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I. INTRODUCCICN.

Los requerimientos nutriclonales del ser humano, en
sus diversos estados fisiolfigicas, fueron definidos a --
través de diferentes enfogues experimentales, inclusive
en seres humanos directamente. Asi, Acidos grasos, ami-
nofdcidos esenciales, carbohidratos, minerales y vitaminas
ademas de agua, representan los nutrientes que se deben
consumir en forma balanceada, para un funcionamiento nor
mal del individuo. Por esta razén, ningin nutriente -~--
"ocupa el primer lugar en nutricidn” (Lowenberg et al.,
1970). 5in embargo, las proteinas son de primordial im-
portancia por la relacidn gque guardan cﬁn aspectos tecng
lbégicos, nutricionales y politico-econdmicos.

La calidad nutricional de las proteinas esta determi-
nada por varios factores. Entre otros, depende de la --
proparcién de aminolcidos presentes, de la cantidad de
aminpécidaos esenciales, de la dispgnibilidad de éstos y
la digestibilidad de las proteinas (Meyer, 1960). En
general, las proteinas de origen animal tienen mayor va-
lor nutritivo. Na obstante, los alimentos gque las con--
tienen son los més escasos, principalmente en las palses
en desarrollo. También, son los més dificiles de obte--
ner, dados los altos costos de produccién (Badui, 198L).

Las unidades estructurales de las proteinas, 20 aming
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dclidos diferentes, son los responsables de muchas propig
dades importantes de éstas. Nutriclonalmente, para el
hombre sblo B amincédcidos son motivo de consideracidn,
ya que son esenclales para el ser humano y otras espe---
cies. Entre ellos destacan lisina, metionina y triptofg
na. Por su bajo contenido en alimentos de origen vegetal
méas consumidas (fuente de nitrogeno y base de la diets
del "munda subdesarrollado", gue comprende al 85% de la
poblacién mexicana (Castafdon, 1981)).

El incremento aceleradeo de la inversién extranjera
en la industria alimentaria, en México, se inicia en la
década de los sesentas (Castafion, 1981). El aumenta del
consumo de productas industrializados, que lleva cansigo
esta expansidn, modifica los patrones tradicionales de
alimentacidn. Los procesos de transfarmacion, ademéas,
alteran la calidad y caracteristicas de los alimentos vy
en consecuencia, en muchaos casos, agravan el prablema nu
tricional. En estos casos, es probable que acurran da--
fios considerables en las proteinas (especificamente, pér
dida y destruccidn de aminodcidas, asi comao disminucién
de la digestibilidad de las proteinas). Algunos facto--
Tes que intervienen es estos cambios son la temperatura,
pH y substancias presentes o ajernas a laos aslimentaos.

El efecto inicial que se observa en proteinas someti-
das a tratamientos térmicos es la desnaturalizacifin —--~"

(Priestley, 1978). En todos los'casas, £sto resultaba



bernéfico para la calidad de las protelnas, puesto gue se
me jora su digestibilidad. No obstante, un calentamiento
excesivo, por ejemplo 150°C durante 20 mins. a caseina o
lisozima, pravoca reacciones guimicas, que promueven la
descomposicién de la mayorias de los aminoécidaes. En el
caso de la caseina todo el triptofanc es destruido a 200
grados cent{grados. Y, en el orden de descomposicifn de
los aminoécidos (caseina a 230-250°C y 20 mins.) el tripg
tafano es el segunda aminodcida mas afectado (Fujimaki,
et al., 1972). Esto ocurre en muestras relativamente pu
ras, sin embargo, cuando estan presentes otros compues--
tos (glucosa o linoleato de metilo) el nimeroc de posi---
bles interacciones aumenta y el grado de descomposicidn
también. Ademés del cambio en el contenido de aminofci-
dos de las proteinas, en algunaos casos se generan D-isd-
merbs (Hayase et al., 1979)..

Por otro lado, la digestihilidad de las proteinas tra
tadas térmicamente, en presencia de glucosa o linoleata
de metila, disminuye considerablemente. La digestibili-
dad de caseina-glucosa y caseins-linoleato de metilo es
de 17% y71% respectivamente, cuando se somete a 180°%¢ du
rante 20 mins., respecto a caseina no calentada (Hayase
et al., 1979).

Los procesos alcalinos en proteinas y alimentos se co
nocen desde mucho tiempo atrés, la coccifn alcalina del

malz (nixtamalizacidn) es probablemente el mas antiguo.
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El desarrollo’industrial permitid extender y diversifi--
car su empleo, con la finalidad de aumentar el valar nu-
tritivo de los alimentos, lograr ciertas "caracter{sti--
cas tecnoldgicas" en las proteinas u obtener nuevas pro-
ductos alimenticios. Algunos ejemplos de este tipo son
los sigulentes: solubilizacibn y purificacibn de protei-
nas, para obtener aislados y concentrados proteinicaos ve
getales o animales; obtencidn de Fibras de proteinas de
soya, etc. Algunos otros han sido sugeridos, como la
preservacidn de pescado o destruccidn de aflataxinas en
grangs vy semillasvcun amoniaco gaseoso.

El uso de procesos alcalinos, sin embargo, da lugar a
efectos indeseables ascciados con modificaciones guimi--
cas en las proteinas. Estos efectos guardan una rela---
cién directa con ia temperatura, pH y tiempo de exposi--
cign. Par ejemplo, el tratamiento de proteinas de soya
con NaOH, reduce su digestibilidad, valer bioldgico vy
NPU (utilizacibn neta de proteinas) usando ratas en es--
tas determinaciones (De Groot y Slump, 1969). Lo ante--
rior se explica por la destruccién de varios aminoécidos:
como metionina, treonina y lisina; formacidn de D-iséme-
ros y modificaciones que dan lugar a la formacidn de
nuevos residuos. Al tratar diferentes proteinas como --
lisozima, papaina, guimotripsinfgeno y otras, con una
solucién 0.2M de NaOH athDC par 2 h, se forma lisinoalg
nina (Bohak, 1964).



En proteinas de semilla de girasol fueron identifica-
dos ornitina, lisinoalanina, sloisoleucina y lantionina
después de ser expuestas a soluciones 0.05-1.0M de NaOH
(5.0% p/v) vy 55-80°C durante 1-18 h. La presencia de
lisinoalanina y lantionina indican la farmacidn de una
red tridimensional rigida, gue reduce el acceso a las
protefinas durante la hidrdlisis, a enzimas proteoliticas
(Provensal et sl., 1975). Una solucién de triptefano --
(1 mg/ml de SN de NaOH) a 100°C durante 18 h, genera el
14.14% del D-isdmera, sin embargo, los aminodcidos en
proteinas son facilmente racemizados y los aminofcidos
libres son racemizados con dificultad, con &lcali (Spies
y Chambers, 1943).

El problema de la racemizacidn del triptofang y ----
otros aminodcidos radica en que éstos no son utilizados
en la sintesis de proteinas. FEstos y sus metabolitos
son excretados en las heces y la orira (Berg, 1953).

Ciertos animales pueden utilizar D-isomeros para sin-
tesis de proteinas, via inversibn de configuracién: la
rata usa D-triptofanoc en un 100% (Phillips y Berg, 1954)
el ratbn y el pollo lo usan parclialmente, 50 y 20% res--
pectivamente (Mc éman et al., 1980; Ohara et al., 1980).
Y no es disponible en el caso del conejo (Loh y Berg, --
1971,

Dtras investigaciones muestran alteraciones renales

(alargamiento citoplasmAtico y nuclear en células de la

-5 -



porcifn recta del tubo praoximal) en ratas alimentadas

con una dieta gue contiene 20% de proteinas tratadas con
dlesli. La induccidn de toxicidad estd correlacionada
con la formacidn de lisinoalanina (Woodard y Short, 1973)
Otros estudios no revelan efectos histiolbdgicos adversas
en similares circunstancias (Van Beek et al., 1874). En
pollos y borregos alimentados con dietas gque contienen
proteinas tratadas con &lcali se han observade deficien--
cias en su desarrollo, y en pollos, en altos niveles de
alimentacién se han observado efectos téxicos (Whitaker y
Tannenbaum, 1977).

Por otro lado, en un reciente trabajo (Tovar, 1981) se
determind la digestibilidad "in vitro" de triptofanoc en
diversas proteinas, ricas en este amincicido, tratadas
can &lcali, utilizando pronasa (proteasas de Streptomyces
griseus) como agente hidrolitico. Sin embarga, no se han
efectuado estudios donde se cuantifigue D-triptofano en

proteinas sometidas a tratamientos térmico-alcalinos.
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IT. 08JETIVO.

1.- Evaluar la digestibilidad de triptofano "in vi
tro" en casefina y concentrada de proteinas de pescado
(CF'P)1 y comparar los resultados obtenidos con caseina vy
CPP tratadas con Alcali 0.1N de NaOH o Ca(OH), a 85°C du-
rante 4 h.

2.- Cuantificar el D-triptofano generado por los
tratamientos alcalinos en caseina y CPP.

3.- Determinar la disponibilidad de triptofano "in
vivo" en caseina y CPP tratadas con Alcali y sin tratar,
usandeo como modelo experimental pollos de 9 dias de naci-

dos.

HIPOTESIS: el triptofano presente en caseina y CPP
sufre cambios al ser tratados térmicamente caseina y CPP
en soluciones de NaOH o Ca(OH),, por lo que su actividad

biolégica decrece.

! Abreviacianes usadas: (CPP), concentrade de proteinas

de pescadn.
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III. GENERALIDADES.

El triptofano es importante como aminpicido esencial y
caomg precursor de diversas compuestos gue intervienen en
el metabolismo celular (niacina y serotonina, principal--
mente). La niacina es una vitamina que puede formarse
por una reaccidn secundaria del triptofano en el higado.
Grandes deficiencias de niacina y triptofano en la dieta
causan pelagra, enfermedad carencial gue provoca dermati-
tis, diarrea y demencia. La serotonina es un vasocons---
trictor potente Yrestimulante de la contraccidn del miscu-
lo liso. También es un neurotransmisor que ejerce un
efecto significativo en el metabolismo cerebral.

La exacta cuantificacidn del triptofano contenido en
proteinas afreée dificulatades hien conocidas desde hace
muchos afios. Uno de los principales problemas radica en
la preparacidn de las mueatras (hidrdlisis de proteinas)
para su determinacibn. Més dificil adn es evaluar su
aprovechamiento en organismos vivos, es decir, determinar
su disponibilidad.

Aungue existen diverseos métodos para la liberacidn del
triptofano, tados estén sujetas a desventajas o limitacio
nes @écnicas, econgmicas o a una combinacibn de éstas ~--
(Hill y Schmidt, 1962; Mondino y Bongiovanni, 1970; Liu y

Chang, 1971; Finley et al., 1975; Lischwe y Sung, 1977;
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Torres, 1979). Se han utilizado para evaluarlo métodos
microbioldgicos vy quimicos (crumatogréfia de intercambio
iénica, espectroscopia UV, espectrofluaremetria, entre
otros).

El triptofano es destruido durante la hidrbHlisis &cida
particularmente en presencia de carbohidratos (Miller, --
1967). Una fuerte afinidad de alfa cetoacidos por el ---
triptofano fue reportada en un trabajo anterior (Olcott vy
Fraenkel, 1947). La serina es desaminada en medio Acido,
para producir écidu'pirﬂvicn (Damodaran y Ramachandran,
1941) por lo que no es sorprendente encontrar una disminu
cign en la recuperacion del triptofano, en hidralisis aci
da de proteinas, con altos niveles de serina. La reaccién
del triptofanoc can &cido pirdvice, asi come con carhohi--
dratos, forma una solucidn café obscura que depende de la
cantidad de triptofanc destruide (Gortner v'Blish, 1915).

La estabilidad del triptofano fue confirmade bajo con-
diciones acidas, cuando no esta presente cistina y en au-
sencia de oxigeno (Mondino y Bongiovanni, 1970). Cuanda
cistina y triptofano estén presentes en condiciones de hi
drélisis Acida, en ausencia de carbohidratos y metales
se lleva a cabo una reaccidn de Gxido-reduccion. La des-
truccibn del triptofano fue descrita, por su interaecién
con cistina durante hidrAlisis &cida de protelinas, donde
el idn "sulfenig"® (+SmyCH(Mg)BDDH)prmmnimﬂe de cistine --

es el principal responsable de la pérdida de triptofano



(Ohta y Nakal, 1979).

La informacién anterior fue conslderada para seleccig
nar métodos alternos, como hidrdlisis alcalina, usando
Ba(0OH), .

El uso de Ba(DH), produce mayor velocidad de hidrdli--
sis (Warner, 1942) no causa destruccién del triptofano vy
es de facil neutralizacidn vy eliminacién de los iones ha-
ria. En la determinacion de triptofano con el métodn de
Miller (ver materiales y métodos) se abtiene alto parcen-
taje de recuperaclén de este amincacido, 95% en proteinas
purificadas. A pesar de ésto, la hidralisis alcalina prg
mueve la recemizaciln del triptofanc y en su determina---
cién se cuantifican los dos isdmeros.

El color azul de p-dimetilaminaobenzaldehida (p-DMAB)
con triptafano es de las pigmentos mas estables y parece
ser el mAs adecuado pars trabajos colorimétricos. Dos
moléculas de triptofano se condensan can una de p-DMAB pa
ra dar el cromdforo que absorbe a 590 nm. E1 indal se
condensa de farme similar can dos moléculas de p-DMAB pa-
ra dar un cromdforo de color rojo, que absorbe a 540 nm

(Friedman y Finley, 1971; Fearon, 1920).

® AR
= ,‘
N u//b_c N
H
R= H (rojo). \\\
R=

CH, CH(NH, )COOH (azul). wcHs)
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l.a hidrélisis de praoteinas par métodos enzimédticos es
otro camino gue se puede sequir para la determinacidn de
aminoécidos, evitando la destruccidn y modificacidn oel
triptafano y otros aminodcidos.

La completa degradacidn enzimdtica de las proteinas
fue estudiada por diversos investigadores desde princi---
pios de siglo, Hill y Schmidt (1962) desarrollaron un mé-
todo para la complets hidrolisis de enlaces peptidicos
con liberacidn cercana a las cantidades teGricas de trip-
tofano y otros aminodcidas labiles.

Casi todas las especies de proteasas poseen un substra
to especifico (pixon y Webb, 1958) la gque limita el grado
de hidrolisis de lus proteinas hasta un 30%. En estos ca
sos, de la digestifn se obtienen poli y oligopéptidos en
gran cantidad. WNpmato et al. (1960) encontraron gue las
proteasas de Streptomyces griseus (pronasa) san capaces
de hidraelizar varios tipos de enlaces peptidicos en pro--
teinas. De ssta hidrolisls se obtienen hasta un 90% de

aminodcidos libres.
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IV. DISEND EXPERIMENTAL.

Se selecclonaron caseina y concentrado de proteinmas -

de peacado (CPP) para evaluar el efecto gque ejerce el &l-

gall, en la disponibilidad de este aminodcido; cahe sefia-

lar gue dichas proteinas de ogrigen animal, son ricas en -
triptofano. Para dicho fin se propuso el siguiante esque--
ma de trabaijo:

a) Determinacidn de humedad y proteina cruda a8 los materia
les de prueba; caseina y CPP.

b) Tratamiento alcalino de caselna y CPP con 0.1N de NaOH
& 0.1 de Ca(OH), a 852 C* por & hrs. (simulando el --
proceso de nixtamalizacién) obteniéndaose as! los gi---
gulientes trataﬁientns:

Caselina (NaOH)
Caseina (Ca(OH),)
CPP (NaOH)

CPP (Ca(OH),)

c) Evaluéﬁién de triptofano en los materiales tratades y_

gin tratar (hidrolizando con Ba(0H), 0 pranasa).

En el primer caso, se determinard el triptofano con ~-

p~dimetilaminobenzaldehido (p-DMAB). Cuando los materia

les se hidrolicen con pronasa, se determinar$ triptofa

Todas las temperaturas se expresan en grado Celsius, -

por consiguiente, se omitiréd en adelante la letra C.
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e)

f)

no gue sufra racemizacidn (generacibn ﬁel D-igbmero).
La digestibilidad "in vitro" se evaluarad para cada uno
de los materiales protéicos mediante la relacidn entre
el triptofano cuantificado por hidrolisis enzimética vy
gl triptofano evaluado por hidrdlisis con Ba(OH), .
Determinacion de la dispornibllidad de triptofano en los
materiales de prueba tratados con los diferentes alca-
lis y sin tratamiento alcaling, utilizando paras ello -
pollos como modelo experimental, alimentandelos por un
lapso de 10 dias (primer fase experimental). La dispo-
nibilidad de este aminoicido, ge determinaré indirecta
mente por el desarrollo de los pollos (ganancia en pe-
s0). Se tendréd una segunda fase experimental gue serd_
llamads fase de recuperacidn, ya que se afadiré tripto

fano a dietas con deficiencia en este aminodcido.
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v,

MATERIALES Y METODGS.

5.1. HUMEDAD

Allilmentaos :

~ Caseina

Drogueria Cosmopolita S.A. Av. Revolucidn 1080 ME

xico, D.F.

- Concentrado de proteinas de pescada.

Strive Food Cansultants LTD, Montreal, Canad3i.

E u i s} 3

- Termobalanza DOhaus.

Los constituyentes de un alimento se determinan
con referencia a la muestra seca, los demas componen
tes guedaran en una proporcifn superior a la gue te-

nian & la muestra original. El agua retenida median-

te fuerzas no guimicas se llama agua na esencial, nop

malmente denominada humedad, el agua se determinag -~
por la pérdida de peso que sufre la muestra hasta -
canstancia de peso (Ayres, 1975). A

La determinacidn del agua contenida tanteo en los
materiales de prueha, como en las diferentes dietas,
se evalud par termobalanza. Se colocd 10 g. de mues-
tra en el plato del aparato, éste did directamente -~
el porcentaje de sgua contenido en ese alimento, me~
diante une escala gradusda en % de humedad can una -

precisidn de 0.1%.
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5.2. TRATAMIENTO ALCALIND DE CASEINA Y CONCENTRADD DE PRO
TEINAS DE PESCADO CON NaOH 0.1N y Ca(0OH) D.1N . -

Se trataron los diferentes materiales con Alcali,
utilizando para dicho fin, un método que trata de emy
lar el proceso de nixtamalizacitn, gue se utiliza en
México para la elaboracidn de la tortilla.

Al iImentoaos

Caseina

Concentrado de proteimas de pescado.

Reactivaos

NaOH O.1N
- Ca(OH), G.1N
Equlipo
- Estufa de temperatura regqulada LABCONCO.
- Molino tipo D MFG No. 20802
Chuo Bueki Goshi Kaisha
- pH metro Beckman modelo R-76
New Brunswick Scientific.

Se prepararon soluciones que tenian 7.0% decasql
na NaOH 0.1N, utilizando la misma concentracifin para
ls suluﬁibn D.1N de Ca(OH),. Para CPP la solucibn tu
vo una concentracidon del 3.5% en O0.1N de NaOH & ----
0.1N de Ca(DH),, ya gue a esta concentracibn se faci
11td la dispersifn del material de manera nomogénea.
El tratamiento térmico para smbas proteinas se reali

zb a 850 durante 4 hrs., para todas las soluciones.
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Inicialmente se pensf en seguir el proceso gue a con

tinuacion se describe graficamente.

CPP NaCH 0.1N Agitacidn
. a ~ Neutralizacién
. —— pfafoMeria o CH, COOH 0.1
Caseina Ca(OH), 0.1N Cte.
859/4 hrs.
3 Dializacibn y Evaporacifn a sequedad
L4
Secado Determinacién de
—_—) 3
a -7 Humedad
40Q

Como las soluciones eran muy diluidas, se tuva -
mucha dificultad para dializar volimenes de alrededor
de 20 litros 'y posteriormente evaporar a sequedad en
matraces cuya capacidad maxima era 1 litra, entances,
se optd par seguir el procedimienta que a conti--
nuacifn se cescribe:

a) La solucidn de caseina en Ca(OH), 0.1N se calentd
a fuego directo (previo calentamiento del &lcali_
a 859) observandose una dispersion total de casei
na en la solucifn a ésta temperatura (lo gue no -
sucedia si se calentaba la solucibn a la misma --
temperatura pero en bafio maria ya gue se formaba_
un grumo dificil de lavar) después de 4 horas de

tratamiento se filtro sobre gasea doble. E1 mate--
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b)

c)

d)

rial as{ obtenido se lavd can agua desionizada has
ta que el lavado no dié reaccidn alcalina con la -
fenolftaleina.

El material tratado se colocd en charolas a la es-
tufa & 40O durante 24 hrs; posteriormente y como -
paso final se llevd a una molienda hasta obtener -
un tamafic de particula homogéneo.

El CPP tratado con Ca(0H), bajo las mismas condi--
ciones arriba sefialadas se disperst muy finamente
en la solucidn sin formacion de grumos, con la ca-
racteristica de que al filtrar se obtuva un mate--
rial chicloso gue fue muy dificil de secar.

El tratamiento de caseina con NaODH 0.1N sucedid con
una disolucién total de la proteina a 8592 por 4 hrs.
Se precipifﬁ la proteina en frio con Acido acéticao
1.0 N a pH 3.5, filtradndose después en gasa y la-~
vando el precipitadc con agua desionizada hasta --
gue el lavado no did reaccidn alcalina con la fenal
ftaleina v el liquido madre fue nuevemente tratado
con acido acético y filtrade nuevamente. Se llevd_
a la estufa en charolas a 409 teniendo como carac-
teristica la formacidn de un gel dificil de mane--
Jar. Posteriarmente se llevh una molienda.

El CPP con NaOH 0.1N bajo las mismas condicliones -
de trabajo arriba sefisladas. Se precipitd con éci-

do acético 1.0N a pH 4.7, en este caso se obtuvo -
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una particula muy fina FAcil de secar y finalmente se lle

v, también, a una molienda.

5.3.

PROTEINA CRUCGA,

Alimentaos

- Caseina, Caseina (NaOH), Caseina (Ca(OH),).
- CPP, CPP(NaDH), CPP(Ca(OH),).

Reactivas

- HZSUA conc.

- Mezcla de selenio (Se0,, CuSDQ) Merck .

- NaOH 40%

- H3B0, 2%

- HC1l D.IN

- Sol. alcoholica de rojo de metilo 0.2% y

sol. scuosa de azul .de metileno 0.1% partes iguales

Eguipao:
- Aparato Microkjeldahl. Duran Scott Mains (sin ni-

mero de modelno).

- Balanza analitica. Sartorius cap. max. 160 g.

Fue determinada tanto en caseina y CPP sin trata-
miento alcalino como en las proteinas tratadas con
los dos diferentes alcalis por el método microk jel--
dahl (Pearson, 1981).

£l contenido de nitrbgeno amigeno en alimentos,

es convertido en sales de amonio (sulfatos) por di-

.gestion de la muestra con &cido sulflirico concentra

do. Esta digestion también oxida sl hidrbgeno y car

bono a didxido de carbono y agua. El sulfato de po-
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tasio es usado para evaluar el punto de ebullicidn de la
mezcla de digestidnm y el cobre o selenio se usa como cata
lizador.

El amoniaco es liberado de sus sales por alcaliniza---
cidn de la solucidn con hidroxido de sadio concentrado vy
es destilado en &cido bdrico y finalmente es titulado caon
un écido valorado.

Procedimientztao

1e La muestra totaslmente homaogénea (20-30 mg de prnbei
na) se digiere en matraces (30-35 ml) usando 0.8 g de mez
cla de selenio y 2 ml de 4cido sulflrico concentrada.

2.~ La solucién digerida, es dilulda y transferida al -
aparato microk jeldahl, usando un minimo volumen de agua.
3.- ©Se alcaliniza la solucidén que ya se encuentra en el
eveporador del aparato, con 15 ml de NaOH 40% y el amonia
ca liberado se destila sn 10 ml de Acido bdrico al 2% can
L4 gotas del indicador por 5 a 10 mins.

4 .- BSe prepara un blanca siguiendo el mismo procedimien-
to, excepto la adicidn de la muestra.

5.~ El destilado es titulado con HCl O0.1N. El centenido
de proteina cruda en alimentos, se calcula multiplicanda
el porcentaje de nitrbdgenc por un factor apropiadc (para
estas proteinas se utilizd 6.25).

% de proteina = % N X factor .
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5.4. PREPARACION DEL HIDROLIZADO DE CASEINA Y CPP PARA
LA DETEZRMINACION DEL CONTENIDO DE TRIPTOFAHO.

5.4.17. HIDRDLISIS ALCALINA Y DETERMINACION DE TRIPTOFAND
(METODO DE MILLER., 1967).

Alime ntos

- Caseina, Caseina(NaOH), Caseina(Ca(OH),).
- CPP, CPP(NaOH), CPP(Ca(QH), ).
Reactivas

Ba(OH),*8H, O

HCL 6.0N
- L-triptofans anhidro grado sigma USA.
- NaESUb anhidro 175 g/1

Egui p_ao :
- Autoclave LABCONCO

~ Centrifuga IEC HT. Intermacional eguipment Co.

La hidrolisispara la liberacién del triptofano se apli
ch a caseina y a CPP con tratamiento térmico-alcalino vy
sin &1, utilizando para este fin Ba(OH), vy un estandar in
terno como se describe a continuacién. El proposito del
estandar interno, es para cuantificar el dafio provacado
al triptofana, durante el tratamiento de hidrdlisis. GSe
asume, gue es =21 mismo dafio que sufre el triptofanc conte
nido en la proteina en cuestidn, gue se tomd en cuenta pa

ra la cuantificacidn del amino&cido en cada material.
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0.2-2.0 g de proteina

15.4 g de Ba(0OH),* 8H, 0

9.0 ml de agua

si se trata del estandar interno:
7.0 ml de agua y 2.0 ml de sol.
estandar de, Trp. (1.0 mg/ml).

autoclave 15 psi 7 h.
neutralizacion can HCL 6.0N.

Centrifugacidn caon 40 wml de-
scl. de Na, 50, para eliminar
iones bario.

Llevar a 100 ml o

si se trata de estandar interna:

llevar a 200 ml.
DETERMINACION DE TRIPTOFANO., El an&lisis del hidrolizado
ae realizd como se indica en la tabla 5.1. Debe notarse
gue es esencial para la determinacidn vy para un ndmero de
analisis hechaos ai mismg tiempo de adicién de las reacti-
vog en intervalos iguales de tiempo:
1.~ se compard contra un blanco preparado can una alicug
ta de 2 ml de agua desionizada yla misma secuencia de ---
reactivos.
2.- Una curva estandar se construyd para la determinacidn
de absorhancia producida por el cromAfaora azul producido
por 2 ml de alicuota de snlucianes contenienda de 0.5 a
3.0 mg de Trp/100 ml siguiendo el mismo procedimiento.
3.~ El contenide aparente del triptofanc del material de
prueba se corrigid por el porcentaje de recuperacibdn del

triptofano afiadido al estandar internao.
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Tabla 5.1

minacion del triptefano.

Diagrama de tiempos de adicibn de reactivos para

la deter

MUESTRA A AY An 8 8! B" C c! o
Alicunta del

hidrolizado ml. 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Adicidn

5.0 ml pDMAB a} 1 3 5 7 9 11 13 15
al tiempo

Adicidn

0.2 ml de

Nahg, al tiempo 20 21 23 25 27 29 31 33 35
Filtrar

al tiempo 24 25 27 29 31 33 35 37 39
Leer Abs.

590 nm al tiempo 4O 41 L3 45 47 49 51 53 55

Cada literal denota una muestra diferente.
Literal con ' o " son muestra problema.
Literal sola estandar interno.

pOMAB 0.5% en HCl conc.

NaNG, 0.2% en agua.

4.2, HIRDLISIS ENZIMATICA GON PRONASA A CASEINA, CONCENTRADO DE
PROTEINAS DE PESCADD Y DETERMINACION DE TRIPTOFAND (RAYNER

Y FOX, 1976).

limentaos:

Caseina, Caseina(NaOH), Caseina(Ca(DH),).
CPP, CPP(NaOH), CPP(Ca(Oil), ).

eactivos;

Pronasa (proteasas de Strp. griseus).
actividad: 45000 PUK/gm.
Calbiochem-Betring Corp. ta joya Calf.
Sol. reguladora de boratos 0.04M pH B.
Sol. reguladora de citratos pH 2.2.
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- Ac. plerica 1%

- NHQDH 3M

-~ L-trp anhidrao. Sigma USA.

Eqguipao:
- Resina de intercambio catibnico. AG W-X8.

The Dow Chemical Co. Midland, Michigan, USA.
- Autoanalizador Beckman 120 B
~ Bafio de agus. Mod. R-76. New Brwnswick Scientific.

La hidrblisis enzimatica (digestibilidad "in vitro") se
llevd a cabo en las mueatras de prueba tratadas con Alceli
y las no tratadas bajo las siguientes condiciaones:

1.- 70 mg del material de prueba; 12.5 mg de pronasa y 15
ml de sol. regualdora de boratos (pH 8.0) ajustando con
0.1M de NaOH.

2.-l‘Incubacién a 409 por 48 h en un bafio con agitacion -~
cangtante.

3.- Después de 15 incubacidn se tomd 5 ml del hidrolizado
agregandosele 10 ml de &c. plcrico 1%, para precipitar, se
centrifugd a 2000 g por 30 min vy 10 ml de la éoluciﬁn se
pasd por una golumna de intercambio catidnice de 9 X 1.2
cm AG W-X8, lavando con sgua desionizada hasta gue se eli
mind totalmente el &c. plerico.

4.~ Lops aminoicicds se eluyeron con 20 ml de NHAUH 3M y
40 ml de agua desionizada.

El método original sugiere evaporar el eluida, usando
un bafia de 45° y agregar al residuo seco 5 ml de sol. re-
gquladora de citratos (pH 2.2) para ser evaluado por un ang

lizader de aminoécidos.
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- Ac. plerico 1%

- NHQGH 3M

- L-trp anhidro. Sigma USA.

Egu ipo:
- Reaina de intercambio catidnico. AG W-X8.

The Dow Chemical Co. Midland, Michigan, USA.
- Autoanalizador Beckman 120 B

~ Bafio de agua. Mod. R-76. New Brwnswick Scientific.

La hidr@lisis enzimdtica (digestibilidad "in vitro") se
1levd a cabo en las muestras de pruehba tratadas con &lcali
y las no tratadas bajo las siguientes condicilanes:

1.- 70 mg del material de prueha; 12.5 mg de pronasa y 15
ml de sal. regualdora de boratos (pH 8.0) ajustando con
0.1M de NaOH.

2.~ vIncubacién a 40° par 48 h en un bafic con agitacién --
canstante.

3.~ Después de 15 incubacidn se tomd 5 ml del hidrolizada
agregandasele 10 ml de ac. picrico 1%, para precipitar, se
centrifugd a 2000 g por 30 min y 10 ml de la solucién se
pasd por una columna de intercambio catidnico de 9 X 1.2
cm AG W-X8, lavando con agua desionizada hasta gque se eli
mind tatalmente el ac. piecrico.

4.~ Los aminodciods se eluyeron con 20 ml de NHQGH 3My
40 ml de agua desionizada.

El método ariginal suglere evaporar el eluido, usando
un bafic de 45% y agregar al residuo seca 5 ml de sol. re-
guladora de citratos (pH 2.2) para ser evaluado por un ang

lizador de eminoacidaos.
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Como no se contaba con dicho equipo, se modificd el pro
cedimien£0 (como se describe adelante), aungue posterior--
mente y cuando se contd con el equipo necesario se analiza
ron las muestras en el autoanalizador pudiendo hacer una
comparacidn entre los valores obtenidos por la madifica---~
cidn con los valeres dados por el aparato.

MODIFICACION:

5.- 5e pasaron soluciones estandar de triptofanc a través
de la calumna que contenian 1.0, 2.0 y 3.0 mg de triptefa-
na par cada ml, con el objeto de observar el porcentaje de
recuperacibn del triptofanc pasado por la columna y asi po
der construir una curva estandar, siguiendo exactamente el
proceso anterior y determinando el triptofano por el méto-
do de Miller obténiendose una recuperacidn del aminoécido
del 97.8% + 2.2.

6.- El residuo seco resultado de la evaporacifn de la hi-

drolisis enzimltica (aminodcidos libres) se aford a 10 ml

¢
.

con agua.

7.- De la solucién anterior se tomd 2 ml de alicuota para
cuantificar el triptofano por el método de Miller.

8.- Para llevar al analizadnr de aminoicides de los 10 ml
del aforo se tombd 2 ml, se evaporaron a seguedad, reconsti
tuyéndose nuevamente con 2 ml. de solucifn reguladora de -
citgato pH 2.2.

9,-

Se efectud un blanco enzimatico para conocer la rnanti

dad de triptofano liberade por autohidrblisis de pronasa.
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5.4.3. DETERMINACION DE L-TRIPTOFAND,

Reactlilvaos

- So0l. enzimética (L-triptofanasa) & mg/ml en sol. regula-
dore de fosfatos pH 8.3 ‘

~ Sol. regualdora de fosfatos pH 8.3

- Sol. de piridoxal fosfato 1 mg en 5 ml de agua destilada
(coenzima).

-~ Toluena

- Bol. de L-triptofanc 100 ug de Trp/ml.

- p-DMAB al 2.45% en alcohol-HCL (15:1).

Se incuban a 37° durante 10 min, la enzima 0.2 ml y co-
enzima 0.1 ml en solucidn reguladora se agreaqs, cansideran
do el volumen de la muestra problema o solucifin de L-trip-~
tofano (para la curva patrdn) para completar 2 ml, una vez.
agregados éstos en el siguiente paso. VYa que se agregbii--
la muestra problema o solucién patrdn de L-triptofano, se
aérega a la mezcla‘de'reaccién 1 ml de tolueno y se llevd
a cabo la reaccidn durante 30 min exactamente a 377 . La
reaccifin enzimitica se detiene con bafio de hielo; Cuando
concluyd-la reaccidn se extrajo el indol liberaﬁo‘én la ca
pa de tolueno por agitacidn, seguida de una centrifugacian
a 8¢ para la precipitacidn de la enzima y separacion de ~-
las capas. VY el triptofano se determind con p-DMAB, 0.7
ml de giicunta por 4.5 ml de p-DMAB.

Se hacen hlancos de enzima y reactivos y se restan del

problema.
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5.5 PREPARACION DE DIETAS.

Alimentos:
- Caselna, Case{na(NaOH), Caseina(Ca(OH),
CPP, CPP(NaOH), CPP(Ca(OH),)

- Gelatina comercial sin especificaciones.

- Hidrolizado de caseina.

ICN Nutr. Bioch. Cleaveland.
~ Aceite de maiz "Mazola"
-~ Almiddn "Maicena"

Reactivaos

- Vitaminas
Productos Roche 5. A. de C. V.
Av. Universidad No. 3802

_ Sta. Gruz Atoyac

~ L-trp anhidro grado Sigma USA

.= L-leucina Sigma de México 5. A.

- L-valina R.A. Suiza.

- L-metionina anhidro grado Sigma USA.

- L-lisina-HCl Merck Dinamarca

- L-cysteina Merck Dinamarca

-~ L-isoleucina Merck Dinamarca

-~ L-glicina Merck Dinamarca

- Cloruro de colina Comsolmex 5. A.

La composicidn de las dietas experimentales, usadas en
este trahajo, se prepsraron de acuerdo a la composicién de
la dieta basal que presenta Ohara et al. (1980) tahla
5.2, en un experimento donde se utilizd pollaos.

Se prepard una dieta basal tabla 5.3, en la que se mez-
claran todos los ingredientes excepto la fuente de nitrégg
no v‘vitaminas. El fin de preparar una dieta basal, fue

para gue todas las dietas de prueba presentaran la misma
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Tabla 5.2. Composicibn de dieta basal.

Ingrediente %
Proteina : 19.13
Trp var
Aceite de maiz 15.00
Mezcla de minerales 5.37
Celulosa 3.00
NaHCO, 1.00
Cloruro de colina 0.20
Mezcla de vitaminas 0.20
Almidén c.b.p. 100

composicidn de los ingredientes no variables, ya que las
dietas, deben ser isoprotéicas e isocalfricas. La compo--
sicidn de minerales tabla 5.4 se realizd homogeneizando
cada unag de los componentes en una mezcladora. La mezcla
de vitaminas tabla 5.5, gue se reporta en este trabajo se
prepard de acuerdo al Nutrient Requirements of Poultry ---
(1977).

A partir de la dieta basél se pensaba preparar dietas a
tres niveles de tripfofanu, que cubrian el 33, 66 y 100% de
los requerimientos del polla, para gue este aminoécide (al
15% en dieta) tablas 5.6 y 5.7. GSe deseaba preparar die--
tas con un nivel de proteina de 20.3% en dieta. 5in em--
bargo, en la elaboracién de dietas, no se estimd la pureza
de la caseina hidrolizada y la humedad del almidan, quedan
do dilu{dos laos componentes de la dieta. Por ésto el con-
tenida de triptofano en las dietas fue 0.045, 0,091 y ----

0.136% y el de proteina de 19.56%.
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Tabla 5.3. Composicion de diets basal?®

INGREDIENTES

g/pera preparar 100 g de alimentg
Acefite de malz 13.62
Mezcla de minerales 4.87
Celulosa 2.72
NaHCO, 0.91
Almidaon L4 .20
Humedad 8.35
Tabla 5.4. Mezcla de minerales.*
INGREDIENTES n/kg de alimento
CaCO, 2.81
EaHPDb 26.29
HzHPUu 8.43
MgSDh 1.60
Fe(86H507Y BHZU 0.51
ZnCL, 0.19
KI D.019
CuSD,* 5H, 0 0.038
H3503 0.013
CaSD“-7HZU p.0ooo9
MnSDh HZU b.el
NaCl 8.24
NazMuDU ZH, O 0.0084

.

De acuerdo a Ohara et al.

(1988).
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Tabla 5.5. Mezcla de vitaminas.x

Vitamina mg/Kg de alimenta
Vitamina A? ’ 0.486 (1413 UI)
Vitamina D? 0.0047 (188 ICU)Q
Vitamina E° 14.023 (21 UI)
Vitamina K 0.4706

Tiamina 1.694

Riboflavina 3.388

Ac. pantoténico 9.411

Niacina 25.41

Piridoxina | 2.824

Biotina ' 0.141

Colina 0.1228

Fnlacina 0.517

Vitamina 812 0.0085

' De acuerdo al Nutriente Requirement of Paultry (1977).
2 Acetato de retinol.

3 Colecalciferol.

“ ICU International Chick Unit.

: D&k~ tocoferol.

g/100 g de alimentao.

La composicidn general de las dietas se presenta en la
tabla 5.8. Se usaron comag fuente de triptofano proteinas
tratadas con &lcall y sin tratar, cuya composicidén puede

observarse en la tabla 5.9.
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Tabla 5.6

Compaosicidn de las dietas experimentales1.

Ingredientes

0/100 g de alimento

Fuente de Trp

Material praotéico
Easeina-hidrnlizadaz
Gelatina
Aminuécidos,:

fiys

Gly

Met

Mezcla de vitaminash
Dieta basal

Cagseina sin tratar Caseina(NalH) Cagelna(Ca(OH),)
A 8 C A 8 C A 8 C
4.25 8.50 12.75 4,66 9,32 13,98 4,60 9.13 13,71
11.87 11.87 11.87 11.87 11.87 11.87 11.87 11.87 11.87
10.60 6.90 2.51 10.73 6.52 1.91 10.86 6.74 1.98
0.284 0.27 0.254 0.282 0.265 D0.25 0.284 0,271 0.253
0,260 wmcn ceeee e e 0.277 cmome ccme- 0.280
0,125 ==aee ceeae 0.135 0,029 ----- 0.136 0,029 ---w-
0.26 '0.26 0.26 0.26 0.26 B.26 0.26 0.26 0.26

72.37

72.31 72.36 72.06 71.73 71.45 71.99 71.70 71.65

! AR, B, C: 0.045, 0.091 y 0.136 g de
2 Aporte 5.03 g de sel y cenlizes totales/l00 g de alimento.
De acuerdo a "Modification of Illinois Reference Stsndard Amino Acid Mixture" Ssase

4

y Baker (1973).

Ver tabla 5.5. Mezcla de vitaminas.

Trp/100 g de alimento, respectivemente.



- 1¢ -

Tabla 5.7 Composicidn de las dietas axperimentales1.

Ingredientes g/100 g de alimento
Fuente de Trp Dieta con L-Trp CPP(NalOH) CPP(Ca(OH), )
A 8 C A B C A B C

Material protéico - D.045 0,091 0.136 3.68 7.4 1.1 3.79 7.59 11.37
Ceseina Hidrolizada® 11.87 11.87 11.87 11.87 11.87 11.87 11.87 11.87 11.87
Gelatina 13,31 13.28 13.24  11.95  7.98 4.3 11.43  7.79  4.17
Aminoécidos’® :

Val 0.086 0.086 0.086 cccee  —mecce  cocee ccmce  comme e————
Leu 0.240  0.240 0,240 ccece ccmee cmcce cmmes mmeme memee—
Tleu 0.670 0.670 0.670 e--we  cecoe cocme ccsne mmmen em—e-
Met 0.255 0.255 0.255 0.16 0.094 0.028 0.178 0.1l 0.043
Cys 0.317 0.317 0.317 0.266 0.234 0.202 0.266 0.233  0.199
Lys 0.192 0.192 0.192 coce-  scmce  smcae mmeem ————— ————
Mezcla de vitaminas® D.26 0.26 D.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26 0.26
Dieta basal 73.36  73.34  73.34  71.81 72.16 72.11 72.20 72.15 72.09

L R, BYC: 0,045, 0,091y 0.136 g de Trp/100 g de alimento, respectivamente.
2 Aporte 5.03 g de sal y cenlzas totales/100 g de alimento.

De acuerdo a "Modification of Illinois Reference Standard Amino Acid Mixture" Sasse
y Baker (1973).

Ver tabla 5.5 Mezcla de vitaminas.



Tabla 5.8 Composicidn general de las dietas.

Ingredientes %

Proteina 19.56
Aceite de mal: 13.62
Mezcla de minerales L.87
Celulosa 2.72
NaHECO, : 0.91
Mezcla de vitaminas B.26
Almidbn 44,20
Humedad 8.35
MaCl de hidrolizado de caseina 5.03
Material no cuantificado 0.48

Tabla 5.9 Composicidén de los materiales prutéicus1.

Material Humedad Praoteina cruda Triptafano

g/100 g de muestrs

Caselna 7.3 88.6 + 1.33 1.19 + 0.07
Caselna hidrolizade? 4.0 50.6 0.32 1 0.012
Caseina(NaOH) 7.3 82.4 + 1.14 1.17 + 0.01
Caseina(Ca(0H), ) 7.3 82.5 + 1.47 1.19 + 0.04
CPP (NaOH) 9.1 87.7 + 0.73 1.40 + 0.04
CPP(Ca(OH), ) 9.1 87.3 + 0.5 1.37 + 0.02
Gelatina 5.0 88.7 + 1.6 0.05 + 0.00

En todos los casos el nimero de réplicas fue 3.

2 Hidrolizado de caseina de ICN Nutr. Bioch. Cleaveland --
Oh. Nitrdgeno de aminodcidos 6.1% X 6.25 de acuerdo a la
etigueta.
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La preparacifin de las dietas se realizb de la siguiente
manera: el nivel de triptofano para cada dieta lo aportf
el material protéico tratado previamente con &lcali o sin -
dicho tratemiento, ya que se evalub el contenido de tripto-
fano de cada ung de los materiales. E1 nivel de 18.22% de
proteina se alcanz6 mediante la adicidn de hidrolizado de -
caselna y gelatina, ambos libres de triptofanu; A pesar de
gue se detectd una cantidad muy pequefia de triptofano en ge
latina, este valor no se tomd en cuenta para la formulacidn
de las dietas. El hidrolizado de caseina es un producto cg
mercial libre de triptofano segln especificaciones del fa--
bricante. Como se buscd ademés que no se tuviera deficien-
cias de esminoécidos esenciales (ver apéndice 1) se tomd en
cuenta el perfil de aminodcidos de las proteinas caon el fin
de ochaservar si la éumbinacién de proteinas, en diferentes -
proporciones, aportaban la cantidad necesaria de sminpéci--
dos esenciales.

S5e vifh entonces gue existla una deficiencia en algunos
amino&cidos esenciales principalmente cisteina y metionina
y alguneos otros, no siendo los mismos para todas las dietas
por lo que esta deficiencia se cubrid con la adicién de ami
nodcidos libres, satisfaciéndose los requerimientos de laos
pollas para esos nutrientes. Se adiciond entonces la mez--
cla de vitaminas y la cantidad necesaria de la dieta basal
para completar a 100 g de alimento.

Inicialmente se pensh en preparar dietas cuya fuente
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de triptotann fuera la proteina sin tratamiento o la protel
na tratada cen el Aleali, para que la primera sirviera como
patrén de comparacién. En el caso de la dieta con CPP ésto
no fue posible ya que por error todo el material fue someti-
do a tratamiento con los Alcelis. Por esta razon y como al
ternativa, se prepard una dieta al mismo nivel de proteina
y demés ingredientes pero donde la fuente de triptofano --
fue el L-triptofano adicionado al hidrolizados de caseina y
gelatina. Esta dieta se utilizd como patrdn de comparacidn
péra todos los tratamientos.

Se trabgjﬁ también con una dieta comercial, que se ad-
ministré durante los primeros siete dias de vida de los po-
llos. Esta fue analizada, los valores obtenidos se expre--
san en %: proteina cruda 19.3; grasd 2.7; fibra cruda 12.7;
humedad 19.5; cenizas 8.3 y estracto libre de nitrégeng ---

47.4 por diferencia.

5.6 METODOS ESTADISTICOS EMPLEADOS,

Se ush andlisis de varianza y diferencia de rangos pa-
ra determinar si existia diferencia significativa en el --
triptofano evaluado en los materiales protéicos.

La actividad biolégica se evalud relacionando las pen-
dientes de las ecuaciones de regresidn lineal obtenidas con
nivel de triptofano en diets vs. ganancia en peso de los po
1los o cantidad de triptefano consumido por pollo por dia en cada ni

vel de triptofano en dieta vs. la ganancia en peso de los
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pollas.
La dieta con L-triptofano se considerd como 100% de ac-

tividad bioldgica.

actividad .
= Pendiente de regresitn lineal de la dieta problema X 100

Pendiente de regresitn lineal de la dieta patrn.
biologica

- 35 =



VI, PARTE EXPERIMENTAL.

6.1 HIDROLISIS ENZIMATICA DE TRIPTOFAND "IN VITROY.

Una vez gue se evalub el contenido de triptofano en ca-
da uno de los materiales, la digestibilidad se evalud de la

siguiente manera:

1) Trp liberado con pronasa X 100 / Trp liberado con Ba(OH), usando
p~-DMAB en ambos casos.

2) L-Trp liberado con pronasa X 100 (usando L-triptofanasa)/ Trp libe-
rado con Ba(OH), usando p-DMAB en
ambos casos.

3) Trp liberado con pronasa X 100 (por autoanalizador)/ Trp liberado
con Ba(OH), .

Se determind también D-trp generado por el tratamiente alcalino, por

diferencia entre el triptofano total y L-triptofano.

6.2 DISPONIBILIDAD DE TRIPTOFANO "IN VIVOY,

La disponibilidad de triptofane "in viva" se determind
indirectamente como una medida del desarrollo del animal ex
perimental y el consumo de triptofano, cuantificando alimen
to consumido y peso ganado por los pollos.

En este experimento se trabajd con 200 pollos machas --
White Leghorn de un dia de nacidos (adquiridos en Avicola
Monroy de Calz. de la Viga 190 Bis México, D. F.).

Fuérun alimentados con una formulacifn comercial para

pollos por un peridodo de siete dies. Durante este lapso se
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mantuvieron a 30° pediante calentadores eléctricos, dentro
de un area conseguida por bastidores de alambre fig. 6.1.
En todo el experimentg se usd luz artificial las 24 h del
dia, condicidén semejante a la empleadé en granjas. Al tér-
mino de este perifideo se pesaron los pollos y del total, 76
fueron geleccionados, tomando como hase el peso medig: —----
7.8 + 4.0 g.

Los pollos selecciaonados fueron divididos en grupos de
acuerdo al tipo de dieta, considerando el nivel de trlptnfg
no en dieta vy él material protéico de prueba utilizado (ta-
hla 6.1). Por ejemplo, con caseina(NaOH) se prepararon 3
dietas a diferentes niveles de triptofano, 0.045,0.091 vy -
0.136% en dieta, mismos en todos los materiales protéicos
cada dieta se evalud en & pollos (la prueba se deseaba lle-
var a cabo con 6 pollos, sin embargo, al no contar can equi
po y materiales suficientes el nimero de pollos se redujo a
4) de tal manera que a cada material protéico de prueba fue
asignado 12 pollos, haciendo un total, para los & materia--
les protéicos, de 72 pollos.

Se usaron Jjaulas para ratas por falta de recursos econf-
micos y no disponer de jaulas especiales para pollos, adap-
tdndoseles comederos especialemte disefiados por nosotros --
donde la pérdida de alimento fue minima, asi como bebederos
segln se indica en la figuras 6.2 y 6.3. 8Se tratd en lo
posible que todos los animales de prueba estuvieran bajo --

las mismas condiciones ambientales: luz, humedad y tempera-
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Fig. 6.1 Lote de pollos machos de los cuales ee

obtuvieron 76 Unicamente para los diver

sos grupos experimentales.




Jaula y comedero disefiado para el exXpe
rimento, los bordes de la lata fueron
recubiertos con cidnta para evitar --

cortadas en el pollao.




- o4~

.Fig. 6-3 .

Anaqueles con jaulas usados en la prueba bioldgica.




tura.

Los animales fueran distribuidos en los anagueles como
se indica en la figuras 6.4. Los grupos de polles gue co-
rresponden a las dietas con los diferentes niveles de trip-
tafano se colocaron al azar en los anagueles. FPor ejemplo,
los paollaos alimentados con dietaes de 0.045% de triptofano
ocuparen el nivel superiar, marcada en lafigura 6.4 con ---
n)o (24 jaulas) y las 24 jaulas se dividieron en 6 grupos
gconsiderando los diferentes materiales de prueba, distribu-
yéndaose al azar, en cada caso (fig. 6.5).

Las pollos fueron colecados de mayor a menar peso como
lo indican las flechas de la fig. 6.4 con el fin de que pa-
ra todas las dietas se tuvieran cuatro pellos de peso inter
media y cuatro pollos de menar peso, caomo lo indica la ta--
hla 6.1.

Esta distribucidn de los pollos rsultd complicada, debi-
do a las limitacianes de los anaqueles, pues se buscd no --
introducir variables incontrolables. Lo ideal hubiera sido
cantar con anaqueles de 3 niveles con 24 jaulas cada una.

La distribucidn de las dietas se indica en la figura 6.5

Los pollos fueran alimentadas, con las dietas experimen-
tales durante diez dias (primera fase experimental). En el
dia 11 (fase de recuperacién) se agregd triptofano a las --
dietas can el fin de comprobar que el Gnice factor limitante
en el desarrollao de los polles fue la deficiencia de triptg

fano, ya gue las dietas se llevaran al 100% de los requeri-
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Fig. 6.4 Distribucién de los pollos y distribucidn de las dietas con diferentes

niveles de triptofano, en los anaqueles.
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Fig. 6.5 Distribucién de los pollios en los anaqueles y dietas de acuerdo al nivél de Trp y fuente
protéica. Material protéico: 1 Casefna sin tratar; 2 Caseina (NaOH); 3 Casefna (Ca(OH)Z);
L cpp (NaOH); 5 cPP (Ca(OH)Z); 6 Control. Nivel de Trp en dieta: A(0.045%); B(0.136%);
€(0.091%)
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Tabla  6.1. Oistribucidn de los animales de prueba a las diferentes

dietas y pesos medios iniclales.

Fuente de Trp % de Trp en dieta.
en diets

0.045 0.091 0.136

No. de pollos (pesos medios en g)
Caseina L(63.

0 +2.2) 4(72.5 + 1.3) 4(73.6 + 0.8)
Cageina(NaQH)  4(72.5 + 1.8) 4(67.57% 1.8) 4(78.87+ 1.0)
Cageina(Ca(OH), 4(70.9 + 1.3) 4(70.8 +1.7) 4(8l.4 ¥ 1.7)
Dieta con L-Trp 4(69.0 ¥ 1.7) 4(62.6 ¥ 1.5) 4(73.6 % 1.0)
CPP(NaOH) 4(71.6 ¥ 1.7) 4(69.4 ¥ 2.2) 4(67.8 ¥ D.6)
CRR(Ca(DH), )  4(63.2 + 1.7) 4(71.6 ¥ 1.8) 4(80.6 ¥ 1.3)

Tatal de pollos 24 2k 24

mientos del amino&cido. El experimento continud 5 dias mas
y se determind ganancia en peso de los animales, consumo de
alimento y alimento desperdiciado en ambos periddos. La --
centidad de triptofano agregado finalmente se presenta en

gl cuadro 6.2.
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Tahla 6-2. Triptofano agregado a las dietas para los O1ti-

mos 5 dias de prueba1.

Tratamiento % de Trp en dieta inicial

0.045 0.091 0.1362

A T A T A T
Caseina 0.106 0.15% 0.061 0.152 0.017 0.153
Caseina (NaOH) 0.10 0.145 0.050 D.141 —--ce —cea-
Caseina (Ta(OH),) 0.113 0.158 0.079 0.170 0.045 0.181
CPP(Ca (OH), ) 0.105 0.150 0.061 0.152 0.016 0.152
L-Trp 0.100 0.145 0.050 0.141 0.00 0.136
1

A= Trp agregado; T=Trp total ambos expresados como:

g Trp/100 g de alimento.

? La dieta gue contenia caseina-NaOH al 0.136% de Trp fue_

insuficiente.
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VII RESULTADDS.

tas tablas 7.1 y 7.2, muestran las curvas patrin utili-
zadas en la determinacifn del contenido de triptofano en
los diferentes alimentos usados en el experimento, utili--
zando para la hidrélisis: Ba(OH), y L-triptofanasa respec
tivamente. La tabla 7.2, muestra la especificidad de la -
L-triptofanasa utilizada para la liberacidn del L—triptufa

no.

Tabla 7.1 Curva patrén para la determinacién de triptg
fano caon p-DMAB1.

mg de Trp/100 ml Abs. 590 nm ec. y coef. de correla

cion.
3.0 0.5485
1.0 0.1965 Y= 0.209X - 0.08834
0.6 D.0U535 r= 0.9954

1 Se da el resultado de 3 réplicas.

En la tabla 7.4, se presentan los resultados obtenidas
de la determinacidn de triptofano en hidrolizasdos enzimé--
ticos vy alcalinns.de caseina y CPP tratados y sin tratami-
entas.

En la hidrdlisis con Ba(BH), y enzimética con pronasa
(Triptofano total) no existe diferenclias significatives en
él contenida de triptofano entre proteina sin tratar y las

proteinas tratadas respectivas con un nivel de significan-
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Tabla 7.2. Curva patrdn para la determinacién de L-Trp con —--

L-triptofanasa en hidrolizados enziméticas1.

ug L-Trp Abs. 540 nm ec. y coef. de correlacifn
05 0.04
10 0.087 Y= 0.00796X + 0.002
15 0.113 r= 0.9928
20 0.165
! Se da el resultado de 3 réplicas.
Tabla 7.3 Especificidad de la tripta?anansa1.
ug Trp Abs. 540 nm ' Actividad
20 L-Trp 0.165 100
20 DL-Trp 0.085 51.51
15 L-Trp 0.113 100
15 DL-Trp 0.056 49.55
1

Se da el resultado de 3 réplicas.
cia = 0.01.

En el contenido de L-triptefano de hidrolizados enzimé
ticos se observan diferencias significativas entre las pro
teinas sin tratar y las proteinas tratadas respectivas, al
mismo nivel de significancia (0.01). En caseina sin tra--
tar el contenido de L-triptofano es mayor que en caseina--
(NaOH) y caseina(Ca(OH), ). No se ghservd diferencia signi
ficativa en el contenido de triptofano entre estos {ltimaos
a un nivel de significancia 0.0l. El contenido de L-trip;
tofano de CPP(NalH) es significativamente menor que CPP(--
Ca(OH), ) y CPP sin tratar. Entre estas dos Gltimas protef

nas no se ohservd diferencia significativa en el contenido
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Tabla 7.4 Determinacifin de triptufann1.

Hidrblisis enziméatica

Hidrolisis
Tratamientos hésica Trp tutalz Trp tntal3 L-Trp“ D-Trp5
g de Trp/ 100 g de proteina

Caseina 1.19 + 0.07 1.06 + 0.01 1.25 0.97 + 0.01 0.09 - 0.28
CaseinB(NahH) 1.17 + 0.01 0.98 + 0.12 0.93 0.80 * 0.03 0.13 - 0.18
Caseina(Ca(0H),)  1.19 + 0.04 1.04 + 0.21  1.23  0.85 + 0.03 0.19 - 0.38
cee 1.37 + 0.01 0.86 + 0.18 0.93 0.89 + 0.08 0.00 - 0.04
CPP(NaOH) 1.40 + 0.04 0.82 + 0.06 0.49 D.19 + 0.06 0.30 - 0.63
CPP(Ca(OH),) 1.37 * 0.02 0.87 + 0.21 1.12 0.80 * 0.05 0.07 - 0.32
1

Media y desviacidn estandar de 3 réplicas en todos los casos excepto en el método de
intercambio ifénica.

Determinacidn con p-DMAB. ,
Determinacidn con analizador de amincacidos.
Determinmacidn con L-triptofanasa.

D-Trp fue determinado por diferencia entre Trp total - L-triptofanasa, se indicanlos
limites minimo y méximo de este enantidmero del método de medicién de Trp.
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de L-triptofano, con el mismo nivel de significencia.

En proteinas tratadas y sin trater, el contenido de Trp
es significativamente diferente en funcidn del tipo de mé-
todo empleado para su determinacidn. En hidrolizados pro-
téicos empleando Ba(OH), el contenido de Trp es significa-
tivamente mayor, que ambos hidreolizados de pronasa respec-
tives, excepto en hidrolizados de caseina(Ca (0OH),), donde
no se observb diferencia significativa en el contenido de
triptofann usando hidrflisis bAsica o hidradlisis enzimati-
ca (triptofamo total) 1.19 v 1.04 g de Trp/l00 de proteina
respectivamente.

En proteinas hidrolizadaa‘con pronasa se observaron di-
ferencias significativas entre triptofano total y L-Trp.
En ambas protelnas (caseina y CPP) tratados con NaOH, es
significativamente menor L-Trp que triptofane total con un
nivel de significancia 0.01. Emn el resto de los casos, --
proteinas sin tratar y tratadas con La(OH),, no existe di-
ferencia significativa entre L-Trp y triptofano total.

En la tabla 7.5 se muestran los resultados de la dispo-
nibilidad "in vitra" de triptofano en todas las protelnas
usadas.

La digestibilidad de triptofano en prateinas sin tratar
es similar cuendo se calcula usando los datos de L-Trp y
Trp total. En amhas proteinas tratadas la digestibilidad
de triptofano calculada con L-Trp es mayor que la digesti-

bilidad de Trp calculada con Trp total.
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Tabla 7.5 Digestibilidad de Trp "in vitro".

Tratamiento A B G
%
Caseina 89.17 81.51 105.04
Caseina(yaOH) 83.69 6£8.38 79.49
Caseina(Ca(OH),) 87.22 71.43 103.36
CPP 6£3.24 64 .96 6£7.88
CPP(NaOH) 57.95 13.57 35.00
CPP(Ca(DH)z) 63.48 58.39 81.75

La digestibilidad calculada con Trp determinado por ana
lizador de aminoédcidos se muestra en la columna C. Aguil
se ohbserva en ambas proteinas tratadas con NaOH y un decreg
mentoc menor en ambas proteinas tratadas can Ca{OH),.

En la tabla 7.6 se gresenta el consumo de alimento de -
los animales de prueba en las dos fases del experimento.
En todos los casos el consumo de alimento es mayor durante
la segunda fase del experimento, Gltimos 5 dias ( donde el
contenido de Trp se aumenta hasta el 100% de los requeri--
mientos de Trp en los pollos) excepto en caseina(Ca(OH),)
y caseina(NaOH) donde en este Oltimo tratamiento hay un
ligero decremento en el consumo de alimento, respecto a --
los primefus 10 dias. El incrementoc en el consumoc de ali-
mento en los dos primeros niveles de triptofanog: 0.045 y -
0.091%, respecto a la primera fase del experimento. En --
los grupos correspondisntes a las dietas con caseina, ca--
seiﬁa(Ca(DH)z), CPP(NaGH) y L-Trp el consumo de alimento
es directamente proporcional al nivel de triptofanc en dig

ta. En caseina(NaOH) e1 consumo de alimento es menor en
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Tabla 7.6 Alimento consumido por polleo por dia.

0.045% Trp 0.091% Trp 0.136% Trp
Tratamientos 1 2 1 2 1 2
9

Caseina 7.31 10,65 11.28 14,70 14,99 15.20
Caseina(NaQH) 9.06 12.65 13.60 14,70 13.40 12.40
Caseina(Ca(OH), ) 9.46 11.30 10.04 13.85 14.23 9.33
CPP(NalH) £.96 @ cowa- 8,00  ~--e- 11,446 aceee
CPP(Ca(0OH), ) 7.82 11.40 10.51 15.00 5.80 -X=
Dimta con L-Trp (patrén) 7.80 5.30 8.98 14,30 15.56 18.00

2

Primeros 10 dias del experimento.
Ultimos 5 dias del experimento (después de agregar Trp).

--- grupo de pollos donde no se efectud la 2da. fase experimental por dieta insuficiente.

-X- 100% de mortalidad.



el nivel més hajo de triptofano y permanece mAs o mengs ~--
constante en los niveles 0.091 y 0.136%. En el caso de -~
CPP(Ca(0H),) el consumo de alimento es menor en laos pollas
a los que se adninistrd la dieta con mayor contenido de Trp ~
proveniente del material protéico tratado con alcali y es

més alto en el nivel 0.091%.

En la tabla 7.7 se muestra el peso ganado paor pollo, -
por dia ( grafs. 1 y 2) de todos los tratamientos usados,-
durante las dos fases del experimento. En la segunda fase
del experimento el desarrollo de los pollos fue mayor res-
pecto a laos niveles 0.045 y 0.091% de Trp en dieta, simi--
lar a lo que ocurre con el consumo de alimento. Los gru--
pos de pollos gue corresponden a dietas con mgyor conteni-
do de triptofano, 0.136% en dieta, ganaron menos peso por
dia después de agregar Trp a las dietas. Los pollos gue
corresponden a las dietas con 0.136% de Trp en dieta, que
contenian caseina(NaOH) y L-Trp presentan el mismo decre--
mento a pesar de que no se agregb Trp a las dietas. En to
dos los tratamientos, a medida gue el nivel de triptofano
‘en dieta aumenta, se ohserva una tendencia de los animales
a ganar més peso por dis, excepto en los polles alimenta--
dos con una dieta que contenla caseina(NaOH) y CPP(Ca(0OH),)
donde el peso permanece constante y hay disminucifn de pe-
so respectivamente, en el nivel méas alte de Trp.

Los pollos correspondientes a la dieta can CPP(NaQOH) al

nivel 0.045% de Trp perdieron peso durante los primeros 10
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Tabla 7.7 Peso ganado por pollo por dia en dos periodos experimentales.

0.045% Trp 0.091% Trp D.136% Trp

Tratamientos 1 2 1 2 1 -2
g/dia

Caseina D.35 7.45 3.25 6.30 4.72 3.45
Caseina(NaDH) 0.73 8.25 3.80 6.20 3.79 2.60
Caseina(Ca(OH), ) 0.59 2.75 2.05 8.10 2.63 1.60
CPP(NaOH) -0.12 ———— 1.19 ———— 2.74 ———
CPR(Ca(OH), ) 0.57 6.70 2 .64 5.15 1.49 ~X~
Dieta con L-Trp (patrdn) 0.38 3.30 2.02 4,60 5.24 5.05

1
2

~X~- 100% de mortalidad.

Primeros 10 dias del experimento.

Ultimos 5 dias del experimento (después de agregar Trp).
--=- grupo de pollos donde no se efectud la 2da. fase experimental por dieta insuficiente.



dias del experimento. En la dieta can CPP{Ca(OH), ) al ni-
vel 0.136% de Trp, los animales aumentaron de pesc los pri
meros 5 dias del experimento. A partir de este dia se ob-
servd un decremento considerable de peso en los pollos, --
hasta la muerte de los animales. Este comportamiento de
los animales a lo largo de todo el experimeto no se obser-
va en la tabla ya gue sAloc se reporta la diferencia en pe-
so entre el Oltimo y primer dia de la prueba.

El peso medio final de los pollos en las daos fases de -
la prueba hiolfgica de los tres niveles de triptofano en -
dieta se muestran en la tabla 7.8.

En la primera fase del experimento el pesno alcanzado --
por los pollos es directamente proporcional al nivel de --
triptofano en dieta, excepto en el grupo de pollos corres-
pondientes a dietas con CPP(Ca(OH), ) donde el peso final -
de los pollos es mayor en el nivel 0.091% de triptefano en
dieta y el peso es similar en los niveles 0.045 y 0.136%
de Trp en dieta.

En la segunda fase del experimento, despufs de agregar
Trp a las dietas de recuperacidn de los pollos es mayopr --
cuendo se trata de animales que originalmente se adminis--
trd dietas a un nivel de Trp intermedio, 0.091% . Espe--~
cialmente en pollos alimentados con dietas gue contenian
caseina(NaOH) v caseina(Ca(OH), ) donde el peso final fue
el més alto en tado el grupo.

En la tahbla 7.9 aparecen los datos de Trp ingerido en
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Tabla 7.8 Pesos medips alcanzadaos al finallzar cada una de las fFases

experimentales del ensayo biolbgico.

Trp en Pesos finales
Tratamientos dieta 1 k
% Q
0.055  72.5 + 3.3 109.8 + 14.9
Caseina 0.091  105.0 + 7.7 136.5 4 14.7
0.136 125.8 +23.0 143.0 i.33'3
0.045  79.8 + 4.3 120.0 + 4.1
Caseina(NaOH) 0.091 105.5 + 3.5 136.5 + 13.5
0.136 116.7 + 13.0 129.7 +17.8
0.045  76.8 + 3.2 90.5 + 9.7
Easeina(Ca(UH)z) 0.091 9l.3 + 5.0 131.8 + 7.8
0.136 107.7 + 16.4 115.7 + 10.9
0.045  67.8 + 3.3 cmmmeeemeeee
CPP(NalH) 0.091 4.5 4 11 eeemmmmmeeee
0.136 lUD.B_+_ 3.9 e
0.045  77.3 + 5. 110.8 + 12.0
CPP(Ca(OH), ) 0.091  95.8 + 12.7 121.5 + 23.3
0.136  82.7 + 30.4 -X-
0.045  73.0 + 5.6 89.7 + 8.0
Dieta con L-Trp (patrén)  0.091 91.8 + 8.5 114.8 + 12.6
0.136  133.0 + 15.6 158.3 + 20.9

1

2 {11timos

-== grupo de pollos donde na se efectud la 2da. fase experimental por

dista insuficiente.
-X- 100% de mortalidad.

primeras 10 dias del experimento.

5 dias del experimenta.
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Table 7.9 Caonsumo de triptofano por pollio por dia.

0.045% Trp 0.091% Trp 0.136% Trp

Tratamientos 1 2 1 2 1 2
mg

Caseina 3.29 16.08 10.26 22 .34 20.37 23.26
Caseina(NaOH) 4,10 18.34 12.38 20,73 18.22 16.86
Caseina(Ca(OH),) 4.26 18.08 9.14 23 .5k 19.35 16.89
CPP(NalH) 3.13 eneem 7.28  cewa- 15.56  e--=-
CPP(Ca(0H), ) 3.52 17.10 9.56 22 .80 7.89 -Xw
Dieta con L-Trp (patrén) 3.51 13.95 8.17 21.45 21.16 27.00

1 Primeros 10 dias del experimento.

2 Yltimaos 5 dias del experimento (después de agregar Trp).
--- Grupe de pollos donde no se efectud la 2da. fase experimental por dieta insuficiente
-X- 100% de mortalidad.



las diferentes dietas a los 3 niveles de Trp 2 lo largo de
toda la prueba biol6gica. El consumo de Trp estd en rela-
cian directa del consumo de alimento y del nivel de Trp en
dieta. La actividad biolbgica se muestra en la tabla 7.10
donde se observa gue caseina y dieta con L-Trp muestran da
tos de actividad biolégica muy cercanas (graf. 3). En ca-
seina(NaOH) y CPP(NaOH) los valores son practicamente igua
les. La actividad biplogica més baja la presentan caseina
con Ca(OH), v el més alio CPP(CalH), cuya actividad biola-
gica esg en realidad la eficiencia de Trp, es decir, el pe-
so ganado por unidad de Trp consumide. En el caso de CPP
con Ca(OH), la actividad biolégica de 117% significa que
la eficiencia de Trp en cada punto o nivel de este aminca-
cido en dieta es mayor respecto a L-Trp. Graficando (gréaf
4) se ohservaria gque la recta eata calculada practicamente
can los dos primeros puntas, puesto que, el tercer punto
(0.136% de Trp) cae entre los puntos mencionados, es de--
cir, en ese grupc de pollos hay menor desarrollo porgque -~
consumen menos alimento.

En la tabla 7.11 se presenta la actividad bialBgica de
las proteinas relacionando las pendientes de las rectas -~
con la recta de L-Trp (gr&fica 5). Ohservandose de estas
relaciones un decremento marcado en la actividad hiaolégica
de proteinas tratadas con Ca(OH),, especialmente en ~~em--

CPP(Ca(0H), .

En proteinas tratadas con NaOH la disminucién en la ac
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Tabla 7.10 Regresién lineal entre peso panado contra triptofano

cansumido v su actividad biolégica1.

Trp en Ec. vy coef.,de Actividdad
Tratamiento dieta A 3 correlacidn biolégica
- % mg g %
D.045 3.29 D.35 v=0.25x - 0.03 92.02
Caseina 0.091 10.26  3.25 = 0.9575

0.136 20.37 +.72

0.045 4.1 0.73 v=0.23X + 0.15 8L.26
Caseina(NalH) 0.031 12.38 3.8 r= 0.9102
0.136 18.22 3.7

0.045 4,26 0.59 v=0.12X + 0.41 45.73
Caseina (Ca(OH), ) 0.051 9.14 2.05 r= 0.9025
0.136 19.35 2.63

0.045 3.13 -0.12 vy=0.22X - 0.67 83.15
CPP(NalH) 0.091 7.28 1.19 r= 0.9900
0.136 15.56  2.7%4

0.045 3,52 0.57 Y= 0.32X-0.64 117.30
CPP(Ca(OH),) 0.081 9.56 2.64 r= 0.5502
0.136 7.89  1.49

0.045 3.51 §.38 v=0.27X -0.40 100.00
Dieta con L-Trp (patrén)  0.091 8.17 2.02 r= 0.9968
0.136 21.16  5.24

A= trp consumido/pollo/dia.
B= peso ganado/pollo/dia.

X= Trp consumido; Y= peso ganado.
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Tabla 7.11 Regresifin lineal entre peso ganado cantra nivel de Trp

en dieta y su actividad biolhgica.

o, v cnef.1de Actividad
Tratamientos dieta B correlacidn bicldgica
% g

0.045 0.35 Y= 48.1X - 1.6 90.14
Caseina 0.G91 3.25 r= 0.5837

0.136 4,72

0.45 0.73 Y= 33,75 - 0.29 63.27
Caseina(NaOH) 0.091 3.80 r= 9.8678

0.136 3.79

0.045 0.59 Y= 22.45% 0.28 42,08
Caseina(Ca(OH), ) 0.051 2.05 r= 0.9718

0.136 2.63

0.045 -0.12 Y= 315&2X - 1.6 58.90
CPP(NaOH) 0.0%1 1.19 r= 0.9985

0.136 2.74

0.045 0.57 Y= 10.24X + 0.64 19.19
CPP(Ca(0H), ) 0.091 2.64 r= 0.4492

0.136 1.49

0.045 0.38 Y= 53.,34X ~ 2.3 100.00
Dieta con L-Trp (patrén)  0.091 2.02 r= 0.9816

0.136 5.24

B: peso ganado/pollo/dia.

T x= nivel de Trp; Y= peso ganado.
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tividad biclégica s grande pero no tan extrema como en
el caso de los materiales protéicos mencionados, &unde la
actividad biolAgics decrece por debajo del 50%.

En la tabla 7.12 se ve que la eficiencia de triptafano
en CPP(Ca(0OH), ) es mayor que en L-Trp sbla en los niveles
0.045 y 0.091. En el nivel de triptofano mis alto ésto se
invierte.

En los niveles de triptofano en dieta de 0.045 y 0,091
la eficiencia de este aminodcido tiende a ser mayor en los
materiales de prueba gue en el patrén de comparacion (dieta
con L-Trp).

Sin embargo en el nivel‘0.136 la eficiencia es menor en
todos los casos respecto a‘L-Trp al mismo nivel'de este --
amino&cido.

Los pollos de cada wuno de estas grupos, & pesar de con-
sumir mayor cantidad de triptofane, no se desarrollaron --
’>prnporciunalmente, lo gue hizo gque su actividad biolégica
disminuyera.

En la segunda fase de la prueba biulﬁgicé se ohservd un
incremento cansiderable en la eficiencia de triptofano en
los pollos correspondientes al nivel 0.045% de este aminoé
cido de cada una de las dietas. En el grupo de polles gue
correspanden al nivel medio la eficiencia de triptofano --
disminuyd ligeramente, excepto en caseina(Ca(0OH), ) donde -
se nhservé un ligero aumento. Los animales gue presentan

el nivel mis alto de triptofano en dieta, 0.136, la efici-
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Tabla 7.12 Eficiencia de triptofano en las dietas y en ambos

periodos .
1 2
Trp en  Eficiencia Trp en Eficiencia
Tratamientos dieta de Trp dieta de Trp
% g/mg % g/mg
0.045 0.106 0.151 0.463
Caseina 0.091 0,317 0.152 0.282
0.136 D.232 0.153 D.148
0.045 0.178 0.145 0.450
Caseina(NalH) 0.091 a.307 0.141 0.299
0.138 0.208 0.136 0.154
0.045 0.138 0.160 0.152
Caseina(Ca(OH),) 0.091 0.224 0.170 0.344
' 0.136 0.136 0.180 0.095
0.045 0.038 = eccace ac---
CPR(NalH) 0.091 0.136 <m0 e
0.136 0.176  cwmecm cmaee
0.045 0.162 0.150 0.392
CPP(Ca(0H),) 0.091 0.276 0.152 0.226
0.136 0.189 0.152 -X-
0.045 0.108 0.145 0.337
Dieta con L-Trp (patrén) 0.091 0.247 0.141 g0.214
0.136 0.248 0.136 0.187

x

g de peso ganado/ mg de Trp consumido.

L primercos 10 dias del experimento.

2 Oltimos 5 dias del experimento.
~-- grupo de pollos donde no se efectud la 2da. Fase experimental por

dieta insuficiente.
-X~ 100% de mortalidad.
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encia de triptofano disminuyd marcadamente en todos los ca
803.

En la tabla 7.13 se presenta ls mortalidad de los animg
les durante las dos fases del experimento, en las diferen-
tes dietas a los niveles de triptofano indicados. La mor-
talidad en ambas fases de la prueba fue similar. En gene-
ral, a medida que el nivel de triptofano en dieta aumenta
en los materiales de prueha, se incrementa también el nﬂmg
ro de muertes.

En los niveles de triptofano en dieta D.045, 0.091 y -~
0.136% se registraran 1, 3 v 5 animales muertos, respecti-
vamente. En total se registrd mortalidad de 16.6% en po--
llos alimentados con dietas gue contenian proteinas trata-

das.
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Tabla 7.13 Mortalidad de los pollos durante el ensayo bioldgico.

Tratamiento Nivel 1 2 Total

Nimerc de pollos

0.045  —me- — a
Caseina 0.091 —— ——
0.136 —— —
D0.045 —— ———
Caseina(NaDH) 0.091 1 1
0.136 — 1
0.065  mem- — )
Caseina(Ca(OH), ) 0.091 —— 1
0136  —m- ——— 0
0.045 —— P
CPP(NalH) 0.091 —— sens
g.136 ——— rann
D.045 ——— ——
CPR(Ca (OH), ) 1) R— —_—
0.136 2 2 4
. 0.0u5 1 —— 1
Dieta con L-Trp (patrén)  0.091 —— —— 0
0.136 ——— —— 0

1 primeros 10 dias del experimento.

2 Gltimos 5 dias del experimento.

** no ge continud el experimento con estos pollos.
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VIII. DISCUSION.

A pesar de que se realizaron tratamientos térmico-alci
linos en las proteinas, éstos no son tan drésticos como
para observar destruccifn del triptofano. Por esta razon
no se encontraron diferencias significativas en el conte-
nido de este aminofcido en las proteinas después de ser
tratadas con &dlcali. Sin embargo, en caseina ambos trats
mientos alcalinos provocan racemizacién de triptofano ---
en la misma proporcifn ya gue se encontraron diferencias
significativas en el contenido de L-triptofano en las pro
teinas después de ser tratadas. En el caso de CPP sdlo
se observd la racemizacidn cuando se llevd a cabo el tra-
tamiento con NaDH. En el resto de los casos, caseina, --
CPP sin tratar y CPP tratado con NaOH, las diferencias en
tre triptofano total y L-triptofano no son significativas
por lo que el valor reportado es despreciable. El valor
calculado del D-triptofano se reportd como un rango, don-
de un limite fue calculado por la diferencia entre L-trip
tofano y triptofano total determinado con p-DMAB. £l ---
otro limite fue calculado por la diferencia entre L-trip-
tofano y triptofano total determinado con autoanalizador
de aminoacidos. Este limite debe considerarse con precay
cié&, ya que por falta de recursos, no se hicieron répli-

cas en la determinacibn de triptofano total y no se reali
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zh el anflisis =stadistico correspondiente, para decidir
8i las diferencias observadas fueron significativas o no.

La digestibilidad del triptofano depende de la digesti
bilidad de las proteinas, es decir, cuando la digestihil}
dad de una proteina es alta, la cantidad de aminoécidos -
libres que se obtiene después de la digestidn también es
alta. Por esta razon, la digestibilidad de triptofano en
caseina fue mayor gue la digestibilidad de triptofano en
CPP. Ademéis los procesos alcalinos en proteinas provocan
disminucidn en la digestibilidad de ésta (De Grogt y -~---
Slump,1969), por lo que la digestibilidad del triptofano
en proteinas tratadas con 8lcali puede disminuir, como es
‘8l caso de caseina y CPP tratados con NaOH.

En la prueba biolbgica los pollos mostraron una tenden
cia a consumir mAs alimento a medida gue el nivel de ---
triptofano en dieta se incrementé. En un trabajo ante---
rior (Ohara et al., 1980) observaron el mismo comporta---
miento cuando administraron a pollos, dietas caon aiferen-
tes niveles de triptofano. Este comportamiento de los --
animales hace pensar gue el triptofano desempefia una fun-
cidn en la regulacidn del apetito, ya que a niveles muy
bajos, D.045% en dieta, el consumo de alimenticio en los
pollos se inhibid vy se incrementd gradualmente cuando
el nivel de triptofano en dieta se elevé hasta un D0.15%.
0 que la disminucidn del consumo de alimento se debid

simplemente, al desequilibrio que se gener6 cuanda se
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glabord le dieta carente en un aminchcido esencial y que
podris @ su vez tener exceso de otros. En particular en
pollos puede presentarse muerte, disminucidén de peso g --
disminucifn del consuma de alimento, si se presentan este
tipo de desequilibrios en la dieta administrada (Mahler vy
Lordes, 1971; Nutrient Requirements of Poultry, 1977).

El consumo de alimento en las pollos se elevd conside-
rahlemente cuando se agregd triptofano a las dietas defi~-
cientes en este aminacdcido. En los pollas alimentados
originalmente can dietas de un nivel intermedioc de este
amingécido, 0.091 g de triptofana/ 100 g de dieta, el con
sumo de alimento se regularizd en un periodo relativamen-
te carto, 5 dias, comparable al de los pollas alimentados
desde el primer dia, con dietas de mayor contenidao de ---
triptaofano. Sin embargn,‘lcs animales alimentados con -~
dietas muy deficientes en este aminofcido, 0.045 g de ~--~
triptofana/ QDD g de alimento (30% de los requerimientos)
una vez cubierta esta deficiencia, el consumo de alimento
se incrementd pero sin alcanzar los niveles de cansump re
gistrado en el resto de los pollos en el mismo periodo de
tiempn. A pesar de éste, la "eficiencia metabdlica” es
mayor en este grupo de pollos, es decir, el alimento gue
caonsuymen repercute en mayer medida en el desarrollo de
los animales (pesa ganaedo). En un periodo més largo es
prob;ble que 2l consumo de alimento ses uniforme o simi~-

lar en todos los grupos de pollos.
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La eficiencia de triptofanc en la primera fase de la
prueba biolfégica tendid a ser mayor en los pollos alimen-
tados con dletas al 0.091% de triptofano. En los pollos
se observa una tendencia a comer para satisfacer, primero
sus requerimientos energéticos (Nutrient Requirements of
Poultry, 1977). Resulta dificil definir los requerimien-
tos energéticos porque depende de muchos factores propios
del animal, como raza, edad, sexo, estado fisiolbgico, --
etc. y externos como ambiente en gque se desarrolla, prin-
cipalmente la temperatura, entre otros. En el caso de --
los pollos alimentados con dietas al 0.136% de triptofano
la eficiencia de este aminoAcido decrece, probablemente,
porque hay sobreconsumo de alimento para satisfacer sus
requerimientos energéticos y nutrientes como triptofano
no pueden ser aprovechados en la misﬁa medida en que se
cansumen.

En caseina se registrd la mixima eficiencia de tripto-
fano 0.463 g de peso ganado/ mg de triptotano consumido,
cuando el nivel de este amino&cido fue de 0 .15% en dieta.
Por arriba de este nivel la eficiencia decrece.

La disponibilidad puede ser expresada en forma cuanti-
tativa, cuando solamente un aminoacido estd limitando la
velocidad de desarrollo de sistemas biolbgicos en térmi--
nos de ese aminpécido (Schuweigert, 1948).

En las mismas protefnas cuando se evalud dispanibili--

dad de triptofanoc en pollos se observd gue el tratamiento
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con €a(0H), produce més dafio en este aminoAcido gue el
tratamiento con NalH, contrario a lo gue sucedid en el ex
perimento "in vitra".

La diferencia en los resultados obtenidos en ambas -~
pruebas se debe entre otras causas a que la prueba enzimd
tica se evalubd el dafio exclusivamente al triptafano y en
el experimento biolbgico interfieren en la disponibilidad
de triptoefano, el dafic provocado por el Alcali al resto
de los aminoécidos de las proteinas tratadas ya gue ésts
fue determinads indirectamente por el desarrollo de los
pollos y por tanto de la calidad del alimentn gue consu--
men.

En el grupo de pollos carrespondientes a la dieta con
L-triptofano al mas bajo nivel, se registrd un pollo muer
to. 5in embargo, su muerte se debié a que na ingirid ali
mento y presentd diarrea desde el primer dia. La mortali
dad fue mayor en los grupos de animales donde el nivel de
proteina tratada en dieta fue mis alto. En otro trabajo
ya citado (Uhara et al., 1980) se encontrd una mortalidad
en pollas alimentados con dietas gue contenian L-, DL-, vy
D-triptofano de 0.1, 1.1 y 7.8% respectivamente. Aungue
las causas de martalidad no fuerson conocidas, existe una
correlacidn entre mortalidad v D v DL-triptofano en dieta
independientemente de gque se dieron dietas con aminodci--
dos Enmo fuente de nitrageno excluasivamente.

La mortalldad observada e&n el presente trabajo se po--
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dria relacionar con varios factores: entre otros, la ge
neracibdn de D-triptofano, produccién de lisinpalanina --~-
(aminoécido generado por tratamientos alcalinos, identifi
cado cualitativamente en las proteinas tratadas). Es pro
bable que en proteinas tratadas con Ca(OH;, el contenido
de calcio se haya incrementadeo por arriba de 3.75% en dig
ta. A estos niveles el calcio interfiere con la utiliza-
cifn de Mg, Mn y Zn. Ademas de dar lugar a modificacio--
nes organolépticas en la dieta, especificamente en el sa-
bor de ésta. Las causas de mortalidad en el experimento
no fueron bien identificadas.

La digestibilidad biolégica de triptofano en caseina
"ip vitro" tiene una correlacidn con el valor biolbgico o
disponibilidad "in vivo". 5in embargo, en los demés ca--
sos no existe una carrelacién entre ambos valores de dis-
ponibilidad obtenidas por los métodos empleados En el ca
sg de la dispunibilidéd de triptofano "in vitro" caseina
y CPP tratadas con NalH presentaron valores inferiores a
las proteinas respectivas tratadas con Ca(OH),. Cuando
la disponibilidad de triptofano se determina "in vivo" la
disponibilidad de este aminpécido se invierte ya gue en
caseina y CPP tratadas con Ca(OH), la disponibilidad de
triptafano es menor que para las proteinas tratadas con
NaQH.

Estas diferenclas observadas se deben probablemente a

gue en la disponibilidad de triptofano evaluada por el mé
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todo "in vivo" existen otros factores independientes a es
te aminofcido ya gque, los tratamientos alcalinos pueden
hacer no disponible o limitante algumno o algunas aminuéci
dos diterentes del triptofano. Recordemos que la disponi
bilidad puede evaluarse cuando solamente un eminoacido re
gula el desarrolle del animal y en este caso no podemos
que los dafios por el tratamiento a otros aminodcidos no
influyan en el desarrolleo de los animales.

Lo anterior se podria confirmar al realizar tratamien-
tos alcalinos en gelatina y preparar dietas con esta pro-
teina tratada y sin tratar, agregando L-triptefano y -4-
otros amoncacidos. Evaluar la calidad de la proteina en
animales y determinar que si hay diferencias, se debieron
al dafio provocado por el tratsmiento a la proteina ( a --

otros aminofécidos diferentes del triptofanao).
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IX. CONCLUSIONES,

1.- Se determind digestibilidad de triptofano "in
vitra" con enzimas digestivas (pronasa) en caseina y CPP
tratadas con D.1N de NaBH y 0.1N de Ca(OH), a 857 por &4
hﬂy en caseina y CPP sin tratamiento alcalino. S6lo cuan
do caseina y CPP fueron sometidos a tratamiento alcalino
con NaOH la digestibilidad de triptofano "in vitro", eva-
luado por diferentes métodos, disminuyd considerablemente
en menor grado, también se encontrd disminucién en la di-
gestibilidad de triptofane "in vitre" en caseina tratada

con Ca(OH), .

2.~ Se encontrd racemizacifn generada por ambos
tratamientos alcalinos en caseina. En CPP sdla se obser-
vl racemizacidn de este aminodcido cuando el tratamiento
se hizd con NaOH. VY fue en este material protéico donde

ge detectd el mayor dafio, generandose 50% del D-isfmero.

3.- La disponihilidad de triptofanoc "in vive" se
determind midiendo la actividad biolbdgica de este amina--
dcido en caseina, caseina tratada con NaOH o Ca(OH),, CPP
tratado con NaOH y CPP tratado con Ca(0H),. Cuando las
proteinas se sometieron a tratamientos alcalinos la dispo

nibilidad de triptofano "in vivao" disminuyd en todos los
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vasas. El mayor decremento en la disponibilidad de este
aminondcido se ohbhservd en las materiales protéicos trata--

dos con Ca(OH),, particularmente en CPP,
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APENDICE - 1.

REQUERIMIENTOS DE AMINDACIDDS PARA POLLOS.
Seqin "Mpdification of Illinois of Reference Standar

Amino Acid Mixture® Saase y Baker (1973).
Amingécido % en dieta.
Arginins 8.85
Hiatidina .33
tisina* : 0.51
Tirosina 0.45
Triptofana* .15
fenilalanina* g.50
Metionina* 0.35
Cistina 0.35
Treonina* 0.865
Leucina * . 1.00
Isnleucina* p.6el
VYalina* 0.69
Prolina 0.40
Glicina* g0.60
ficido glutémico 12.00

* Esencial para esta especile.

En la preparacién de las dietas se consideraron los
perfiles de aminoédcidos tedricos, lo ideal hublers sido
determinar el contenido de sminoicidos de cada uno de
los materiales protélcos usados para tener datos reales.
Sin embargo, como no se disponia de un analizador de ami-
nodcidas esto no fue posible, se considero los reportes
de 1a literatura, sungue no representan los valores rea--
les de laos materiales experimentales. De acuerdo a la
cantidad de material protéico usado en la preparacidén de
las dietas se determind la cantidad de aminoécidos propor
cionados. En el caso de los aminoacidos esencliales que
no cubrian los reguerimientos en pollos, se agregd la can
tidad necesaria para cubrir esta deficiencia, como asmino-
Adcido libre.
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