetilamino-1-naftalensulfonico cloruro)
Fluorescencia

AS<<H

En principio los analizadores amtomiticos estin basados en las técnicas de
intercambio iénico e incluyen automatizacién de pasos, como la preparacién de la
muestra, el control de cambios de buffer, la derivatizacién post-columna y el registro de
calculo de concentracién de los aminoécidos. Con esto se acorta los tiempos de anélisis
(Salazar, 1993).
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En general la cromatografia de liquido de alta resolucién (HPLC) ha tenido
muchas aplicaciones para el anilisis de componentes como los aminoécidos. Existen
muchas publicaciones recientes sobre la aplicacién de HPLC al analisis de aminoacidos.
Las 2 técnicas mAs usuales son:

1.-  Separacién a través de una columna de fase inversa en la que la derivacién se
hace previa a la columna (pre-columna).
2.- Separacién de los aminoécidos a través de una columna de intercambio iénico

con derivacién post-columna.

Algunas diferencias importantes existen entre ambos métodos, donde la
cromatografia de fase inversa con derivacién pre-columna, tiene ventajas sobre la
cromatografia de intercambio i6nico con derivatizacién post-columna:

1.-  En el método pre-columna la desproteinizacién es deseable pero no necesaria,
como ocurre en el método de derivatizacién post-columna.

2.-  Lacantidad de reactivo derivante es mayor en el método post-columna.

3.-  El costo del equipo es mayor en el método post-columna, asi como las columnas

y eluentes,

4.-  Los coeficientes de variacién para los tiempos de retencién asi como para éreas

y altura de los picos o concentraciones son menores en el caso de los métodos

pre-columna por lo que los resultados son més precisos (Salazar, 1993)

534 METODOS PARA EXTRACCION DE AMINOACIDOS

Haciendo una revisién de los principios de cromatografia y sus aplicaciones,
vemos que los grandes progresos logrados desde 1940 en el terrenc de la extraccién de
aminoécidos s¢ debe en gran parte a las técnicas de intercambio iénico. Block (1949)
public, una revisién sobre la utilizacién de los intercambiadores idnicos para la
separacién de aminoicidos. Turba (1941) fue el primero en demostrar que los
aminoacidos bésicos como lisina, arginina e histidina se adsorben sobre tierras 4cidas.
De esta manera los otros aminodcidos pueden ser separados de la mezcla. Diversos
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autores reportaron el comportamiento de los aminofcidos sobre distintas resinas
sintéticas y las condiciones en que pueden ser adsorbidos sobre las Amberlite IR-100 e
IR-4, prestindole particular atencién al efecto del tipo de resina, granulometria de la
misma, longitud de columna, velocidad de flujo del disolvente, concentracién de
aminodcidos, pH y, también, e] comportamiento de muchas mezclas binarias y terciarias
(English y Fiess, 1949). Los aminoécidos neutros son retenidos poco por los
intercambiadores catiénicos, y la adsorcién de los é&cidos dicarboxilicos en los
intercambiadores aniénicos no presenta dificultad, mientras que la scparacién
cuantitativa de las bases hex6nicas es més dificil.

Ledecerer,E. & Ledeerer,M. (1960) refieren, que Shechan y Bolhofer en 1950
efectuaron el aislamiento de la hidroxilisina natural adsorbiéndola sobre Ambexlite IRC-
50. La arginina y la lisina son retenidos mediante columna de "altimina bésica".

Recientemente se ha utilizado la resina Dowex-50 para la separacién de los
aminoicidos basicos (Piez, 1954). describe el aislamiento de la gelatina y la resolucién
de sus diasteroisdmeros sobre columnas sédicas de Dowex-50. La patente Inglesa No.
568.369 describe la preparacién de la histidina de un hidrolizado proteico mediante
adsorcién sobre una columna de tierra de fuller activada, y existen también otras
patentes que describen 1a adsorcién y elucién de diaminodcidos sobre intercambiadores
catiénicos. Weiland en 1944 demostré que la ahimina tratada con écido clorhidrico N
fija iones cloruro y se comporta como un intercambiador aniénico. Esta "ahimina &cida”
adsorbe cuantitativamente a los 4cidos aspértico y glutdmico y también a la cistina.
Distintos investigadores describieron la adsorcién de los 4cidos dicarboxilicos sobre
resinas sintéticas, y asi Cleaver en 1967 estudié el efecto del pH y de las sales en la
adsorcién del &cido glutdmico sobre Amberlite IR-4. (Ledeerer,E, & Ledcerer, M.,
1960).

Debido a que los aminodcidos neutros estin cargados negativamente pueden ser
retenidos en columnas de "ahimina 4cida" y separados de esta manera de otras
sustancias neutras (Schramm y Primosigh,1944). demostraron que la glicina, serina y
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treonina eran los suficientemente icidas en presencia de formaldehido, como para ser
adsorbidas en "alumina 4cida”. De esta manera pudieron separar estos tres aminoécidos
de los otros neutros, eluyendo la columna con élcali. Los aminodcidos nentros son
débilmente adsorbidos por los intercambiadores catiénicos. Cleaver y Cassidy en 1958
hallaron, que la adsorcién de los aminoicidos neutros por parte de las resinas de
intercambio i6nico aumentan cuando se aumenta la longitud de la cadena, siendo
especialmente retenida la fenilalanina. Las distintas resinas de intercambiadores difieren
en su grado de adsorcién, poseyendo la Dowex-50 y la Ionac A-00 la menor capacidad
de adsorcién para los aminoicidos neutros. Carsten y Cannan en 1952 estudiaron el
equilibrio de los amino4cidos neutros sobre Amberlite IR-100, IR-120, IRA-400 y
Dowex-50 con distintos amino4cidos neutros, determinado los volimenes de retardo
(Ledeerer,E, & Ledeerer, M., 1960).

Scramm y Primosigh en 1945 sugirieron la separacion de los amino4cidos en 5
grupos: 1) fenilalanina, tirosina y triptofano, que se adsorben sobre carbén; 2) arginina,
lisina ¢ histidina, sobre silicagel; 3) dcidos aspartico y glutdmico, sobre alumina 4cida;
4) serina, treonina, glicina y cistina, sobre alumina 4cida, en presencia de formol, y 5)
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, e hidroxiprolina, que no son adsorbidas por
ninguno de estos adsorbentes. Tiselius en 1947 describe la separacién de los
aminoécidos en cuatro grupos, adsorbiendo los aminodcidos arométicos sobre carbdn,
los basicos sobre Wofatit C y los 4cidos sobre Amberlite IR-4. Fromageot en 1954
(Ledeerer,E, & Ledeerer, M., 1960),.describieron un método similar, que utiliza
silicagel para adsorber las bases, y la alumina 4cida para los aminoécidos dicarboxdlicos.
El silicagel debe ser preparado lavéndolo con 4cido acético al 20% y HCI1 0.1N para
eliminar impurezas nitrogenadas. La técnica sugerida por Framageot en 1951
(Ledeerer,E, & Ledeerer, M., 1960), se puede utilizar también para separar también los
péptidos en cuatro grupos: basicos, 4cidos, arométicos neutros y alifiticos neutros.
Brenner y Frey en 1951 (PQE. FAO/WHO) han obtenido también separaciones en
grupos, haciendo pasar una solucién de leucina, icido glutimico y arginina en forma
continua durante 23 horas a través de dos columnas de Amberlite IR-4B y Amberlite
IRC-50 respectivamente.
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54 COMERCIALIZACION DE AMINOACIDOS EN MEXICO

A inicios de este siglo se descubrieron en Japon las propiedades del é&cido
glutdmico como saborizante, comenzando la produccién de glutamato de sodio a partir
de hidrolizados de trigo y proteina de soya.

En el sudeste asiatico Jap6n, Corea y Taiwan se encuentran localizados 13 de los
17 mayores productores de aminoécidos a nivel mundial; siendo las empresas japonesas
como Ajinomoto, Koyowa Hakko y Tanabe Seiyaku las de mayor capacidad
productiva. Existen otros productores importantes en EUA, Francia y Alemania,
(Garcia, 1989).

En México la empresa Koyowa Hakko tiene una planta productiva de L-lisina,
treonina y triptofano, mientras que en EUA las compafiias Ajinomoto y Koyowa Hakka
producen grandes cantidades de aminoacidos. Las ventas mundiales de amino4cidos
fueron de 460,000 toneladas en 1968, mientras que'en 1982 habia sido de 485 mil
toneladas con un valor de casi 1,150 millones de délares. El incremento de la demanda
global de aminoicidos se estima que serd de 5% anual, ain cuando algunos
amino4cidos como fenilalanina crecerén en tasas del 10%.

En la década de los afios 70 se establecieron en México dos plantas productoras
de amino4cidos: una de fermentacién y otra de sintesis quimica. Recientemente en 1990
se instalé en México una nueva empresa productora de aminoacidos como L-lisina y
DL-metionina (Garcia, 1993).

La tecnologia de produccién de DL-metionina fue adquirida por la empresa
paraestatal Alimentos Balanceados de México (ALBAMEX) en Japén, debido a la
demanda de 1a poblacién avipecuaria en el pais. En 1979 disminuye un 40% la demanda
y amediados del 80 la planta cierra.
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La empresa Fermentaciones Mexicanas, S.A. (FERMEX) se fundé en 1976
como empresa paraestatal de la Secretarfa de Agricultura y Recursos Hidrailicos
(SARH) siendo socio minoritario Koyowa Hakko, produciendo 3000 toneladas de L-
lisina anuales y 1000 de dcido L-glutimico (Garcia, 1993).

La L-leucina es otro aminoicido que se produce en México y se utiliza como
materia prima para producir L-lisina, se hace a partir de fermentaciones también. Este
aminoécido solamente se produce en Japén, México y EUA, teniendo problemas
técnicos solamente en su separacion y cristalizacién.

El mercado mexicano de alimentos balanceados para ganado es importantes, ya
que el pais cuenta con un importante hato ganadero, siendo el sorgo, mafz y soya las
principales fuentes de proteina vegetal, es necesario adicionarles aminoéicidos y
FERMEX se ha iniciado en la produccién de aminoicidos sblo a partir de
fermentaciones de microorganismos. Ver tabla No. 4

La empresa mexicana Enzymologa productora de 4cido aspértico, decidid iniciar
un proceso de integracién adquiriendo la tecnologfa de produccién de L-fenilalanina de.
la empresa Suntory del Japén.

En México existen industrias que comercializan los aminoécidos y son:

DEGUSSA: comercializa al 4cido glutimico como glutamato de sodio y otros
como L-lisina, metionina, etc.

AMINOACIDOS SPECTRUM, S.A. de C.V.: comercializa el 4cido glutémico
como glutamato de sodio y otros aminoécidos ( DEPIA, 1994).

Todos estos son comercializaciones, cabe volver a mencionar que en México
sélo existe produccién a partir de fermentaciones. Y dependemos en un porcentaje muy
alto de importaciones de aminoicidos importantes para la industria alimentaria, y
también de la propia tecnologia de paises como Japén, Francia y E.U.A.
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Tabla No. 4  Situacién actual y futura de la produccién de aminoécidos en México

Prod. de insumos capacidad  capacidad mercado

instalada futura naciona  Exportacién

(1984) (1991)

DL-metionina * 5000 — + +
L-lisina HC] ** 6000 15000 + +
L-Leucina * 120 120 + +
Acido Glutdmico ** 3000 — + +
Treonina *** e 200 + +
L-Fenilalanina *** —— 70 + +
Triptofano** — 100 + +
*Sintesis Quimica
**FERMEX
***ENZYMOLOGA

55 PRINCIPALES USOS Y MERCADEO DE AMINOACIDOS

Los aminoicidos tienen una amplia gama de aplicaciones industriales.
Tradicionalmente han sido usados en.la industria de-los alimentos como potenciadores
del sabor y en la alimentacién animal y humana como aditivos. En aflos recientes se ha

incrementado el uso de amino4cidos de grado farmacettico en sueros y soluciones
intravenosas (Garcia, 1994).

Aproximadamente 60% de los amino4cidos producidos se destinan a la industria
alimenticia, individualmente o en combinacién para acentuar el sabor, edulcorantes,
antioxidantes, etc. Ver Tabla No. 5

En alimentacién animal los aminodcidos juegan un papel complementario de
gran importancia, generalmente se usan en 1a formulacién para alimentos balanceados
para cerdos y aves.

Los aminoé4cidos estin teniendo una creciente demanda en la industria quimica,
A medida que sus precios bajan, su uso es mas diversificado, en la manufactura de
polimeros sirven como materias primas, tal es el caso de las fibras de polialanina o la
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poli-gamma-metilglutamato que se usa como capa superficial de la piel sintética, la

glicina es la materia prima para la produccién del herbicida glifosfato y la treonina para
la aztreonam que es un antibiético.

En medicina, soluciones de aminoicidos esenciales se usan como sueros
intravenosos para tratamientos postoperatorios (Garcia, 1994).

TablaNo.5 Principales usos de los amino4cidos

AMINOACIDOS APLICACION
Glicina Edulcorante, Nutricién humana, agente
terapéutico (distrofia muscular)
Yy en cosméticos.
Alanina Edulcorante, nutricién humana
Y cosmeéticos.
Valina, Leucina,isoleucina  Saborizante amargo y nutricién humana.
y Fenilalanina
Metionina Nutricién humana y animal,

usos terapéuticos en hepatitis
intoxicaciones y como agente lipotrépico.
Triptofano - Nutricién humana y animal,
saborizante amargo.
Arginina Saborizante amargo, nutricién,
agente terapéutico
en hiperamonemia y en
desérdenes hepéticos.
Histidina Nutricién humana, agente en Glceras
duodenales y gastricas, indispensables en la
regeneracién de hemoglobina.

Lisina Nutricién humana y animal.

Acido aspértico y Gluthmico Nutricién humana, agente terapéutico,
saborizante
&cido, cosméticos.

Aspartato y Acentuadores de sabor.

Glutamato de sodio

Cistina y cisteina Nutricién humana, agente terapéutico,
cosméticos.

Acido aspértico Edulcorante.

Fenilalanina Edulcorante.
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VL. MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL

6.1.1 ORIGEN DE LA MUESTRA

La materia prima fue proporcionada por una empresa del ramo de la teneria en
San Nicoléds de los Garza, N.L. El bovino es sacrificado en el rastro y descarnado, lnego
la picl es llevada a la teneria y ahi se desrofia (quitar el exceso de carne y hueso)
(Subproductos animales, 1985), se lava y se pone a reposar con sosa y bactericidas en
unas pilas por espacio de 72 h, para que la piel sufra una hidrélisis primaria y absorba
agua, después de este tiempo es pasada a unas cuchillas rebanadoras para climinar el
pelo por una parte y la dermis como un subproducto, 1a cual corresponde al desecho que
se genera en los primeros pasos del proceso de la piel, este subproducto es lo que se
proceso y analizd.

6.2 METODOS

6.2.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

La muestra se proceso en el Laboratorio de Ciencias de los Alimentos de la Fac.

de Ciencias Biol6gicas de la U.A.N.L. de 1a siguiente manera:

a Lavado del pellejo o desecho, con agua i)otable y luego con agua
destilada.

b. Escurrido a temperatura ambiente.

c. Secado en estufa de aire a 65 °C.

d Molido en un molino Willey pasando a través de un tamiz de 2 mm. Asi
mismo, la muestra se¢ almacené en frascos de polietileno, grado
alimenticio, sellados, en lugar seco y a temperatura ambiente para luego
proceder a los anélisis planeados.
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6.2.2 ANALISIS QUIMICO PROXIMAL

Siguiendo las técnicas y recomendaciones de la AOAC (1990) se determinaron
por triplicado: Humedad, cenizas, lipidos, fibra, proteina y extracto libre de nitrégeno,
reportando en cada caso su media y desviacién estandar.

6.2.3. DIGESTIBILIADAD DE LA PROTEINA

6.2.3.1 DIGESTIBILIDAD “IN VITRO”

Se evalué la digestibilidad “In vitro” mediante 2 métodos:

6.2.3.1.1 DIGESTIBILIDAD ENZIMATICA CON PEPSINA (AOAC)

Se peso 1g de la muestra y se procedié a desengrasarla con éter etilico (método
de Goldfisch) por espacio de 1 hora, después se llevé a digerirla por 16 horas con
solucién de pepsina (actividad 1:10,000) a una temperatura de 42-45 °C, con agitacién
constante, terminado el tiempo de digestién se procedié a filtrar sobre papel Whatman
No.2, lavando el precipitado 3 veces con agua caliente para eliminar toda la pepsina
presente, después se transfirié el papel filtro con el precipitado o residuo indigerido
(Proteina no digerible) para determinarle Nitrégeno por el método de Kjeldhal,
calculando el por ciento de digestibilidad por la férmula:

%Digestibilidad= Protefna total - Proteina no digerible x 100
Proteina Total
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6.2.3.1.2 DIGESTIBILIDAD DE LA MATERIA ORGANICA CON LIQUIDO
RUMINAL

Tilley y Terry.(1963) En éste método se determina primero la materia seca y lIa
materia orgénica en base a materia libre de humedad, haciéndose por triplicado y con
cuatro blancos. Involucra un periodo de incubacién por 48 horas con microorganismos
del rumen en un medio buffer de pH 6.9 donde se pesaron 0.5 g de la muestra que se
pusieron en una solucién buffer de saliva artificial de McDugall la cual contiene por
cada litro de solucién: 9.80 g de NaHCOQ,, 7.00 g de Na,HPO, 7H,0, 0.57 g de KCl,
0.47 g de NaCl, 0.12 g de MgSO,.7H,0 y 1 mL de CaCl, al 4% y se incuba con el
liqguido ruminal en atmésfera de CO, a 39 °C observindose cada 24 horas una alicuota
de cada tubo que contenia las muestras al microscopio para ver la vitalidad de los
protozoarios, éstos deben de permanecer vivos durante las 48 horas de la digestién.
Después se realizd ¢l segundo periodo de digestién dcida y enzimitica, afiadiendo ImL
de écido clorhidrico al 20% y 2 mL de pepsina al 5% a cada tubo y se llevé nuevamente
aincubacién por 48 horas a 39 °C, después la muestra y blanco fueran filtrados, y junto
con ¢l papel filtro se lleva a 100°C a peso constante y luego a la mufla para determinar
cenizas, determindndose la digestibilidad de la materia seca y la digestibilidad de la
materia orginica.

D.M.O.= Materia orgénica inicial-Materia organica residual corregida por blancos x 100
Materia orgénica inicial

6.2.3.2 DIGESTIBILIDAD “IN SITU”
6.2.3.2.1 PROTEINA DE SOBREPASO
Se evalué mediante una digestibilidad “In Situ” : Wilkerson, et. al, (1995) la

cual consiste en poner muestras de aprox. 1g dentro de bolsas de 5 cm x 10 ¢cm de
polyester (polyethylene terephtalate), con un poro de 53 + 10 mp y llevadas a peso
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constante. Cada bolsa fue cerrada utilizando en la parte superior un tapén No.0 de hule
y sellando con ligas dos veces para obtener una mayor seguridad, cada bolsa se
introdujo luego, en la bolsa de red que se introduce en el rumen del toro fistulado. Cada
bolsa con la muestra fue templada a 39 °C por espacio de 20 minutos antes de ser
introducida en el mmen. Se mtmdujemn las bolsas en los tiempos de 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 24, 36, 48 y 72 hs. por duplicado, las bolsas fueron colocadas en el saco ventral
del bovino fistulado.

El bovino fistulado fue un adulto macho de S afios de la raza Holstein y fue
mantenido antes del experimento por cinco dias con una dieta a base de: 50% de olote
de maiz mas 50% de concentrado, correspondientes a una primera corrida o primer
experimento, y en un segundo experimento o segunda corrida el bovino se mantuvo
con una dieta de 100% de forraje de sorgo, cinco dias antes del experimento.

Después del tiempo de incubacion las bolsas fueron sacadas y lavadas con agua
a 39 °C, enjuagando perfectamente, removiendo perfectamente el liquido ruminal y
quitando el tapén y las ligas. Las bolsas enjuagadas fueron llevadas a secar en estufa de
aire & 65°C durante la noche , después se procedi6 a determinar la cantidad de Nitrégeno
presente por el método de Kjeldhal, determinando la cantidad de proteina presente que
seria la proteina no digerida.

% de Nitrégeno = (ml, de HCIl empleados en titulacién)_(factor de] HCI)
g Muestra
% de Proteina = % de Nitrgeno x 6.25 (factor de N,)

Mediante la cantidad de proteina no digerida encontrada en los diferentes
tiempos de 16 h y de 72 h se determina la proteina de sobrepaso y la proteina
sobrepasante digestible.

PS= Proteina potencialmente digestible residual alas 16h X 100
Proteina Total
Proteina Digestible= Proteina sobrepasante - Proteina residual a las 72 h
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Se realizd un 20. experimento, siguiendo la misma metodologia cambiando
solamente la dieta del bovino utilizando solamente forraje de heno de sorgo. Ambas
corridas se analizaron para separar la PC total en tres fracciones a, b, ¢. Con los datos de
degradacién ruminal se estimaron las fracciones proteicas para cada corrida. Se separd
el total de la PC en tres fracciones:
a= PC rapidamente digestible, es la que desaparece al tiempo 0
b= PC potencialmente digestible, es la que desaparece durante el tiempo 0a 72 h
c= PC indegradable y permanece hasta las 72 h

6.2.3.2.2 TASA DE DIGESTION

La degradabilidad ruminal o Tasa de digestién fue estimada por el método de
Orskov y McDonald (1979), mediante la ecuacién de regresién no lineal: p=at+b(e™),
donde: p= porcentaje de desaparicién de los nutrientes en un tiempo, a= es la fraccién
rdpidamente soluble de la materia seca en la hora 0, b= es la fraccién de la materia seca
potencialmente degradable en ¢l rumen, c= tasa de degradacién de b; y t= tiempo de
incubacién, los datos estadisticos de andlisis de varianza fueron estimados mediante el
paquete computacién de Excell en window 97.

6.2.4 ELABORACION DE LA DIETA

En base a la evaluacién quimica y a la digestibilidad de la proteina, se llevo a
cabo la formulacién de la dieta mediante el programa computaciénal NUTRION que
formula y balancea raciones de acuerdo a los requerimientos de la especie, edad y
estadio del animal. Se calculé una dieta comercial y una dieta que se incluy6 la harina
de teneria, formulados para ganado lechero.
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DIETA COMERCIAL:
Ingredientes Kg.

EM.RUM.MC7Kg 2.694
Sorgo 9% 479.00 ENMRUMMC/Kg 1.715
Harinolina 41% 128.00 ENGRUMMC/Kg 1.201
Semilla de algodén 45% 120.00 EN.LACRUM.MC/Kg 1.636
Melaza 90.00 TDNRUM % 68.819
Salvado de trigo 21% 110.00 Prot. Cruda % 17.94
Suplemento lechero 30% 30.00 Fos. Total 0.658
Harina Mix 80% 35.00 Calcio 1.144
Carbonato de Calcio 38% 800  GrasaCruda 4.643

1000.00

DIETA COMPLEMENTADA CON HARINA DE TENERfA:

Ingredientes Kg.
Sorgo 9% 585.00 EMRUMMC/Kg  2.643
Harinolina 41% 130.00 ENM.RUMMC/Kg 1.667
Semilla de algodén 45% 90.00 ENGRUMMC/Kg "1.16
Melaza . 80.00 EN.LACRUMMC/Kg 1.6
Salvado de trigo 21% 50.00 TDM RUM % 66.83
Suplemento lechero 30 30.00 Proteina Cruda 17.93
Harina de teneria ~35.00 Fos. Total 0.54
1000.00 Caicio 0.57

El anAlisis quimico proximal se realizé a las dos dietas siguiendo las técnicas y
recomendaciones de la AOAC (1990).

En estas dictas también se determiné la digestibilidad “In Vitro™ de la proteina
con pepsina (AOAC, 1995), y la digestibilidad “In Situ” a las 16 h (Wilkerson, ¢t al,
1995)
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6.2.5 HIDROLISIS ACIDA DE LA PROTEINA
6.2.5.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

Ashwort, R.W. (1987), se deshidraté la muestra a 60-70 °C x 24 h y se hace la
extraccion de lipidos debido a que su contenido ¢s de 8.07%, y se recomienda desgrasar
las muestras cuando el contenido de grasa sea mayor de 5%. A una muestra de 3 g
aprox. Se le agrega 30 mL de acetona -cloroformo 3:1, se filtra a través de un filtro
Gooch de flujo rapido (con vacio), se hace un segundo lavado con el solvente, se filtra
nuevamente y el precipitado (muestra) se deja secar al aire,

6.2.5.2 HIDROLISIS DE LA MUESTRA

Gehrke et al, (1987), la muestra ya desgrasada y seca , se pesa dentro de tubos
de hidrélisis de 25 x 150 mm con rosca y tapa con empaque de teflén. A continuacién
se adiciona con mucho cuidado la cantidad de HCl 6N requerido (B), tratando de que
toda la muestra se humedezca con ¢l reactivo de hidrdlisis, ayudéndose con un agitador
mecénico (vortex). La muestra y 4cido a colocar debe ser segim lo siguiente: .

A= 0.0125 x 100
%P
B= I X l!)_(!
%P
Donde: A= Cantidad de muestra en gramos
B= mL de HC16N
%P= Porcentaje de proteina de la muestra

Se colocaron a cada tubo 0.16 g de muestra + 12.88 mL de HCI. Se procedi6 a
congelar el material de hidr6lisis en un bafio de hiclo seco-acetona, y una vez congelado
se le insufla nitrégeno de altisima pureza (exceptuando el tratamiento No. 1) hasta
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saturar por espacio de cinco minutos y se procede a cerrar perfectamente con el tapon de

rosca y cubierta de teflén. Una vez descongelado se somete a las condiciones de tiempo

y temperatura de hidrélisis en un digestor tecator, calentando en blocks para tubos de

25mm de didmetro, ajustando las temperaturas para cada tratamiento y se lleva por

triplicado: '

Tratamiento 1 : 110°C x 24 h (sin atmésfera de N, )

Tratamiento 2 : 110°C x22 h (con atmésfera de N,)

Tratamiento 3 : 110 °C x 24 h.. (con atmésfera de N,)

Tratamiento 4 : 110°C x 26 h.. (con atmésfera de N,)

Tratamiento 5 : 145 °C x 04 h.. (con atmdsfera de N,)

Tratamiento 6 : 145 °C x 04 h adicionando 1% fenol para proteger Fen., His., Arg. y
Tir.y con atmésfera de N,

Tratamiento 7 ; 110 °C x 24 h preoxidado con 4cido perférmico y con atmésfera de N,

Una vez transcurrido el tiempo de hidrdlisis se deja enfriar un poco el tubo y se
traspasa a un matraz bola de 100 mL, para lavar cada muestra con agua caliente y
solucién lavadora de agua-etanol (3:1 con hidroquinona al 0.01%), el hidrolizado se
evapora en un rotavapor a 75 °C hasta sequedad, 2 veces se lava para eliminar todo el
HCL. Se hace un tercer lavado y se concentra a un volumen de 30 mL

6.2.5.3 DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

Se separa una alicuota de § deeloswbodccada'tmodelotatamientospara
determinar el grado de hidrélisis, cuantificando la Proteina que no fue hidrolizada por el
método de Biuret modificado por Noli, et. al. (1974). Cuando una proteina se mezcla
con una solucién de NaOH + CuSO, se produce la formacién de un complejo entre el
Cu® y el enlace peptidico que existe entre los amino4cidos que conforman la proteina
formando un compuesto de coordinacién de color violeta medible a una absorbancia de
550 nm. La adicién de isopropanol es una meodificacién al Biuret que hace Noll
encontrando que al afiadir volimenes iguales de isopropanol a la mezcla de tartrato
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cuprico alcalina produce una solucién mas estable y que reacciona mas rapidamente con
la proteina. Se adiciona a 1 mL de la muestra hidrolizada, § mL de reactivo de Biuret
modificado se mezclan y se incuba a 40 °C x 10 min., se centrifuga a 13,000 r.p.m. x 10
min. y ¢l sobrenadante se lee a una absorbancia de 550 nm, llevindose un blanco y los
estindares correspondientes de albimina desde 0 a 1 mg/mL para la curva patrén.
Biuret: se mezclan 3 reactivos 1-84gde KOH+300mLde H,0+25¢
tartrato de sodio y potasio
2.-1.2 g de Sulfato Cuprico pentahidratado + 200
mL de H,0
3.- Se mezclan iguales proporcionesde 1 y 2 y se
agrega igual volumen de isopropanol

A Los resultados comespondientes se determinaron sus medias y desviacién
estandar.

6.2.6 PREPARACION DEL HIDROLIZADO PARA EL ANALISIS DE
AMINOACIDOS

Filtrado: Es importante destacar que todo el material de vidrio utilizado para la
hidrdlisis y para la preparacién del anilisis de los aminodcidos en HPLC, debe de ser
lavado con agua regia (mezcla de HNO, y HCl 3:1), seguido de enjuagues de agua
bidestilada, metanol y secado para evitar contaminaciones (Quattrocchi,1992).

El hidrolizado concentrado a 30 mL se filtra a través de papel filtro Whatman
541, sobre un buchner y kitasato con ayuda de vacio, enjuagando ¢l matraz con agua
HPLC y filtrando a través del papel filtro. Al filtrado se le agregan 2 mL de estindar de
icido alfa-aminobutirico 2.5 mM para ser usado como estindar intemo, enseguida se
afora a un volumen de 50 mL. Cuando la muestra no vaya a ser analizada de inmediato
se debe ajustar el pH a 6.8 + 0.2 con NaOH 5N.
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Posteriormente las muestras se purificaron filtrando a través de membranas
Millipore tipo GV de 0.22, luego se hizo un 2o. filtrado con un cartucho sep-pack C,,
que previamente habia sido activado con 6 mL de acetonitrilo grado HPLC y con 6 mL
de H,0 HPLC, se mezclaron 2mL de la muestra hidrolizada con 2 mL de acetonitrilo al
20% y se hicieron pasar lentamente a través del sep-pack C,q, se eliminé el primer
mililitro y los otros 3 mL se pusieron en un frasco limpio para ser derivatizados y
analizados por HPLC.

6.2.7 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS AMINOACIDOS POR HPLC
6.2.7.1 DERIVATIZACION

La separacion y determinacién cuantitativa de los aminoécidos por HPLC se
basa en el principio de retencién de los aminoéicidos en un sorbente de intercambio
catiénico a pH y fuerza idnica bajos. Luego los aminodcidos eluyen en forma
consecutiva en orden creciente de su capacidad iénica, elevando paulatinamente el pH y
la fuerza iénica de la fase mévil. La deteccién de cada aminodcido sc hace mezclando el
eluente de la columna con un reactivo de derivatizacién que forma un compuesto
coloreado (Qureshi, gt al, 1988). Derivatizacién pre-columna con OPA/ 2ME,
separando los derivados de los amino4cidos coloreados y detectando los mismos por
fluorescencia. La derivatizacién es una etapa imprescindible en un anélisis de
aminoicidos debido a que la mayoria de estos carecen de compuestos croméforos o
fluoréforos. El OPA (O-ftaldialdehido) se utiliza como reactivo fluorescente con una
sustancia reductora como es el 2-mercaptoetanol, form4ndose isoindoles fluorescentes
de aproximadamente 100 picomoles. Sin embargo, el OPA reacciona sélo con los
grupos amino primarios, de modo que prolina, hidroxiprolina no son detectados (Garza-
Ulloa,1986).

En tubo Eppendorff de 1.5 mL se colocaron 40 pl de la muestra hidrolizada y
filtrada, se afiadieron 30 pl de agua y 30 pl de la solucién derivatizante OPA/2 ME . se
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agitaron durante 60 segundos, y se cargd al cromatégrafo de liquidos (HPLC) Beckman
System Gold con bomba modelo 166 de capacidad de 20 pl y se inyect6 en la columna
a los 120 seg.

6.2.7.2 SEPARACION

Se usé una columna de fase reversa ODS C,; de dimensiones de 150 mm x 4.6
mm de didmetro interno y con un tamafio de particula de 5 ym. Y para la separacién de
los derivados de amino4cidos se usé un gradiente de elucién con una velocidad de flujo
de 1 mL/min.

Elucién: programa de gradiente
Fase A: Metanol:buffer de fosfatos 0.018M
pH 7.2 :Tetrahidrofurano (12:85:3)
Fase B: Los mismos reactivos pero en proporcién 55:42:3
ambos cluentes se ajustaron a pH 7.2 con HCI 3N, se
filtraron y desgasificaron.

6.2.7.3 DETECCION

Se llevé a cabo por fluorescencia
350 om

ex 450nm

Se trabaj6 de la misma manera una mezcla de estindares con una concentracién
de 100 pM/mL de cada aminoécido; Asp., Glu., Asn., Ser., His., Gli., Arg., Thr., Ala,,
Tir., Met., Val,, Trp., Phe., le., Leu. y Lis.
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Se pusieron 20 L de la mezcla de estandar de aminoscidos + 50 pL H,0 + 30
pL de OPA/2 ME, se agitaron durante 60 segundos y se cargo el loop del cromatégrafo
inyectindose a los 120 minutos, se usd el mismo programa de elusién y de deteccién.
Las concentraciones de los aminodcidos encontrados fueron calculados por
interpolacién de las curvas de calibracién por el método de estindar interno utilizando
el icido alfa-aminobutirico como estéindar interno. Esté involucra afiadir a la muestra
una cantidad exactamente conocida de un compuesto con caracteristicas fisicas,
quimicas y cromatogréficas similares a la de los compuestos que se van a cuantificar y
compararias con la altura de los picos de los aminoidcidos encontrados en los
aminogramas problemas, para determinar el factor de respuesta y asi la concentracién

de los ammoécidos.

Factor de Respuesta= Caa x i
Ci x haa

Donde Caa es la concentracién del aminoécido, Ci es la concentracién del
estdndar interno, hi la altura del pico del esténdar intemno y haa la altura del pico del

aminoéctdo.

6.2.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de concentracién obtenidos, fueron c?mparados estadisticamente
usando el paquete computaciénal SPSS (paquete estadistico de ciencias sociales) y se
obtuvieron las estadisticas descriptivas de cada variable (media y desviacién estindar)
correlaciones y estadisticas inferenciales, prueba no paramétrica: prueba de Kolmogrov-
Smimov, el andlisis de varianza por la Anova y para estimar la diferencia significativa
entre los tratamientos de cada aminoécido se usé la prueba de: Tukey-B
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6.2.9 DETERMINACION DE TRIPTOFANO

El triptofano se determind por método colorimétrico de Villegas et. al. (1985),
basado en la reaccién de Hopkins-Cole por medio del cual una molécula de écido
glioxilico y dos de triptofano forman un complejo colorido con un méximo de
absorcién a 560 nm. Se pesan 0.100 g de muestra desgrasada previamente, esto se hace
por triplicado, se ponen en un tubo de ensayo de 13 x 100 con tapén de rosca y se
agregan 3 mL de solucién de papaina (se disuelve 1.0 g de papaina en 250 mL de
buffer de acetato de sodio pH 7.0 ). Se tapan los tubos y se agitan cuidadosamente,
asegurindose que la muestra esté totalmente mojada. Se colocan las muestras en
incubacién en la estufa a 63 + 2 °C durante la noche (16 h). Se debe llevar dos tubos con
solucién de papaina como blancos y muestras conocidas de triptofano como testigos.
Las muestras hidrolizadas se sacan de la estufa, se dejan enfriar a temperatura ambiente
y se centrifugan a 2500 r.p.m. x 5 min.. Se transfiere 1mL del sobrenadante y se agregan
4 mL del reactivo de écido glioxilico, se incuban nuevamente a 63 + 2 °C durante 15
minutos para desarrollar el color, se deja enfriar y se lee su densidad éptica en un
espectrofotémetro a 560 nm. Se prepard la curva de calibracién con estéimdar de un
rango de concentraciones de 0 a 40 mg/mL de triptofano (Tejada, L., 1992).

Solucién de acido glioxilico: Se preparan 2 soluciones:

1.- Solucién de FeCl, al 0.027%. Disolviendo 270 mg de FeCl,.6H,0 en 0.5 mL
de agua destilada y se afora a un litro con 4cido acético.

2.- Solucién de écido sulfiirico 30 N

Se mezclan ly 2 a volimenes iguales, aproximadamente una hora antes de
usarse, esta solucién contiene el écido glioxilico que se forma mezclando 6c1do acético
conteniendo cloruro férrico con 4cido sulfiirico. Este icido glioxilico en presencia de
triptofano forma compuestos coloreados con el grupo ind6lico del aminoécido, y su
absorbancia es captada a 560 nm
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CALCULOS:
g DL Triptofano = D. Q. x factor curva x volumen (3ml) x 100
g muestra(0.100g) x alicuota (1 mL) x 1000
factor de la curva: 2.41

6.2.10 DETERMINACION DE LISINA REACTIVA

La lisina reactiva s cuantificé por el método de Hurrel, et. al (1979), se basa en
la capacidad que tiene el Anaranjado 4cido 12, de umirsc a la protefna en sus grupos
amino basicos y precipitarla para su cuantificacién. Se realizaron dos mediciones, en
una de las muestra se le agrega anhidrido propidnico el cual bloquea a los grupos ¢-
amino libres de la lisina, a la otra muestra no se le agrega el anhidrido. La reaccién con
anhidrido propi6nico provoca que los g-amino libres de las unidades de la lisina se
neutralicen disminuyendo de esta forma la cantidad de colorante que precipita. La
diferencia del colorante en el sobrenadante es una medida de la cantidad de lisina
disponible en 1a muestra.

Se pesan por triplicado 2 muestras de 0.85 g a la que llamamos ay b . La
muestra “a” se suspende en 1 mL de alcohol isopropflico y se inactiva el grupo épsilon
amino de la lisina adicionando 0.2 mL de anhidrido propiénico, se adicionan 2 mL de
scetato de sodio al 5% y se agita moderadamente 30 min. A smbas muestras s
adicionan 20 mL de solucién del colorante y se agita vigorosamente por 60 segundos, se
toma un alicuota y se lleva a centrifugar a S000 r.p.m. x 10 min. enseguida se toma una
alicuota de 0.1 mL del sobrenadante centrifugado y se lleva a 10 mL con la solucién
reguladora pH 1.25, se lee en el espectrofétometro a 475 nm, llevando un blanco a cero
con solucién reguladora.
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Se lleva la curva de calibracién con estindar cuya soluciones s¢ encuentran de
0.5 2 3.5 mM/L de Anaranjado 4cido12 aforadas con solucién reguladora.

CALCULOS: gdelisina = (A-B) x meq. Lisina x23
gdemuestra 1000 x peso de la muestra (g)
meq. Lisina = 0.1462
A= DO - b B=DO. - b

m m
23 = Volumen total que seusa por los 20 mL colorante +
2 mL acetato + 1 mL isopropanol

Las lecturas solo deben aceptarse si est4n en el rango de 1 al.9
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 CARACTERISTICAS DE LA HARINA OBTENIDA
e Color: Blanca

e Tamafio de particula : 2 mm

e Densidad : 0.3604 g/ml

7.2 ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DEL SUBPRODUCTO DE TENERIA

La tabla No. 6 nos muestra los diferentes datos encontrados en el anélisis
proximal de las diferentes repeticiones, con sus medias respectivas y su desviacién
estandar.

TABLA No. 6 Andlisis quimico proximal del subproducto de teneria

| il | ER1 R2 R3 X + D.S.
HUMEDAD % it 5.32 5.35 5.38 535 0.03

8.05 8.04 8.06 8.05 0.01
{ 8.12 8.04 8.05 8.07 0.04
EIB RA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7759 77.63 7763 77.62 0.02

0.92 0.94 0.88 0.91 0.03

"‘ eticién

En el presente trabajo se elaboré una harina con subproducto de teneria,
observandose que este subproducto se pude moler ficilmente utilizando la maquinaria
adecuada y con poca inversién. Es importante utilizar un tamafio de particula de 2mm
para obtener un molido que sca el apropiado para una harina que sea ficilmente
mezclada.
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Segiin la Underutilized Resources as Animal Feedstuffs (1983), en U.S.A. se
procesan 40 millones de cabeza de ganado por afio y los desechos de las tenerias que
corresponden a las camazas o pellejos frescos se analizaron y se encontrd que poseen
64% de H,0, 33% de Proteina, 2% de grasa y 0.5% de minerales (Ca y P). Ademss la
Proteina comrespondia a 87.8% de coligeno, 6.1% de Keratina y 5.2% de proteina no
estructural como albumina y globulina y un 0.9% a elastina. De tal manera que el
subproducto de teneria que se estudié en el presente trabajo, es algo diferente al
reportado, la diferencia tal vez fue que el anélisis proximal que se le hizé al subproducto
de teneria fue después de haberlo secado al sol. Se usd un subproducto semi-seco.

Con el subproducto de teneria se pueden producir harinas con un alto contenido
de proteinas, debido a que en el anilisis proximal se encontrd que su contenido de
proteina es de 77.61%. En la tabla No. 7 se observa una comparacion de ésta harina de
subproducto de teneria con otras harinas que son fuentes importantes como ingredientes
para la elaboracién de dietas para ganado bovino, Feedstuffs ingredient analysis table
1989 (Allen,R., 1989).

TABLA No. 7 Comparacién Nutricional de harinas obtenidas de subproductos

Ingredientes %  |% Ceniza| % Fibra | % Grasa | % M.S. [Dig. Rum.l
Proteina
|Harina de Sangre | 80.00 | 440 | 100 | 1.00 | 8930 | 63.1

Harina de hueso y | 50.00 33.00 2.80 8.50 92.60 39.5
Carne

Harina de Plumas | 85.00 | 390 | 150 | 250 | 93.20 | 70
Afrecho de Trigo | 15.50 | 5.30 | 1090 | 5.0 | 8640 “"%_I

Aeileneria] W76 | B0 | Wool | BO7N | Daiod | Boa

La Harina de Subproducto de teneria tiene un 77.61% de proteina contra un 50%
de la harina de hueso y carne, o con una harina de hidrolizados de pluma que tiene 85%.
Aqui, se podria notar la potencial ventaja de producir alimentos balanceados que tengan
un bajo costo y alto rendimiento para animales de engorda y lecheros, sobretodo el
utilizar productos que no se les daba un uso adecuado o simplemente se tiraban como
basura y ahora se podria obtener un provecho de ellos.
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La digestién en el rumen de los bovinos tiene como objetivo principal la
obtencién de energia metabolizable de la celulosa y sustancias similares. Pero en el
rumen forzosamente ocurren cambios sobre ofros elementos nutritivos como son las
proteinas, donde Jos microorganismos del rumen juegan un papel muy importante, tanto
su digestién como en la produccién de nitrégeno. Es importante para conocer mejor
la alimentacién de los rumiantes hacer un exémen de cuéles son las circunstancias
favorables al desarrollo microbiano, una de las més importantes parece ser el nivel de
nitrégeno en la dieta, debido a que, cuando el bovino tienc un ingreso menor de
nitrégeno come menos. Es importante cuidar el nivel de proteina en las dietas, pues asf
como ocurren dafios importantes cuando es deficiente, también inclusiones altas en la
dieta provoca que haya mayor digestibilidad de la pmteina y una pérdida considerable
en incremento caldrico a niveles mayores de 20% de proteina ( Wattiaux, 1997).

La tabla No. 8 muestra que la harina de teneria tiene una digestibilidad ruminal
de 80.49% comparandola con un hidrolizado de pluma (70%) y a la de una harina de
sangre (63.1%) (Allen,G., 1989). El incremento de digestibilidad de raciones que son
suplementadas con concentrados de proteina va acompafiado siempre de una
permanencia mas corta del forraje en el rumen, como consecuencia este menor tiempo
de permanencia provoca que haya un mayor consumo del alimento en 24 h Ijno de los
factores que opera sobre el tiempo de permanencia del alimento en el rumen, es el
tamafio de particulas ingeridas (De Alba,1973). El ganado bovino pude llegar a morir
cuando ingjere pastizales sobre todo de] tipo fibroso (Dasylirion, “sotol” agaves) cuya
masticacién se hace muy dificil y mueren al acumular grandes cantidades de material en

el rumen.

7.3 DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA

Los alimentos para ser biolégicamente utilizados deben sufrir un proceso de
hidrélisis o fragmentacién para ser absorbidos y posteriormente transportados y/o
aimacenados en el interior de un organsimo. Esta hidrélisis es el proceso de la digestion,
en el cual intervienen proteinas especializadas como las enzimas, que poseen todos los
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organismos dentro de su sistema digestivo (Digestibilidad “In Vivo”). Se ha logrado
actualmente la extraccién y purificacién de algunas de estas enzimas, con 1a cual ha sido
posible la determinacién de la digestibilidad fuera del organismo (Digestibilidad “In
Vitro™). Los compuestos nutritivos que se encuentran tanto en las materias primas como
en los alimentos ya elaborados presentan diferente suceptibilidad para ser digeridos
(Alanis, 1993). Asi, es de gran importancia conocer la digestibilidad de la proteina y
saber que tan ficilmente puede ser utilizada como fuente de aminoédcidos y/o
hidrolizados. Los datos proporcionados en la Tabla No. 8 muestran las digestibilidades
“In vitro” y la digestibilidad de la materia orgénica. Se encontré que la harina de
subproducto de teneria es altamente digestible, tanto en su proteina como en su materia
orgénica, alcanzando niveles cercanos al 100%.

7.3.1 DIGESTIBILIDAD “IN VITRO”

TABLA No. 8 Digestibilidad “In Vitro”
Digestibilidad "In Vitro"

Rl R2 R3 X +D.S.

Digestibilidad Enzimatica 9855 9847 98.62 98.55 0.08

Digestibilidad ruminal de Ia | 77.07 79.09  85.31 80.49 4.29
Materia Orgéanica

*R repeticion

7.32 DIGESTIBILIDAD “IN SITU”

Los datos de la digestibilidad “In Situ” proporcionados en las tablas No. 9 y 10,
muestran la cantidad de protefna que sc obtuvo en los diferentes tiempos en que la
harina de subproducto de teneria se puso en contacto con el liquido ruminal del bovino
fistulado. Ademis se indica la proteina potencialmente digestible en cada tiempo, asi
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como la digerida y la por digerir , y haciendo una anlisis de su regresién, se determina
la proteina sobrepasante y la tasa de digestién; que son factores importantes para
estimar la utilizacién biolégica de la proteina.

Tabla No.9

| gl(insmn,mm "IN SITU" CORRIDA

I h = %PC I PD. | %PL | %PD. |%P.pD. lgn

| o 72.61 66.27 100.00 0.00 100.00 | 4.6052
2 69.44 63.09 | 9521 4.79 9521 | 4.5561
4 69.22 6288 | 94.39 5.11 9489 | 4.5527
8 69.14 6279 | 9476 524 9476 | 4.5513

| 8 67.68 6134 | 9256 | 744 | 9256 | 45279
10 66.87 60.52 | 9133 8.67 9133 | 4.5145
12 31.59 25.25 3810 | 6190 | 3810 | 3.6402
14 2983 | 2349 | 3545 | 6455 | 3545 | 3.5681
16 26.79 2045 3085 | 69.15 | 3085 | 3.4291
24 19.59 13.24 1999 | 8001 | 1999 | 29952
36 1342 7.07 1067 | 2933 | 1067 | 23674
48 9.30 2.96 4.46 95.54 446 | 14951

| 72 6.34 0.00 000 | 10000 | 0.0

h  Tiempo %P.C Proteina Completa Inicial a cada tiempo

P.D. Proteina potencialmente digerible %P.I.  Por ciento de Proteina Indigerida
%P.D. Por ciento de Proteina digerida ~ %P.p.D. Por ciento de Proteina por digerir
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Tabla No. 10

I DIGESTIBILIDAD "IN SITU" CQRRIDA No; 2

I " h - %PC ‘P.D. %P.L %P.D. | %P. p.D. ign
0 7281 [ 48.08 | 10000 | 0.00 100.00 461
2 6432 | 3959 | 8234 | 1766 8234 4.41
4 5758 | 3285 | 6832 | 3168 | 6832 422
6 5536 | 3063 | 6371 | 3629 63.71 4.15
8 5299 | 2826 | 5878 | a2 | 5878 | 407
10 5064 | 2591 | 53890 | 4611 53.89 3.99
12 5008 | 2535 | 5272 | 4728 52.72 3.96
14 4960 | 2487 | 5173 | 4827 51.73 3.95
16 4652 | 2179 | 4532 | s4.68 45.32 3.81

| 24 4247 | 1774 | 3690 | 63.10 36.90 3.61
36 38.33 1360 | 2829 | 7.7 28.29 3.34
43 31.85 7.12 1481 | 8519 14.81 2.70
72 24.73 0.00 @).oo 100.00 0.00

h Tiempo %P.C. Proteina Completa Inicial a cada tiempo

P.D. Proteina potencialmente digerible %P.I. Por ciento de Proteina Indigerida
%P.D. Por ciento de Proteina digerida ~ %P.p.D. Por ciento de Proteina por digerir

3.2.1 PROTEINA SOBREPASANTE

Proteina sobrepasante = Proteina potencialmente digestible X 100
Proteina Total

Proteina sobrepasante digestible en la la. corrida= 26.34%

Proteina sobrepasante digestible en la 2a. corrida= 28.07%
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7.3.2.2 DEGRADABILIDAD RUMINAL O TASA DE DIGESTION

Tasa de Digestién Corrida 1 =6.9 %/h
Tasa de Digestién Comrida 2= 3.5 %/h

7.3.2.3 COMPARACION DE DIGESTIBILIDAD “IN SITU”

La Tabla No. 11 nos muestra una comparacién de las digestibilidades “In
Situ” que corresponden a las dos corridas a que fue sometido el bovino fistulado,
observindose algunas diferencias de la proteina encontrada en los distintos tiempos.
En lo que respecta a la protefna sobrepasante a las 16 h sdlo existe una diferencia de
1.73% de proteina entre las dos corridas, y se encontré en mayor cantidad cuando se
puso al bovino en la dieta que corresponde al 100% de fomraje.

TablaNo. 11 Comparaci6n de Digestibilidad “In Situ”
CORRIDA No.1 CORRIDA No.2

%PC %MS | %PC  %MS

{%PC 71.61 77.61

s=pcdespuésde 16 henrumen | 34.52 26.79 59.94 46.52

PS DIGESTIBLE a las 16 h 26.34 33.94 2807  36.17
c=pc residual después de 72 h. 8.17 10.53 31.86 41.05
a=pc de muestra - pc en hora 0 6.46 8.32 6.18 71.96
=pc-a-c 81.15 58.75 50.97 28.57
Tasa de Digestién 6.9%/ (P= 0.97) 3.5%/M (r*=0.95)

Corrida 1: Dieta con 50% olote de maiz y 50% de concentrados
Corrida 2: Dieta con 100 % Forraje de sorgo

La determinacién de la digestibiliad “In Situ” estima una mejor medida de la
degradabilidad de la proteina. La tasa de digestién y la proteina de paso nos estiman la
utilizacién que tiene la proteina como tal.
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En la primera corrida sc encontrd lo siguiente; La proteina que se puede digerir
fue de 81.15%, que corresponde a la proteina potencialmente degradable (b), con un
6.4% para la fraccién répidamente soluble (a), el resto del subproducto de teneria es
indigestible (c) io que corresponde a un 8.17%. La proteina encontrada que permanece
en la bolsa a las 16 horas, se considera la proteina sobrepasante, en este caso representa
un 34.5% de la proteina cruda. Este valor esta por abajo de los valores encontrados en
los subproductos de origen animal (NRC, 1984), debido probablemente a que durante el
proceso el material fue sujeto a hidrdlisis haciendo a la proteina mas disponible en el

nmen,

La tasa de digestion ruminal fue de 6.9%/h, valor considerado en rango
aceptable ya que la mayoria de los ingredientes tienen una tasa de digestién que varia de
3 a 7 %/h, la harina de maiz tiene 0.65%h y la harina de soya 0.28%/h (SNUR, 1985).

En la 20. Corrida:

El subproducto de teneria tiene un 77.61% de proteina, encontrindose que
uinicamente se puede digerir el 50.97% , que corresponde a la proteina potencialmente
digestible (b), con un 6.18% para la fraccién rédpidamente soluble (a) el resto del
subproducto de teneria es indigestible lo que corresponde a un 31.86%, en términos de
materia seca es tn 41.05%. La proteina que es potencialmente digestible a las 16 horas
es de 21.79%, puesto que el 46.52% es la indigestible. El tiempo de 72 horas estima la
proteina residual indegradable en el rumen, el cual fue de 24.73%, y la proteina que
permanece a las 16 hs considerada como proteina sobrepasante en este caso fue de
59.94% .En cuanto a la tasa de digestién que se encontr$ fue de 3.5%/h, dentro de un
rango bajo, segiin el modelo de Orskov (1985), como ya se menciono lo comun par la
taza de digestién de un ingrediente debe ser de 3 a 7.9%/h.

La tasa de digestién encontrada en la primera corrida fue alta (6.9%/h) muy
probablemente afectada por el tipo de dieta a que fue sometido el toro fistulado. En
dietas con inicamente de forraje es de esperar que los microorganismos del rumen
degraden ripidamente la proteina.
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Las diferencias encontradas entre las 2 corridas se basan especificamente en las
dietas a las que fue sometido el bovino fistulado, ya que la primera que contenia los
concentrados, la harina de teneria presenté mayor digestibilidad y menor proteina de
paso, mientras que con la dicta que contenia mayor cantidad de forraje se encontrd que
podia proporcionar mayor cantidad de proteina de paso. La estimacién de la proteina
sobrepasante fue de 27.20%. Por lo qué se deduce que ¢l subproducto de teneria tiene
aportes limitados de proteina de paso. Cabe mencionar que existen factores como el tipo
y concentraciones de los ingredientes en la dieta que pueden afectar la Proteina
sobrepasante (Subcommittee on Nitrogen Usage in Ruminantes, 1985), y otros factores
que no fueron medidos y que pueden afectar tanto la degradacién de la protefna como el
tiempo de retencion en el rumen, por ¢jemplo: el tamatio de particula de los ingredientes
de la dieta y la cantidad de alimento que se le proporciona al bovino.

Freer y Campling (1963) investigaron, los movimientos de alimentos en el tracto
digestivo de las vacas bajo diferentes raciones de proteinas. Una prueba comparaba una
dieta con 33% de fibra y 8.4% de proteina con pasto de alta calidad y otra dicta con
19% de proteina, El tiempo medio en el cual se realiz6 la digestién fue de 73 y 56 horas
respectivamente, es obvio que agregar concentrados de proteina permite acelerar la
digestién disminuyendo la retencién en ei rumen, y asi aumentando el deseo de comer.

Desde el punto de vista econémico el subproducto de teneria puede ser una
opcién al incluirlo en concentrados, ya que puede reducir el costo de estos, lo que
representa un ahorro muy importante para el ganadero. Aqui es donde se podria evaluar
la relacién costo-beneficio, asi como el valor agregado que bodna tener un subproducto
de desecho de teneria que originalmente no tenia ninglin uso y que por el contrario
producia contaminaciones.
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7.4 ELABORACION DE LA DIETA

Se formularon 2 dietas, una comercial y otra dieta complementando su proteina
con harina de subproducto de teneria ambas se elaboraron de acuerdo al programa
computacional de Nutrion, calculado para ganado lechero. Este programa permite el
balanceo de raciones para los bovinos de acuerdo a la composicién de los ingredientes
seleccionados (INCAP, 1968). Ademés aumenta el rendimiento econémico del
ganadero, ajustando el costo de cada ingrediente y la necesidad del ganado para mejor

produccién a un menor costo.

La formula de las dietas se compone de la siguiente manera:

DIETA COMERCIAL

INGREDIENTES SELECCIONADOS

uSORGO 9% 479 g EM.RUM. MC/Kg 2.694
mHARINOLINA 41% 128 ¢ EENM.RUM..MC/Kg . L715
mS. DE ALGODON 35% 120 g ENG. RUM. MC/Kg 1.201
aMELAZA 90 g EN.LACRUMMC/Kg 1.636
mSALV. DE TRIGO 21% 110g TDNRUM % 68.819
mSUPL. LECHERO 30% 30 g Prot.Cruda % 17.940
BRHARINA MIX 80% 35 g Fos. Total 0.658
mCarbonato de Calcio 08 g Calcio 1.144
Total 1000 g Grasa Cruda 4.643

DIETA CON HARINA DE SUBPRODUCTO DE TENER{A

INGREDIENTES SELECCIONADOS

#SORGO 9% 585g EM.RUM.MC/Kg 2.643
mHARINOLINA 41% 130g E.NM.RUM MC/Kg 1.667
mS. DE ALGODON 45% 90g ENGRUMMC/Kg 1.169
mMELAZA 80g EN.LACRUMMC/Kg 1.6
wSALVADO DE TRIGO 21% 50g TDNRUM% 66.83
mSUPLEMENTO LECHERO 30  30g Proteina Cruda % 17.93
mHARINA DE TENERIA 35g Fos. total 0.54

Total 1000g Calcio 0.57
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1.5 ANALISIS QUIMICO PROXIMAL Y DIGESTIBILIDAD
DE LAS DIETAS

Se realizaron el anlisis quimico proximal de la dieta comercial y de la dicta
complementada con harina de subproducto de teneria, la tabla No. 12 muestran los
resultados encontrados, asf como las digestibilidades “In Vitro” y la digestibilidad “In
Situ” a las 16 horas expresada como por ciento de proteina.

TABLA No. 12 Anilisis quimico proximal y digestibilidad de las dietas

DIETA CON HARINA DE DIETA COMERCIAL

SUBPRODUCTO DE

TENER{A

X +D.S. X +DSS.

HUMEDAD % 11.98 0.52 109 | 015
MATERIA SECA |~ 88.02 052 8891 | o015
-(?ENIZA % 5.80 0.17 6.35 0.06
|crRASA % 3.45 0.24 2.96 0.10
PROTEINA % 19.82 0.37 21.85 0.40
FIBRA % 3.26 0.50 7.48 0.23
E.L.N. % 55.69 0.00 5027 0.00
DIG/PEPSINA%|  77.92 0.00 70.96 0.00 |
DIG. "IN-SITU" 6.68 0.61 8.14 0.24
P.D.% 61.69 3.49 58.07 1.24

Digestibilidad "In-Situ": expresada como % de proteina sin digerir a las
16 h en rumen.
P.D.% : Porcentaje de Proteina potencialmente
digestible
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Las dietas que se formulan en el presente trabajo nos dan un aporte de proteina
de alrededor de 18% siendo &ste porcentaje bueno, y en cuanto a la digestibilidad de la
proteina la dieta con subproducto de teneria es mayor con un porcentaje de 77.92% en
comparacién con la dieta comercial que tiene 70.96%. Estos resultados se recomiendan
para formulaciones donde se suplemente con proteinas de valor biolégico alto y con
buen rendimiento. Es obvio que agregar concentrados a las dietas permite acelerar la
digestién en el rumen, haciendo que el bovino coma mas en menor tiempo y favorezca a
su engorde y a la produccién de leche (Wattiaux M. & Howard T., 1997).

Con respecto a la cantidad de proteina sobrepasante estimada en las dietas
completas, los valores de 8.14% para el concentrado sin subproducto de teneria, son
considerablemente mayor al obtenido en el concentrado con subproducto de teneria
6.68%. Estos valores coinciden con los obtenidos “In Vitro” que fueron de 77.92% para
la dieta que tenia el subproducto de teneria y de 70.96% para la dieta comercial. Las
diferencias encontradas eran esperadas ya que el concentrado sin subproducto de teneria
contenia harina de sangre, ingrediente muy alto en proteina sobrepasante.

7.6 HIDROLISIS ACIDA DE LA PROTEINA

Uno de los objetivos del presente trabajo es determinar las condiciones éptimas
de hidrélisis del subproducto de teneria, para obtener el méximo rendimiento de sus
aminoécidos, Asf se sometié el subproducto de teneria a los siete tratamientos ya
mencionados, terminado ¢l tiempo de cada tratamiento se determiné el grado de avance
de hidrélisis de la proteina que contiene el subproducto de teneria por el método de
Biuret modificado por Noll. Esta reaccién nos muestra la cantidad de proteina resistente
o sin hidrolizar que permaneci6 en cada uno de los tratamientos. Cada uno de ellos se
realizaron por triplicado y con la curva de estindares se determiné la concentracién de
proteina resistente en cada tratamiento, 1a grafica No. 1 y la tabla No. 13 muestra las
medias de las concentraciones, su desviacién estindar y su coeficiente de varianza,
mostrando al tratamiento No. 4 (110 °C x 26 h) como el de mayor grado de hidrélisis, la
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proteina resistente encontrada fue de 0.049 mg/mL. Con un coeficiente de varianza de
0.76, lo cual se esperaba debido a que se extendié un 8.4% el tiempo de hidrélisis
recomendado que equivale a 2 horas mas.

TABLA No. 13 Concentracién de proteina resistente por tratamientos de hidrélisis

Proteina Resistente — o
Tratamiento mg/ml X 1D.S. C.V.
1 0.0277 a 0.0930 0.0549 0.0340 0.6193
2 0.0930 a 0.2073 0.1365 0.0618 0.4528
3 0.0440 a 0.1583 0.0984 0.0573 0.5826
4 0.0277 a 0.0930 0.0494 0.0377 0.7626
S 01420 2 0.1746 0.1583 0.0163 0.1030
6 0.0767 a 0.1256 0.0984 0.0249 0.2530
7 0.0440 a 0.0930 0.0658 0.0250 0:3794

Tratamiento 1 110 °C x 24 h sin atmésfera de n,
Tratamiento 2 110°C x 22h

Tratamiento 3 110°C x 24h

Tratamiento 4 110 °C x 26h

Tratamiento 5 145 °C x 4h

Tratamiento 6 145 °C x 4h + 1% fenol
Tratamiento 7 145 °C x 4h preox/perférmico
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Concentracién de la
Proteina mg/ml

T1 T2 T3 T4 TS T6 17
Tratamieatos

Grafica No. 1 Concentracién de Proteina resistente en cada tratamiento

En las hidrélisis 4cidas que se aplican al subproducto de teneria se encontrd que
tiempos de 22 h a 110 °C nos proporcionan una mayor cantidad de proteina 0.1365%,
deduciendo que la hidrdlisis fue incompleta. En el grado de hidrdlisis a 110 °C x 24 h,
se obtuvo una cantidad de proteina de 0.0984 mg%, y el grado de hidrélisis que se
obtuvo con pre-oxidacién con perférmico fue muy agresivo debido a que la proteina
resistente fue de solo 0.0658 mg%, en la hidrdlisis sin atmésfera de Nitrégeno la
proteina encontrada fue 0.0549 mg%, pero la deteccién de los aminoécidos en los
cromatogramas revela que hubo destruccién de los aminodcidos y fueron detectados en
muy poca cantidad o simplemente no fueron detectados.

En la hidrolisis a 145 °C x 4 h se aumenta la temperatura, y se reduce el tiempo
de exposicién observindose una mayor cantidad de proteina resistente a la hidrdlisis
0.1583 mg%, y en el tratamiento donde se adiciona fenol pa'ra poder recuperar en mayor
cantidad aminoécidos como fenilalanina, tirosina y arginina (Merck No.26, 1989), se
observa una buena hidrélisis debido a que solo se encontrd 0.0984 mg% igual que la
proteina encontradaa 110°C x 24 h.

El anilisis de aminoicidos tiene una gran demanda en la actualidad, la
aplicacién de las técnicas apropiadas en la hidrdlisis de la proteina, determina un éxito
en las investigaciones donde se determina la concentracién real de los aminoécidos. La
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literatura nos marca preferentemente 2 tipos de hidrélisis 4cida para la proteina, ambas
con HC] 6N y solo varian la temperatura y tiempo, la hidrélisis a 110°Cx24 hy la
hidrdlisis a 145 °C x 4 h (Gehrke,C., 1985), en nuestro trabajo se observé también que
la hidrélisis fue casi completa a las temperaturas y tiempos recomendados, pues la
proteina determinada en estas condiciones después de la hidrdlisis fue minima. Ver
tabla No. 13

7.7 ANALISIS DE AMINOACIDOS POR HPLC

La cuantificacién de los aminodcidos se realizé usando el OPA/2ZME como
reactivo derivatizante, la derivatizacién es una etapa imprescindible en un anilisis de
aminoacidos, ya que la mayoria de los amino4cidos carecen de capacidad croméfora o
fluoréfora, y al igual que otros reactivos de derivatizacién el OPA/2ME tiene algunas

ventajas.

1.- La reaccién de derivatizacién es muy répida.
2.- Se lleva a cabo a temperatura ambiente y en medio acuoso.
3.- Es altamente fluorescente.

Se realizaron las cromatografias comrespondientes de cada uno de los
tratamientos, las tablas No. 14 a la No. 21 y los cromatogramas que corresponden a las
graficas de la No. 4 a la No. 11 muestran los resultados obtenidos en ¢l anAlisis de
aminoécidos por HPLC, del esténdar y de los doce aminoécidos determinados, Asp.,
Glu, Ser, Gli., Arg., Thr,, Ala, Met., Val, Phe, Ile. y Leu.,, en cada uno de los
tratamientos, as{ como su anélisis estadistico indicando las medias, desviaci6én estindar
y el coeficiente de variacién. Cada tratamiento fue realizado por triplicado. La prolina
no se incluyé ya que no puede ser detectada por el OPA/ 2ME. Para poder detectarla es
necesario oxidarla primero con hipoclorito de sodio (Ishida,Y., 1981).
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Scpresentamnvmiacionmlosﬁanposdcmtméiénmelanéﬁsis
cromatogrifico de la mezcla de estéindares, pero el orden de elucién de todos los
aminoécidos fue siempre el mismo, ver Grifica No.2.
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Gréfica No. 2 Cromatograma correspondiente a los estindares de los amino4cidos
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7.7.1 TRATAMIENTO No. 1: 110 °C X 24 h SIN APLICAR
ATMOSFERA DE N,

Las condiciones de este tratamiento proporcionan un hidrolizado casi total, pero
al mismo tiempo hay destruccién de los aminoécidos, en este tratamiento no se aplicd
atmésfera de N, y esto hace que los aminoécidos se pierdan, lo cual comprobamos en el
% de recuperacién total 0.88%, y la concentracién de cada aminoacido que se encontrd
fue también muy baja. Ver tabla No. 14 y grificas No. 3 y 4, en algunas de las
repeticiones el aminoécido no fue detectado debido a su baja respuesta, y no se logrd
ver su sefial que era insuficiente, o sencillamente era un minimo no cuantificable. Los
amino4cidos mas dafiados en estas condiciones fueron la Metionina, Serina, Valina y
Treonina, de estos no se encontrd nada. Las mayores concentraciénes cotresponden al
Ac. Glutimico 0.25 g/100, y Glicina 0.22 /100, resistiendo las condiciones de
hidrélisis para ser resuelto. Lo cual pude justificarse ya que el subproducto de teneria
corresponde a la dermis de bovino, y este tejido conectivo esta formada por la proteina
de coldgeno que en su mayor parte contiene Glicina (35%) (Lehninger, 1993).

Los porcentajes de concentracién de los aminoédcidos observados fueron
variabfes, aunque su coeficiente de variacién se present en rangos de 0.22 a 040 a
excepecion de la Alanina que tuvo un C.V. de 3.33, estando dentro de los limites
aceptables (Horwitz,W. 1982). |

:
!j .

(Ll -»‘-L‘*J LML h
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TABLA No. 14 Concentraciénes de amino4cidos en el tratamiento No. 1

TRATAMIENTO No. 1 Hidrélisis ficida sin atmésfera
DeN, g/100
Aminoécido R1 R2 R3 X +D.S. | C.V. |
Asp 0.09 0.16 0.08 0.11 0.04 0.40
Glu 0.25 0.12 0.17 0.18 0.07 0.36
Ser nd n.d nd n.d 0.00 0.00
Gli 0.22 0.32 0.21 0.25 0.06 0.24
Arg 0.07 0.09 0.11 0.09 0.02 0.22
Thr n.d nd nd n.d. n.d. 0.00
Ala 0.16 0.14 0.90 0.13 0.43 333
Met nd nd nd n.d. 0.00 0.00
Val n.d nd nd n.d. 0.00 0.00
Phe 0.05 0.06 0.03 0.04 0.02 0.38
Lle 0.07 0.02 0.06 0.05 0.03 0.53
Leu 0.03 0.04 0.02 0.03 0.01 0.33
%REC. 0.94 0.95 1.58 0.88 0.37 0.42

g/100

Grifica No.4 Concentracién media de aminoécidos en el Tratamiento No. 1
110°C x 24 h sin atmésfera de N,
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7.7.2 TRATAMIENTO No. 2: 110°CX 22 h

En este tratamiento se proporcion6 las condiciones recomendadas en la literatura
(Gereck,C.,1985), solamente se varié ¢l tiempo de exposicién, disminuyendo en 2
horas. Se observa que el tiempo de hidrélisis no es suficiente, debido a que la
determinacién de protefna después de la hidrélisis se encontré una concentracién media
de proteina resistente de 0.13 mg/mL, representando uma cantidad alta en comparacién
con los demis tratamientos, lo que nos indica que la hidrélisis fue incompleta.

El por ciento de recuperacién total de aminoécidos fue bajo (30.76%), al igual
que la recuperacién individual de cada aminoécidos en general, a excepcidn de Glicina
10.29 g/100, Alanina 3.66 g/100 y Ac. Glutamico 3.52 g/100. Ver tabla No. 15 y
graficas No. 5 y 6. Lo que viene a confirmar que la hidrolisis fue parcial. En los
resultados de recuperacién se observé que los porcentajes son variados, y su C.V. es
<1. Ver Tabla No.15.

TABLA No.15 Concentracion de aminoicidos en el tratamiento No.2

TRATAMIENTO No.2: 110°Cx22h
g/100

Aminodcido R1 R2 B3 X 1D.S. C.V.
Asp 2.17 1.82 1.87 1.95 0.19 0.10
Glu 3.91 1.95 4.7 3.52 1.42 0.40

Ser 1.11 0.72 1.66 1.16 0.47 0.41

Gli 10.29 11.05 9.52 10.29 0.77 0.07
Arg 4.31 5.45 353 443 0.97 0.22
Thr 0.66 1.80 0.69 1.05 0.65 0.62
Ala 3.29 2.62 5.07 3.66 1.27 0.35
Met 0.19 0.40 0.53 0.37 0.17 0.46
Val 0.84 0.93 0.97 0.91 0.07 0.07
Phe 1.17 1.03 0.93 1.04 0.12 0.12

Lle 0.75 0.73 1.52 1.00 0.45 0.45
Leu 1.30 1.22 1.57 1.36 0.18 0.13
%REC 29.99 29.72 32.57 30.76 1.57 0.05
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Griéfica No.6 Cromatograma del anélisis de amino4cidos en el tratamiento No.2
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7.7.3 TRATAMIENTO No. 3: 110°CX 24 h

Se observd que en el tratamiento mas comiin recomendado para hidrolizar a una
proteina,(Protein quality evaluation, Report of Join FAO/WHO, 1990), es a 110°C x 24
h fue donde se obtuvo mayor por ciento de recuperacién total de aminoicidos 88.84%.
El por ciento de recuperacién en las hidrélisis con HCI es en promedio de 95% (Gehrke,
C., 1985), bajo estas condiciones la mayoria de los aminodcidos pueden ser separados y
analizados cuantitativamente, pero no recuperados en su mayor rendimiento individual,
debido a que se observa mayor recuperacién de Glicina con 39.57 g/100, y Treonina
3.48 /100 concentraciones muy superior a cualquiera de los demdis tratamientos
aplicados, esta hidrélisis seria 1a optima para recuperar a la Glicina y Treonina, lo que
no sucede para los otros 10 aminoacidos determinados. Ver Tabla No. 16 y Gréfica No.
7y8.

TABLA No.16 Concentracién de aminoacidos en el tratamiento No. 3
TRATAMIENTO No3:110Cx24 h

|

g/100
Aminofcido R1 R2 R3 X 1D.S. C.V.
Asp 247 6.51 6.04 5.01 2.21 0.44 r
Glu 4.33 11.28 | 10.10 8.57 3.72 0.43
Ser 1.61 5.47 343 3.50 1.93 0.55
Gli 39.61 46.52 | 32.57 | 39.57 6.98 0.18
Arg 8.05 7.32 9.02 8.13 0.85 0.10
Thr 2.50 6.10 1.83 348 2.30 0.66
Ala 411 10.90 8.52 7.84 345 0.44
Met 0.55 1.66 1.22 1.14 0.56 0.49
Val 1.16 298 3.03 2.39 1.07 0.45
Phe 1.62 4.56 4.20 3.46 1.60 0.46
Lle 0.96 2.65 343 2.35 1.26 0.54
Leu 1.38 4.32 4.52 341 1.76 0.52
%REC 68.35 110.27 | 8791 88.84 20.98 0.24
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La Metionina es pobremente recuperada 1.14 g/100 debido a que es facilmente
destruida bajo estas condiciones de hidrdlisis. Otros aminoéicidos como Valina 2.39
g/100 e Isoleucina 2.35 g/100 son los que se encuentran en menor cantidad. Estos
resultados eran esperados debido a que si comparamos la composicién de aminoécidos
en la piel de bovino y los encontrados en el subproducto de tenmeria, son muy
parecidos.Segtin la Enciclopedia of Food Science (Peterson,J., 1978), Tabla No.17.

LA No. 17Composicién de aminoficidos de piel de Bovino
*Tipo 1 #*Subproducto de Teneria
alfal alfa2 24 W/110°C  4W145°C

3-Hydroxilisina 1 - 3 — —_—
4-Hydroxilisna 93 - 86 e —
Ac. Aspartico 43 - 48 5.01 7.67
Treonina 16 - 17 348 291
Serina 31 - 34 3.50 5.65
Ac. Glutamico 75 - 72 8.57 1138
Prolina 133 - 116 _— e
Glicina 332 - 330 39.57 15.56
Alanina 121 - 102 7.84 7.78
% Cistina o= = - St S
Valina 17 - 31 2.39 341
Metionina 7 - 4 1.14 209
Isoleucina 8 - 16 2.35 3.70
Leucina 20 - 32 '3.41 339
Tirosina 2 - 3 — —
Fenilalanina 13 - 14 3.46 6.12
Hidroxilisna 5 - 9 o —
Lisina k)| - 32 e —_
Histidina 2 - 8 —— e

inina 50 - S5 8.13 10.39

*unidades de aminodcidos / 1000 unidades ** g % de muestra de subproducto de teneria
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7.7.4 Tratamiento No.4: 110°C x 26 h

En este tratamiento se aplica la temperatura recomendada y se alarga el tiempo
de exposicién, por lo tanto se¢ observé que los aminoicidos fueron destruidos
parcialmente, ya que la recuperacién total fue de 67.23%, muy especialmente fue menor
la recuperacién de Glicina, solo se recupera 8.10 g/100, lo mismo sucede con la
Treonina 2.42 g/100, todos los demés aminoécidos aumentan su recuperacién, como en
Arginina 12.31 g/100, Fenilalanina 6.35 g/100, Leucina 3.96 g/100 y Metionina 2.29
g/100. Ver Tabla No. 18 y Grifica No. 9 y 10. Se observé que la treonina se recupera en
menor cantidad, la progresiva destruccién de este aminodcido estima las condiciones de
experimentacidn especificas en la cual se debe llevar a cabo la hidrélisis de la proteina
en especial en esta temperatura de 110 °C.

Gehrke (1987) trabajé hidrolizando la proteina de ribonucleasa y reportaron la
cuantificacién de los aminoécidos, cuando la proteina se hidrolizaba a diferentes
tiempos y temperaturas, observaron que la freonina ténfa una progresiva destruccién
prolongando el tiempo de hidrélisis. N
TABLA No.18 Concentracién de aminoécidos en el tratamiento No. 4

TRATAMIENTO No.4: 110°Cx26h
g/100
—

Aminodcido | Ri R2 R3 X | s | cv.
Asp 351 | 787 | 6% | 613 | 227 | 037
Glu 467 | 1240 | 1168 | 958 | 427 | o045
Ser 244 | 377 | 124 | 2248 | 127 | o0&
Gli 741 886 | 803 | 810 | 073 | 0.09
Arg 957 | 1252 | 1485 | 1231 | 252 | 020
Thr 172 | 265 | 290 | 242 | 062 | 026
Ala 403 | 858 | 851 | 704 | 261 | 037
Met 196 | 220 | 272 | 229 | 039 | 017
Val 225 | 345 | 360 | 310 | 074 | o024
Phe 519 | 651 | 736 | 635 | 109 | 017
Lie 268 | 357 | 408 | 344 | o | o021
Leu 308 | 474 | 407 | 39 | o84 | oz

%REC 4857 | 7712 | 7600 | 6723 | 1617 | o024
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7.7.5 TRATAMIENTO No. 5 145°C X 4h

Las condiciones que proporciona este tratamiento producen un porcentaje de
recuperacién mayor (Gehrke, 1985), este tratamiento proporciona temperaturas altas en
tiempo corto. Esto hace al método répido y cuantitativamente aceptable. Al aplicar solo
4 h, de la temperatura de 145 °C se obtuvo un 80.07% de recuperacién, ocupando un
tercer lugar en rendimiento en el presente trabajo, superado por el tratamiento 3 y 6. En
la recuperacién individual de los aminoicidos se observa que 11 aminoécidos tienen
una buena recuperacién, y la Glicina fue parcialmente destruido a esta temperatura, se
obtuvo un 60% menos que en el tratamiento 3 y 4, por lo que podemos deducir que la
Glicina es destruida a temperaturas altas, la Treonina tuvo una pérdida de 17%, los
aminoacidos Ac. Aspértico, Serina, Valina e Isoleucina son los de mayor recuperacién
en comparacion con los demas tratamientos, y es reconocido que los péptidos que
involucran a Isoleucina y Valina como pares Ile-lle y Val-Val tienen una especial
dificultad de ser hidrolizados,(Gehrke, 1985), pero en estas condiciones mas dréasticas
fue el tratamiento ciue mayor recuperacion de Valina e Isoleucina se obtuvo. Ver Tabla
No.19 y GrificaNo. 11y 12.

TABLA No. 19 Concentracién de aminoécidos en ¢l tratamiento No. §

TRATAMIENTO No. 5: 145°Cx04 h
g/100 _

Aminoécido R1 R2 l R3 X 1D.S. l C.V.__
Asp 6.89 7.33 8.80 7.67 1.00 0.13
Glu 10.77 11.36 12.00 11.38 0.62 0.05
Ser 4.96 4.21 7.79 5.65 1.89 0.33
Gli 20.71 11.59 14.37 15.56 4.67 0.30
Arg 10.99 9.81 10.38 10.39 5.44 0.52
Thr 2.76 2.61 3.37 291 0.40 0.14
Ala 8.37 6.59 8.38 7.78 1.03 0.13
Met 1.78 227 2.23 2.09 0.27 0.13
Val 3.23 3.45 3.56 341 0.17 0.05
Phe 5.42 7.26 5.69 6.12 0.99 0.16
Lle 3.46 3.65 4.00 3.70 0.27 0.07
Leu 3.11 3.61 345 3.39 0.26 0.08

%REC 82.45 73.74 84.02 80.07 5.54 0.07
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7.7.6 TRATAMIENTO No. 6: 145°C X4 b, ANADIENDO 1% DE FENOL

El tratamiento No. 6 es muy parecido al No. §, solo difieren en el Fenol que se
agrega al No. 6, segiin Mason (Merck, 1989) Seiiala que 1a inclusién de Fenol provoca
un medio de mejor recuperacién de aminoacidos lébiles como son la Tirosina, Arginina
y Fenilalanina. Se observd que la recuperacién de todos los aminodcidos es muy
parecida en ambos tratamientos, solo la Arginina se recuperd un poco mas 0.04 g/100
en este tratamiento y el Acido Glutémico junto con la Alanina obtuvieron el mejor por
ciento de recuperacién comparando entre los 7 tratamientos. Ver tabla No. 20 y gréfica
No.13y 14

TABLA No. 20 Concentracién de aminoacidos en el tratamiento No. 6

TRATAMIENTO No.6: 145°Cx 04 h
HCl + 1% de fenol
g/100

Aminodicido R1 R2 R3 X _+D.S. C.V.
Asp 6.48 8.61 754 | 754 | 107 0.14

Glu 11.10 1245 | 11.76 | 11.77 | 0.68 0.06

Ser 4.85 5.01 419 | 468 | 043 0.09

Gli 20.96 1611 | 1853 | 1853 | 243 0.13

Arg 10.41 1045 | 1043 | 1043 | 0.02 0.00

Thr 2.65 2,01 330 | 2.65 0.65 0.24

Ala 8.41 9.23 883 | 8.82 0.41 0.05

Met 2.02 1.83 195 | 193 0.08 0.04

Val 3.25 3.23 324 | 324 | o.01 0.00

Phe 6.22 5.15 465 | 534 | 080 0.15

Lle 3.13 4.13 212 | 313 1.01 0.32

Leu 3.65 2.96 331 | 331 0.35 0.10

| %rec | 8313 | 8117 | 7985 | 8138 | 165 | o002
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777 TRATAMIENTO No. 7: 145 °C X 4 h, PREOXIDACION CON ACIDO
PERFORMICO

El método mas utilizado para hidrolizar una proteina y determinar el score de
sus amino4cidos, destruye a la cistina y metionina (McDonald, J., 1985), asi que estos
amino4cidos tienen que ser determinados bajo otras condiciones. La cisteina y la
metionina son oxidadas con écido perférmico, para determinarlas como écido cistéico y
metionina sulfona, en este tratamiento se observo la destruccién de 5 aminoécidos que
no pudieron ser resueltos en la cromatdgrafia Gli, Arg, Val, Phe, Lle y en los demis se
observaron perdidas, 40% para ¢l Acido Asp4rtico, 75% para el icido Glutimico, 59%
para la Serina, y de 82% para la Alanina. Metionina se obtuvo 1.22 g/100. Ver tabla No.
21 y Grafica No. 15 y 16. Lo que se observo en este tratamiento, que es muy drastico
para ]a mayoria de los aminoicidos y el por ciento de recuperacién fue muy bajo
14.20%, de tal manera que este tratamiento no se podria seleccionar para recuperar

ningln aminoicido a excepcion de la Metionina.

TABLA No. 21 Concentracién de aminoicidos en el tratamiento No. 7 -

TRATAMIENTO No. 7:110°Cx 24 h_
PRE OX./ PERFORMICO g/100
Aminoacido R1 R2 R3 X ;D.S. C.V.
Asp 2.50 3.20 n.d. 2.8§ 0.49 0.17
Glu 2.40 3.60 n.d. 3.00 0.85 0.28
Ser 2.20 2.50 n.d. 2.35 0.21 0.09
Gli n.r. n.r. n.d. n.r. 0.00 0.00
Arg n.r. nr. nr n.r. 0.00 0.00
Thr 1.90 1.20 n.d. 1.58 0.49 0.32
Ala 1.94 1.30 n.d. 1.62 0.45 0.28
Met 1.32 1.12 n.d. 1.22 0.14 0.12
Val n.d. n.d n.d. n.d 0.00 0.00
Phe n.d. n.d n.d. n.d 0.00 0.00
Lle n.d. n.d a.d. nd 0.00 0.00
Leu 2.10 1.11 n.d. 1.61 0.70 0.44
%REC 14.36 14.03 0.00 14.20 0.23 0.02
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Las concentraciones medias de cada aminoécido y el por ciento de recuperacién
obtenido, segin el tratamiento de hidrélisis aplicado al subproducto de teneria, se
muestran en la Tabla No.22, esta nos sirve de comparacién para saber que tratamiento
se puede aplicar para hidrolizar al subproducto de teneria, y asi obtener mayor
rendimiento segin el amino4cido deseado.

TABLA No. 22 Concentracién Media de Aminofcidos por Tratamientos
/100
Aminoficido | T1 l T2 T3 T4 TS Té6 | T7
Asp 0.11 195 | 501 | 613 | @67 | 754 | 2.85
Glu 0.18 352 | 857 | 958 | 11.38 | 21.77 | 3.00
Ser 0.00 1.16 3.50 248 | 565 | 468 ]| 2.35
Gli 0.25 1029 | 3057 | 810 | 1556 | 1853 | 0.00
Arg 0.09 443 | 813 | 1231 | 1039 | 1043 | 0.00
Thr 0.00 105 | 348 | 242 | 291 | 265 | 155
Ala 0.13 3.66 | 784 | 704 | 778 | 882 | 162
Met 0.00 037 | 114 | 29" | 2.09 | 193 i 1.22
Val 0.00 091 | 239 | 310 | Bas | 3.24 | .00
Phe 0.04 1.04 | 346 | 635, 612 | 534 | 0.00
Lle 0.05 100 | 235 | 344 | B70 | 313 | 0.00
Leu 0.03 136 | 341 | B96i ] 339 | 331 | 1.61
%REC. 0.88 | 30.76 | B8®B4E| 67.23 | 80.07 | 81.38 | 14.20
Indica el amino4cido en mayor concentracién encontrado
segun el tratamiento aplicado al subproducto de teneria.
7.8 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS AMINOACIDOS POR
TRATAMIENTO

Se realizd la prueba de Kolmogorov-Smimov para ver la distribucién de
probabilidades que tiene las variables, el analisis de varianza por la Anova y la prueba
de Turkey-B para estimar la diferencia significativa entre los tratamientos de acuerdo a
los rendimientos de los aminoécidos que se obtuvieron. En las tablas No. 23 a la No. 35
y las gréficas No. 17 a 29 presentan la estadistica individualmente de cada aminoécido y
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una tabla del por ciento de recuperacién. En cada amino4cido se hizo la discusién para
determinar que tratamiento de hidrélisis es el mis apropiado para el obtener el miximo
rendimiento.

7.8.1 ACIDO ASPARTICO:

La tabla No. 23 y la grifica No. 17 nos muestras las concentraciones de
Ac. Aspirtico que se obtuvieron en los diferentes tratamientos, el tratamiento 1,7 y 2 no
tiene diferencia significativa; al igual que el tratamiento 7,2 y 3; el tratamiento 3,4,5,y 6
no tienen diferencia significativa 0 comparativamente sus rendimientos son parecidos.
Se hizo la varianza para los tres tratamientos de mayor rendimiento No. 4, 5 y 6
encontrandose un C.V.= 0.72%.

Al realizar €] anlisis se encontrd que el orden creciente de rendimiento segiin el
numero de tratamiento fue asi: 1, 7, 2, 3, 4, 6, y 5. Siendo el de mayor rendimiento o
recuperacién para el Ac. Aspirtico el tratamiento S altas temperaturas en tiempos
cortos, la temperatura de 145 °C x 4 h, obteniéndose una media de 7.67 g/100, pero no
existe mucha diferencia entre ¢l tratamiento 5 y 6 , en el tratamiento 6 se obtuvo 7.54
£/100 habiendo solamente una diferencia de 0.13 g/100, el tratamiento 6 corresponde a
la misma temperatura y tiempo que el tratamiento 5, la diferencia fue que en el
tratamiento 6 se adiciono 1% de fenol para mejor recuperacién de aminoicidos como
Arginia, donde se obtiene 0.04 g/100 mas. Asf, &i se desea obtener el mejor rendimiento
para el Acido Aspértico y abtener una buen por ciento de recuperacién general de
aminoicidos se debe de hidrolizar a la proteina con el tratamiento 5.



RESULTADOS Y DISCUSION 73

TABLA No. 23 Concentracién de Acido Aspértico obtenida
y la comparacién entre sus tratamientos

Aminoéacido ™M T2 T3 T4 T5 T6 T7
a ab be c c c ab

Asp 0.41 195 501 613 7¥PR754 285
gr/100

*las letras iguales corresponden a los tratamientos que no tienen

diferencia significativa

TRATAMIENTOS

GréficaNo. 17 Concentracién de Acido Aspértico por tratamiento
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7.8.2 ACIDO GLUTAMICO:

En la tabla No, 24 y la grifica No. 18 nos muestra la estadistica y los
rendimientos obtenidos del 4cido glutémico, cuando el subproducto de teneria fue
sometido a los diferentes tratamientos, encontrdndose un rendimiento en orden creciente
asi: 1,7, 2, 3, 4, 5 y 6. Siendo el de mayor rendimiento para el Ac. Glutimico el
tratamiento 6, Ia temperatura de 145 °C x 4 h, con adicién de fenol, obteniéndose una
media de 11.77 g/100. El tratamiento No. 6 ocupa el segundo lugar en rendimiento, no
habiendo una diferencia significativa entre el tratamiento 4,5 y 6 con un C.V.= 1.36%,
observandose que tiempos cortos a mayores temperaturas el rendimiento es mayor para
el Acido Glutimico. Ademés en el anilisis de HPLC fue répida su deteccién, debido a
su orden de elusién aproximadamente de 5 a 6 min.

Comparando la composicién de écido glutamico en la piel de bovino (7.5%)
(Peterson, J.1978) (46) y el subproducto de teneria (11.77 g/100) en el mejor
tratamiento, con un rendimiento total de 81.38%, se observé que en el subproducto de
teneria es mayor. Por lo anteﬁ;r se recomienda que ¢l mejor tratamiento para
determinar al 4cido Glutimico es el No. 6

El 4cido glutimico es e| amino4cido de mayor consumo a nivel mundial; la sal
sédica del Acido Glutdmico, el glutamato monosédico (GMS) se usa como aditivo
alimentario (DEIA, 1994) y agente terapéutico, esto lo hace ser uno de los aminoécidos
de mayor demanda productiva. Buscando nuevas alternativas de produccién, como es el
uso de subproducto de teneria para la obtencién del 4cido glutimico, si bien no es el
aminoécido de mayor concentracién en el subproducto de teneria, si proporciona un

buen rendimiento.
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Tabla No.24 Concentracién de Acido Glutimico obtenida
y la comparacién entre sus tratamientos

Aminoacido T T2 T3 T4 T5 Té T7

a ab be c c c |
Ac. Glu. 0.18 3.52 8.57 9.58 11.38 41.77 3.00
g/100

* Las letras iguales corresponden a los tratamientos que no tienen diferencia
significativa

12.00
10.00 +
8.00 +

6.00 4

g/100

4.00 +

200 iR

0.00

TRATAMIENTOS

Grafica No. 18 Concentracién de Acido Glutdmico por tratamiento
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7.8.3 SERINA

En la tabla No. 25 y la grifica No. 19 nos muestra los rendimientos obtenidos
para el aminoicido de Serina, segin el anilisis estadistico podemos resumir que el
rendimiento segn el tratamiento en orden creciente fue asi: 1, 2, 7,4, 3, 6 y 5. Siendo el
de mayor rendimiento para la Serina en el tratamiento 5, la temperatura de 145°C x4 h,
obteniéndose una media de 5.65 g/100.

La Serina es destruida en tiempos largos de hidrélisis (Gehrke,C., 1987), sefiala
que los tiempos de hidrélisis para recuperar a la Serina son mejores a 145 °C x 4h, ya
que a 110 °C x 24 h se pierde gran parte, lo cual se comprobé debido a la recuperacién
que se obtuvo en el tratamiento No. 3 110 °C x 24h ya que observé una pérdida del
38%. Y en el tratamiento No. 4 donde se alarga el tiempo de hidrélisis por 2 horas mas,
a la misma temperatura 110 °C, la Serina se pierde en wm 56% con respecto al
tratamiento No. 5. Entre el tratamiento No. 5, 6, 3 y 4 no existe una diferencia
significativa, y en los tres tratamientos No. 3, 5 y 6 donde se obtuvo el mayor
rendimiento su C.V.=1.15%, habiendo una diferencia de 18% mayor para el tratamiento
No. 5 con respecto al No. 6.

Se observé que en el tratamiento No. 2 no fue suficiente 1a hidrdlisis de la
proteina, para romper los enlaces peptidicos donde interviene 1a Serina, debido a que se
obtuvo una concentracién menor del 80% con respecto al tratamiento No. 5. Asi, por
todo lo anterior se recomienda al tratamiento No. 5 para que proporcione las
condiciones Optimas para hidrolizar al subproducto de feneria, y obtener el mayor
rendimiento de la Serina.
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Tabla No. 25 Concentracién de Serina obtenida y la comparacién entre
sus tratamientos

Aminoacido T4 T2 T3 T4 T5 T6 T7
a ab bcd abcd d cd abc

Ser 000 116 350 248 Pp65% 468 2.35
g/100 J
*las letras iguales corresponden a los tratamiento que no tienen diferencia
significativa
6.00 = T . S
R -‘uvamgﬂ:;uu;xrn?aﬁ s, S 2 S TEweaace

5.00 + 8

4.00
£ 3.00

2.00 +

1.00 +

0.00 ==

T T2 T3 T4 T5 6 7
TRATAMIENTOS

Gréfica No. 19 Concentracién de Serina por tratamiento
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7.8.4 GLICINA

En la tabla No. 26 y la gréifica No. 20, se observan los rendimientos, obtenidos
para la glicina cuando el producto de teneria fue sometido a los diferentes tratamientos
de hidrélisis. Segin el andlisis estadistico observamos un rendimiento en los
tratamientos en orden creciente asi: 7, 1 4, 2, 5, 6, y 3. Siendo significativamente
diferente y con mayor rendimiento para la glicina en el tratamiento No. 3, la
temperatura de 110 °C x 24 h, obteniéndose una media de 39.57 g/100, con un C.V.=
171.3% con respecto al tratamiento 5 y 6, no se tomaron en cuenta los demis
tratamientos No. 1, 2, 4 y 7 para ver su varianza porque fueron significativamente muy

diferentes.

La glicina es el aminoicido que se encuentra en mayor cantidad en el
subproducto de teneria y una hidrélisis ptima, nos asegura el mayor rendimiento. De
tal manera que las temperaturas menores a tiempos largos producen una hidrélisis del
99% y con un dafio menor para la glicina, ya que temperaturas mas altas a tiempos
cortos 145 °C x 4 h como en el tratamiento No. 5 y 6 producen una pérdida de 54% al
61% de glicina en el subproducto de teneria.

En los demés tratamientos la glicina es facilmente destruida, cuando el
subproducto de tenerfa se sometié a la preoxidacién con 4cido perférmico en el
tratamiento No. 7 no se¢ encontrd nada, y en la temperatura ptima a tiempos mas largos,
como es en ¢l tratamiento No. 4 110°C x 26 h hubo una pérdida del 85%. Asi que el
tratamiento No. 3 es significativamente diferente a todos los demés tratamientos,
recomendindose este tratamiento para obtener el mejor rendimiento de la glicina.

Felicjaniak B.(1977) usd, los desechos bovinos de teneria para alimentar cerdos
y pollos, les did un tratamiento que incluia separar la grasa y hacer un hidrolhizado a 110
°C y a un pH 4-6. Después analizé sus aminoécidos y encontrd que este hidrolizado no
tenia Triptofano, era Bajo en Lisina y Metinina y contenia gran concentracién de
Glicina, Prolina y Acido Glutamico.
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TABLA No. 26 Concentracién de Glicina obtenida y la
comparacion entres sus tratamientos

minoacido T T2 T3 T4 T5 Té6 T7
a b d ab be [ a

Glicina 0.25 10.29 89578 8.10 15.56 18.53 0.00
/100

*as letras iguales corresponden a los tratamiento que no tienen diferencia
significativa

40.00
35.00 +
30.00 +
25.00 4
20.00 1
15.00 +
10.00 }

5.00 |

0.00

9/'/.

T

TRATAMIENTOS

Grifica No. 20 Concentracién de Glicina por tratamiento
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7.85 ARGININA

En la tabla No. 27 y la grifica No. 21 muestra los rendimientos obtenidos
correspondientes a la arginina, la recuperacién es mis notable a 110 °C x 26 h,
encontrandose el rendimiento en orden creciente asi: 7, 1, 2, 3, 5, 6, y 4. Siendo el de
mayor rendimiento para la Arginina en el tratamiento No. 4, obteniéndose una media de
12.31g/100.

Segin el anilisis estadistico muestra que no hay diferencia significativa de
rendimiento entre los tratamientos No. 4, 5 y 6, conun C.V.=1.20%.

El tratamiento No. 4 donde la temperatura es de 110 °C y se alarga el tiempo de
hidrélisis por dos horas més hasta 26 h, lo recomendado por la literatura son 110 °C x
24 h (Gehrke, C., 1985). Se obtuvo un 44% de rendimiento mayor, esto muestra que
tiempos mayores de exposicién de hidrolisis de 1a proteina del subproducto de teneria
en esta temperatura, se obtiene mayor rendimiento.

En el tratamiento No. 5 y 6 se pierde un 15.6% y 15.3% respectivamente, no
habiendo una diferencia significativa entre ¢l tratamiento No. 5 y 6, aunque la literatura
segun Mason (Merck, 1989), menciona que al agregar fenol al 1% se recupera mejor al
amino4cido de Arginina, en este trabajo no sucedi6 asi. Y el tratamiento No. 1 y 2
fueron muy agresivos al descomponer casi por completo a la Arginina.

La concentracién de Arginina encontrada comresponde a un 18.3% del
rendimiento total del tratamiento, esto lo hace ser el tercer aminodcido en
concentracién, después de la Glicina y el Acido Glutémico. Y al comparar la
concentracién de Arginina en la proteina de la gelatina (8.8%) y en la piel de bovino
(5.1%) (Peterson, J.,1978), con el subproducto de teneria, este es superior en

concentracion.
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Por lo anterior se recomienda hidrolizar al subproducto de teneria, en el
tratamiento No. 4 para ¢l mejor rendimiento del aminoé4cido Arginina.

Tabla No. 27 Concentracién de Arginina obtenida y la comparaci6n entre sus
tratamientos
Aminoacido ™ T2 T3 T4 T5 T6 T7
a b c d cd cd a

Arginina 0.09 443 8.13 [f2.31 10.39 1043 0.00
91100

*]as letras iguales corresponden a los tratamiento que no tienen diferencia
significativa

14.00

12.00 1
10.00 +
8.00 +
600}
400 + ,'l‘ 2

200 {rats

0.00

TRATAMIENTOS

Gréfica No.21 Concentracién de Arginina por tratamiento
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7.8.6 TREONINA

La recuperacién de la Treonina después de las diferentes hidrélisis se muestra en
la tabla No. 28 y en la grafica No. 22. Podemos ver una diferencia significativa muy
importante en las diferentes temperaturas, siendo la de mayor recuperacion la de 110 °C
x 24 h, el anilisis estadistico muestra que no existe una diferencia significativa entre 6
de los 7 tratamientos, encontrandose €] rendimiento en orden creciente asi: 1, 2, 7, 4, 6,
5 y 3. Siendo el de mayor rendimiento para la treonina en el tratamiento 3, obteniéndose
una media de 3.48 g/100, y habiendo un C.V.= 0.18% entre los tres tratamientos de
mayor recuperacién el No. 3, 5 y 6.

Gehrke,C. (1985) comparo, el grado de recuperacién de Treonina de varias
proteinas como de la Harina de pescado y el higado de bovino, los someti6 a dos
tratamientos de hidrdlisis a 145 °C x 4 h y 110 °C x 24 h, y encontrd6 mayor
recuperacién en el segundo tratamiento. La Treonina igual que la Serina son
susceptibles a temperaturas altas y tiempos de hidrélisis mas prolongados De tal manera
que se comprobd esto al hidrolizar al subproducto de temeria. En tiempos mas
prolongados como en el tratamiento No. 4, se observé una pérdida del 31%, y en
temperaturas mas altas como en el tratamiento No. 5 y 6 se observé una pérdida del
17% y 24% respectivamente, cabe agregar que son necesarias las 24 horas de hidrolisis
a la temperatura de 110 °C, debido a que en tiempo menor de hidrdlisis, como en el
tratamiento No. 2: 110 °C x 22 h, no son suficientes para hidrolizar al subproducto de
teneria, y asi romper los enlaces peptidicos donde interviene la Treonina, ya que la
concentracién de Treonina obtenida en este tratamiento No. 2 fue un 70% menor .

Recomendindose el Tratamiento No. 3, la temperatura de 110 °C x 24 h. para
obtener el mejor rendimiento en la determinacién de Treonina.
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Tabla No. 28 Concentracién de Treonina obtenida y la comparacién entre
sus tratamientos

Aminoéacido T T2 T3 T4 T5 T6 17
a ab b ab b ab ab

Treonina 0.00 1.05 848 242 291 265 1.55
gl1 00

*las letras iguales corresponden a los tratamiento que no tienen diferencia

significativa

N
]
'

—a
i
T

TRATAMIENTOS

Gréfica No. 22 Concentracién de Treonina por tratamiento
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7.8.7 ALANINA

En la Tabla No. 29 y la grifica No. 23 se muestra los rendimientos obtenidos
correspondientes a la determinacion de Alanina, en los diferentes tratamientos de
hidrélisis del subproducto de teneria. Encontrindose el rendimiento en orden creciente
asi: 1, 7, 2, 4, 5, 3 y 6. Siendo ¢l de mayor rendimiento €l tratamiento No. 6,
obteniéndose una concentracién media de 8.82 g/100.

El anilisis estadistico muestra que no hay diferencia significativa entre 4
tratamientos, como son el No. 3, 4, 5, y 6 y con un C.V.= 0.34% entre los tres
tratamientos de mayor recuperacién el No. 3, 5 y 6. Esto indica que la Alanina tiene un
comportamiento mas estable de hidrélisis, especificamente en el tratamiento No. 3 (7.84
£/100) y el tratamiento No. 5§ (7.78 g/100), siendo un poco menor su rendimiento con un
13% y 12% respectivamente, en comparacién con el tratamiento No. 6. Recordando que
¢l tratamiento No. 3 y 5 son los métodos mas usuales, de hidrélisis de proteina utilizado
por la mayoria de los laboratorios de analisis e investigacién y los recomendados por la
literatura. Por lo anterior se recomienda que el subproducto de teneria se hidrolize de
acuerdo al tratamiento No. 6 para obtener el mejor rendimiento en Alanina.

Las concentraciones de Alanina en la proteina de gelatina son de 9.3 a 11.00
2/100, la proteina de coligeno contiene 11% (White, A., 1983), y en el subproducto de
teneria se encontré en el mayor rendimiento 8.82 g/100, al hacer esta comparacién se
observa que el subproducto de teneria que corresponde en gran parte a dermis de bovino
pude estar formado por coldgeno y elastina, dos pmteinas fibrosas que dan las
caracteristicas fisicas al subproducto de tenerfa,

La utilizacién de L-aminoécidos en medicina, en la alimentacién humana y
amimal se ha desarrollado rdpidamente en los Gltimos afios y la produccién econémica
de los aminoicidos dépticamente activos se ha investigado extensivamente.(Garcia,
1993). La Alanina en la actualidad tiene un mercado donde se usa como aditivo, da un
sabor dulce a los alimentos procesados(Badui,D., 1990). Y su uso en farmacologia y
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cosmetologia es amplio. Su obtencidn es a partir del DL acido aspértico y este a su vez
se obtiene del 4cido fumérico y amonio por métodos de fermentacién o enzimaticos.

Tabla No.29 Concentracién de Alanina obtenida y la comparacién entre

sus tratamientos
Aminoacido T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
a ab bc be be c a

Alanina 013 366 7.84 7.04 778 B.82 1.62
g/100

*]as letras iguales corresponden a los tratamiento que no tienen diferencia

significativa

9.00
8.00 +
7.00 +
6.00 +
0 5.00 +
@ 4.00 +

3.00 +
2.00 +
1.00 +
0.00 +—====__, -

T T2 T3 T4 T5 T6 T7
TRATAMIENTOS

Grafica No. 23 Concentracién de Alanina por tratamiento



RESULTADOS Y DISCUSION 86

7.8.8 METIONINA

La recuperacién de la Metionina después de las diferentes hidrolisis a que fue
sometido el subproducto de teneria se muestra en la tabla No. 30 y la grifica No. 24.
Encontrandose el rendimiento en orden creciente asi: 1, 2, 3, 7, 6, 5 y 4. Siendo el de
mayor rendimiento para la metionina en el tratamiento 4, obteniéndose umna
concentracién media de 2.29 g/100.

La Metionina se pierde en parte durante las hidrSlisis 4cidas, esta elueye
aproximadamente a los 35-38 minutos en el HPLC, y segim las condiciones de
hidrélisis que se aplicaron se esperaba que la Metionina se destruyera en gran parte, a
excepcion del tratamiento No. 7, que es el especifico para determinar Metionina al hacer
una preoxidacién antes de la hidrélisis y determinarla como Metionina sulfona.
(McDonald,J., 1985).

Segiin el anélisis estadistico nos muestra que de acuerdo a los tratamientos que
se aplicaron al subproducto de teneria, no hay una diferencia significativa entre los
tratamientos No. 4, 5 y 6, con un C.V.= 0.032% y que el tratamiento No. 7 donde se
esperaba obtener mayor concentracién, tuvo un 47% menos que el tratamiento No. 4
que obtuvo el mayor rendimiento, esto se esperaria si la preoxidacién con acido
perférmico fue insuficiente, y/o a la presencia de cloruros provenientes del exceso de
HCI como NaCl, que reducen significativamente la recuperacién de Metionina como
Metionina sulfona.

Al compara la piel de bovino que contiene de 0.8 a 1.6% de Metionina
(Peterson, J., 1978), con el subproducto de teneria que contiene 2.29 g/100 en el
tratamiento No. 4 y 1.22 g/100 en el tratamiento No. 7 observamos que las
concentraciones son parecidas, por lo anterior se recomienda el tratamiento No. 4 para
obtener el mayor rendimiento de Metionina, a partir del subbproducto de teneria,
revisando primeramente el método recomendado por la AOAC que es el tratamiento
No. 7.
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Tabla No. 30 Concentracién de Metionina obtenida y la comparacién
entre sus tratamientos

Aminoacido T1 T2 T3 T4 T5 76 T7
a ab be d cd cd ab

Metionina 0.00 0.37 1.14 229 2.09 193 1.22
g/100

*]as letras iguales corresponden a los tratamiento que no tienen diferencia

significativa
2.50
: I I I
T T2 T3 T4 15 T6 T7
TRATAMIENTOS

Gréfica No. 24 Concentracion de Metionina por tratamiento
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7.8.9 VALINA

La recuperacion de Valina en los diferentes tratamientos a que fue sometido el
subproducto de teneria s¢ muestran en la Tabla No. 31 y en la grifica No. 25.
Encontrindose el rendimiento en orden creciente asi: 7, 1, 2, 3, 4, 6 y 5. Siendo el de
mayor rendimiento para la valina en el tratamiento 5, obteniéndose una concentracién
media de 3.41 g/100.

La Valina es uno de los aminoicidos de lenta hidrélisis o de lento rompimiento
de los enlaces peptidicos donde interviene, (Gehkre, 1985), debido a que sus enlaces
peptidicos son dificiles de hidrolizar en especial los enlaces Valina-Valina, de tal
manera que en tiempos largos y temperaturas mayores de exposicién, se obtiene mayor
rendimiento.

Gehkre (1985) reporta, que se obtiene un aumento en la recuperacién de la
Valina de 8 a 9%, cuando la proteina es sometida a hidrdlisis a 145 °C x 4 h en
comparacion con la hidrélisis de 110 °C x 24 h.

El anilisis estadistico muestra que no existe un diferencia significativa entre los
tratamientos No. 3, 4, 5 y 6, con un C.V.=0.20% entre los cuatro tratamientos de mayor
rendimiento No. 4, 5 y 6. Comprobindose que el mayor rendimiento se obtuvo en el
tratamiento que tiene temperaturas altas 145 °C x 4h. Y en el tratamiento de menor
tiempo que es el No. 2 110 °C x 22 h se observa un 74% menor de Valina. Por todo lo
anterior se recomienda al tratamiento No. 5 para obtener la mayor recuperacién de
Valina.
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TablaNo. 31 Concentracién de Valina obtenida y su comparacién
entres sus tratamientos

Aminoacido Ti1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
a a b b b b a

Valina 0.00 091 239 3.10 3.41< 324 0.00
g100

*1as letras iguales corresponden a los tratamiento que no tienen diferencia

significativa

3.50
3.00 +
250 + ' . :
2.00 4- ‘iye 4 e 3
b
(=] 4 o y
1.50 + : 4 3
1.00 4 . : :
“l I
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T1 T2 T3 T4 15 T7

TRATAMIENTOS

Gréfica No. 25 Concentracién de Valina por tratamiento
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7.8.10 FENILALANINA

En la Tabla No. 30 y la grafica No. 26 muestran los rendimientos obtenidos en
la determinacion de Fenilalanina, cuando el subproducto de teneria fue sometido a los 7
tratamientos de hidrélisis. Encontrandose un rendimiento en orden creciente asi: 7, 1, 2,
3, 6, S y 4. Siendo el de mayor rendimiento para la fenilalanina en el tratamiento 4,
obteniéndose una concentracién media de 6.35 g/100,

El andlisis estadistico muestra que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos No. 4, 5 y 6. Con un C.V.= 0.28%, aun asi, en ¢l tratamiento No. 5y 6
hubo una perdida de 4% y 16% respectivamente, con respecto al tratamiento de mayor
rendimiento el No. 4.

En el tratamiento No. 7 hay una pérdida total de Fenilalanina debido a la
oxidacién con écido perfdrmico, y en le tratamiento No. 1 hay muy poca recuperacion
(0.04 g/100). Esto demuestra que las condiciones de vacio y atmdsfera de N, son muy
importantes para una mayor recuperacion de todos los aminoacidos, ademais las
condiciones drésticas como la oxidacién con 4cido performico destruyen a la

fenilalanina.

Maeson (Merck, 1989) seiiala, que al afiadir 1% de fenol en la hidrélisis 4cida de
las proteinas, hay mayor recuperacién de Fenilalanina. En el presente trabajo el
tratamiento No. 6 se observé una pérdida del 16%, y el mejor tratamiento para obtener a
la Fenilalanina al hidrolizar el subproducto de teneria, son t‘lempos largos de hidrélisis a
menores temperaturas 110 °C x 26 h y tiempos cortos de hidrélisis con temperaturas
mas clevadas como es a 145 °C x 4 h. Por lo que se recomienda los tratamientos No. 5 y
6 para hidrolizar al subproducto de teneria y obtener €l mejor rendimiento de

Fenilalanina.
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TablaNo. 32 Concentracién de Fenilalanina obtenida y la comparacién
entre los tratamientos

Aminoacido T1 T2 T3 T4 7T5 T6 7
a a b c c be a

Fenilalanina 0.04 1.04 346 B35 6.12 534 0.00
gl100

*las letras iguales corresponden a los tratamiento que no tienen diferencia

significativa

7.00 : _ :
6.00 + ; :
5.00 + 55

o 400 1 ' : _ b - e

® 300} | N B
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0.00 + l - - — = -

T T2 T3 T4 TS T6 1

TRATAMIENTOS

Gréfica No. 26 Concentracién de Fenilalanina por tratamiento
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7.8.11 ISOLEUCINA

La recuperacién de Isoleucina en los diferentes tratamientos se muestra en la
tabla No. 33 y la gréafica No. 27. Encontrindose el rendimiento en orden creciente asi: 7,
1,2,3,6,4yS5. Siendo el de mayor rendimiento para la isoleucina en el tratamiento 5,
obteniéndose una concentracién media de 3.70 g/100.

La Isoleucina es un amino4cido de lenta hidrélisis, al igual que la valina posee
enlaces peptidicos dificiles de hidrolizar, de tal manera que tiempos largos de hidrélisis
de una proteina proporcionan mejor recuperacién de Isoleucina.

El anilisis estadistico muestra que no hay una diferencia significativa entre los
tratamientos No. 4, 5 y 6, con un C.V= 0.81% para estos tres tratamientos.
Observandose la mayor recuperacion (3.7 g/100) a 145 °C x 4 h, con una pérdida del 7%
y 15% para los tratamientos No. 4 y 6 respectivamente.

La oxidacién con écido performico destruye por completo a la isoleucina en el
tratamiento No. 7 y la recuperacién en el tratamiento No. 1 fue muy escasa.

El tratamiento No. 2 que proporciona una temperatura de 110 °C x 22 h ,
comprueba que la Isoleucina es de lenta hidrélisis sobre todo en los enlaces Ie-le

(Gehkre, C.,1985), ya que aqui la recuperacién fue de 2.35 g/100 lo que corresponde a
un 37% menor que el tratamiento de mejor recuperacion de Isoleucina.

Por otro parte, era de esperarse que el tratamiento No. 4 de mayor tiempo de
hidrélisis 110 °C x 26 h y el tratamiento No. 5 que tiene temperatura mas alta en
tiempos cortos de hidrdlisis como es 145 °C x 4 h, proporcionan el mejor rendimiento
para obtener la Isoleucina del subproducto de teneria, debido a las caracteristicas
propias del aminoécido. Por lo anterior, se recomienda los tratamientos No. 4 y 5 para
obtener la mayor recuperacién de Isoleucina del subproducto de teneria.
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TablaNo. 33 Concentracién de Isoleucina y la comparacién entre

sus tratamientos
[ Aminoacido 11 T2 13 T4 15 16 17
a ab bec c c c a

Isoleucina  0.05 1.00 2.35 3.44 B3.70% 343 0.00
g/100

*1as letras iguales corresponden a los tratamiento que no tienen diferencia

significativa

4.00 , ooy
3.50 +
3.00 4 % :
3. 2B | 2

g 2.00 4
1.50 + i v
1.00 + o
s} I ..
0.00 - ' — 4 ;

T T2 T3 T4 TS T6 T7

TRATAMIENTOS

Griéfica No. 27 Concentracion de Isoleucina por tratamiento
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7.8.12 LEUCINA

La Leucina obtenida en los diferentes tratamientos en donde fue sometido el
subproducto de teneria se muestran en la tabla No. 34 y la grifica No. 28.
Encontréndose el rendimiento en orden creciente asi: 1, 2, 7, 6, 5, 3 y 4. Siendo el de
mayor rendimiento para la Leucina el tratamiento 4, obteniéndose una concentracién
media de 3.96 g/100.

El anilisis estadistico muestra que los tratamientos No. 3, 4, 5 y 6 no tiene
diferencia significativa, observindose un C.V.= 0.88% entre los cuatro tratamientos de
mayor recuperacion. De tal manera se muestra que el tratamiento No. 4, como el
tratamiento de mejor recuperacién de Leucina y con una pérdida de 14%, 15% y 16%
respectivamente para los tratamientos No. 3, 5 y 6.

El tratamiento No. 1 mucstra muy bajo rendimiento (9.03 g/100) con perdidas
del 99%, y el tratamiento No.7 fue muy severo de tal manera se observé que la
oxidacién con acido perférmico destruye en un 61% a la Leucina.

Se abservé que la recuperacién de Leucina se comporta en forma muy parecida
a la de Isoleucina en los tratamientos No. 4 y 5, pero aqui se observé que en el
tratamiento de 110 °C x 26 h se obtiene mayor recuperacién y es mas favorable en un
13% para la Leucina que para la Isoleucina. Asi se recomendaria al tratamiento No, 4
para la mayor recuperacién de Leucina al hidrolizar el subproducto de teneria,
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TablaNo. 34 Concentracién de Leucina obtenida y la comparacién
entre sus tratamientos

Aminoédcido T1 T2 T3 T4 T5 T6 17
a ab be c bc bc a

Leucina  0.03 1.36 341 B.963 3.39 3.31 1.1
g/100 |

*las letras iguales corresponden a los tratamiento que no tienen diferencia

significativa
4,00
350 +
3.00 +
2.50 +
£ 200 1 |
1.50 Fi0
1.00 + ‘ s
0.50 +
0.00 + . +
T1 T2 T3 T4 TS T6 ™
TRATMIENTOS

Gréfica No. 28 Concentracién de Leucina por tratamiento
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7.8.13 PORCENTAJE DE RECUPERACION GENERAL DE AMINOACIDOS
POR TRATAMIENTO

El porcentaje de recuperacién de cada tratamiento se muestran en la tabla No. 31
y la gréfica No. 29. Encontrandose el rendimiento en orden creciente asi: 1, 7, 2, 4, 5, 6
y 3. Siendo el de mayor rendimiento para la recuperacién total de aminoécidos en el
tratamiento 3, donde se obtuvo una recuperacién media de 88.84%.

El anilisis estadistico muestra que no hay diferencia significativa entre los
tratamientos No. 3, 5 y 6, con un C.V.= 0.43 para los tres mejores tratamientos. El
tratamiento No. 3 fue el de mayor recuperacién total y comparindolo con el
Tratamiento No. 5 y 6 se observé una pérdida de 10.9% y 9.4% respectivamente.

El tratamiento No. 1 presenta una pérdida del 99.12%, demostrindose que las
condiciones de hidrélisis como es el vacio y la atmésfera de N, son indispensables para

la mayor recuperacion de aminoacidos.

En el tratamiento No. 7 se pierde un 85.8% de aminoécidos, observandose que
el &cido perférmico destruye gran parte de ellos (pag 64). El tratamiento No. 4 donde se
somete a hidrélisis e] subproducto de teneria a tiempo mas largos 110 °C x 26 h, se
observé una pérdida del 25% de la recuperacion total y en especial se pierden Serina y
Valina con un 59% y 100% respectivamente.

Por las anteriores comparaciones se pude observar };ue los tratamientos clasicos
de hidrdlisis 4cida de una proteina, como son 110 °C x 24 h y 145 °C x 4 h son los

mejores para obtener una mejor recuperacién de aminoacidos.
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Tabla No. 35 Porcentaje de recuperacién total de aminoé4cidos de cada tratamiento

y su comparacién
Aminoacido T1 T2 T3 T4 715 T 7
a b c c c c ab

%REC. 0.88 30.76 $B8.84° 67.23 80.07 81.38 1420

*]as letras iguales corresponden a los tratamiento que no tienen diferencia

75 T6 7

significativa

90.00
80.00 +
2 70.00 +
O 60.00 +
50.00 +
S 40.00 +
g
o 30.00 +
2000 +
10.00 -
0.00

T2 T3 T4
TRATAMIENTOS

Grifica No. 29 Porcentaje de recuperacién total de amino4cidos por tratamiento

En la Tabla No. 36 se muestra un resumen de las mejores recuperaciones de los
aminoicidos segin el numero de tratamiento aplicado al subproducto de teneria, asi
como el numero de tratamiento que no deba de usarse por el dafio que haria al
aminoicido. Esta tabla en un momento dado puede guiar para poder decidir que
tratamiento se debe de aplicar al subproducto de teneria para hidrolizarlo, y obtener las
mejores recuperaciones de sus aminoécidos.
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Tabla No. 36 Numero de tratamiento a usar para mayor rendimiento del ammodcido

Aminoécido [No. de fratamiento a usar para la C.V. N.U.

bidrélisis del subproducto de

teneria
Io. 20 3o

Asp. 5 6 4 0.72 1y7
Glu 6 5 4 1.36 1y7
Ser 5 6 3 115 1y?
Gli 3 6 5 1713 1y7
Arg 4 6 5 1.20 1y?
Thr 3 5 6 0.18 1y?
Ala 6 3 5 0.34 17
Met 4 5 6y7 0.03 1y2
Val 5 6 4 0.02 1y7
Phe 4 5 6 0.28 1y7
lle 5 4 6 0.81 1y?
Leu 4 5 6 0.12 1y?7
% deR. T. 3 6 5 0.43 1y?

C.V. coeficiente de varianza

N.U. nunca usar este niimero de tratamiento

lo. primer lugar de tratamiento a usar para hidrolizar
20. segundo lugar de tratamiento a usar para hidrolizar
30. tercer lugar de tratamiento a usar para hidrolizar

7.9 DETERMINACION DE TRIPTOFANO

La determinacién de triptofano se realizo por pruebas colorimetricas debido a
que este amino4cido, es totalmente destruido en las hidrdlisis 4cida de las proteinas
(Gehkre, C., 1985 y Muramoto,K, 1987), por lo que no se reportaron las
concentraciones de triptofano en los siete tratamientos de hidrélisis a que fue sometido
el subproducto de teneria.

Se pesaron 100 mg de muestra para obtener una concentracién de 77.61 mg de

proteina total, se realizaron tres repeticiones cuya concentracién obtenida se muestran
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en la tabla No. 37. Las concentraciones s¢ obtuvieron de acuerdo a la curva de
estandares de triptofano, la curva se hizo con concentraciones desde 0 a 40 mg/mL de
triptofano, y la misma tabla muestra la conversién a cantidad en g DL triptofano % de
proteina que se encuentran en la harina de subproducto de teneria.

Si comparamos la composicion de triptofano en la dermis de bovino, la proteina
de la gelatina y la proteina de coligeno vemos que los tres reportan cero de
concentracién. Se esperaria lo mismo para el subproducto de teneria de acuerdo a la
naturaleza de este, y el analisis colorimetrico reporta cantidades muy pequeiias 0.07 g
DL triptofano. Esto nos indica que el subproducto de teneria no seria una fuente de
obtencién importante de triptofano.

TABLA No. 37 Concentracion de triptofano en el subproducto de teneria

I g DL Triptofano g DL Triptofano \
% de Muestra % de Proteina

R1 0.1229 ' 0.1583

R2 0.0289 0.0372

IE*! 0.0578 0.0744

X 0.0698+0.0481 0.0899+0.0620

* R repeticion

7.10 DETERMINACION DE LISINA REACTIVA

La Lisina también se determiné por métodos colorimetricos y solo en la
muestra total. Se trabajo con 0.0857 g de la muestra representando un 0.0665 g de
proteina total, tomando en base los contenidos de Lisina (3.55%), Hist (0.76%) y Arg
(6.9%) de la proteina de la gelatina y variando segun lo esttmado por el método (Tejada,
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I, 1992), que explica que se debe de tomar la cantidad de muestra, segin el
aminograma de la muestra a analizar y debido a que no se disponia del aminograma
cuando se hizo esta prueba, tomamos de referencia el aminograma de la gelatina.

La Tabla No. 38 muestra los g de Lisina disponible/g de muestra encontrados en
las tres repeticiones y calculados segiin la curva de estindar de anaranjado écido 12 que
van de 75 mg hasta 132 mg , equivalentes a 0.5 mM/L hasta 3.5 mM /L de Lisina que
se fija y es medible.

Peterson J. (1978) reporta, en la tabla de composicién de la dermis de bovino
que esta contiene 6.23 a 0.31 unidades de aminoicidos/1000 unidades de proteina
aproximadamente un 0.23% y en el subproducto de teneria encontramos 0.008 g DL
Lisina % de Proteina, deficiente en gran cantidad como se observa, por lo que también
al igual que el Triptofano, el subproducto de teneria no seria una fuente de obtencién de

Lisina.

TABLA No. 38 Concentracién de Lisina reactiva en el subproducto de teneria
g DL Lisina % de Muestra | g DL Lisina % de Proteina

R1 0.00637 0.00821
R2 0.00630 0.00812
R3 0.00625 0.00805
X 0.00634+0.00004 0.00813+0.00008

*R repeticion
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VIII. CONCLUSIONES

La harina obtenida tiene una buena cantidad de proteina con excelente
digestibilidad, tanto proteinica como de materia orgénica.

Es factible 1a incorporacién de esta harina de subproducto de teneria en una
formulacién como fuente de proteina, debido a sus caracteristicas, bajo costo
tecnolégico y su relacién costo-beneficio, cuidando solamente la relacién con
los demas ingredientes.

Se recomienda usar el tratamiento adecuado de hidrolisis segin el
aminoacido a obtener , pero recomendindose en especial la hidrolisis acida a
110°C x 24 h y a 145 °C x 4 h, donde se obtiene mayor rendimiento de los

aminoécidos en especial de Glicina.

Se hace notar la potenciabilidad de los hidrolizados y/o aminoacidos del
subproducto de teneria en la industria cosmetologica, alimenticia y
farmacolégica, evaluandose su factibilidad econémica.
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