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I. INTRODUCCION. 

Los requerimientos nutricionales del ser humano, en 

sus diversos estados fisiológicos, fueron definidos a -­

través de diferentes enfoques experimentales, inclusive 

en seres humanos directamente. Así, ácidos grasos, ami­

noácidos esenciales, carbohldratos, minerales y vitaminas 

además de agua, representan los nutrientes que se deben 

consumir en forma balanceada, para un funcionamiento nor 

mal del individuo~ Por esta razón, ningún nutriente 

"ocupa el primer lugar en nutrición" (Lawenberg et al., 

1970). Sin embargo, las proteínas son de primordial im­

portancia por la relación que guardan con aspectos tecno 

lógicos, nutricionales y político-económicos. 

La calidad nutricianal de las proteínas esta determi­

nada por varios factores. Entre otros, depende· de la -­

proporción de aminoácidos presentes, de la cantidad de 

aminoácidos esenciales, de la disponibilidad de éstos y 

la digestibilidad de las proteínas (Meyer, 1960). En 

general, las proteínas de origen animal tienen mayor va­

lor nutritiva. No obstante, los alimentos que las can-­

tienen son los más escasos, principalmente en los países 

en desarrolla. También, son los más difíciles de obte-­

ner, dados los altos castos de producción (Badui, 1981). 

Las unidades estructurales de las proteínas, 20 amino 
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ácidos diferentes, son los responsables de muchas propi~ 

dades importantes de éstas. Nutricionalmente, para el 

hombre s6lo B amlno~cidos son motivo de consideraci6n, 

ya que son esenciales para el ser humano y otras espe---

eles. Entre ellos destacan lisina, metionina y triptof~ 

no. Por su bajo contenida en alimentos de origen vegetal 

más consumidos (fuente de nitrógeno y base de la dieta 

del "mundo subdesarrollado", que comprende al 85% de la 

población mexicana (Castañón, 1981)). 

El incremento acelerado de la inversión extranjera 

en la industria alimentaria, en México, se inicia en la 

década de los sesentas (Castañón, 1981). El aumento del 

consumo de productos industrializados, que lleva consigo 

esta expansión, modifica los patrones tradicionales de 

alimentación. Los procesos de transformación, además, 

alteran la calidad y caractP.rÍsticas de los alimentos y 

en consecuencia, en muchos casos, agravan el problema nu 

tricional. En estos casos, es probable que ocurran da-­

ñas considerables en las proteínas (específicamente, pé~ 

dida y destrucción de aminoácidos, asl como disminución 

de la digestibilidad de las prote1nas). Algunos facto-­

res que intervienen es estos cambios son la temperatura, 

pH y substancias presentes o ajenas a los alimentas. 

El efecto inicial que se observa en proteínas someti­

das a tratamientos térmicos es la desnaturalización ---­

(Priestley, 1979). En todos los casas, ésto resultaba 
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benéfico para la calidad de las proteínas, puesto que se 

mejora su digestibilidad. No obstante, un calentamiento 

excesivo, por ejemplo 150°C durante 20 mins. a caseína o 

lisozima, provoca reacciones químicas, que promueven la 

descomposición de la mayorla de los aminoácidos. En el 

caso de la caseína todo el triptofano es destruido s 200 

grados centígrados. Y, en el orden de descomposición de 

los aminoácidos (caseína a 230-250°C y 20 mins.) el triE. 

tofana es el segundo aminoácido más afectado (Fujimaki, 

et al., 1972). Esto ocurre en muestras relativamente p~ 

ras, sin e~bargo, cuando estan presentes otros compues-­

tos (glucosa o linoleato de metilo) el número de posi--­

bles interacciones aumenta y el grado de descomposición 

también. Además del cambio en el contenido de aminoáci­

dos de las proteínas, en algunos casos se genP.ran O-isó­

meros (Hayas e et al., 1979) •. 

Por otro lado, la digestibilidad de las proteínas tr! 

tedas térmicamente, en presencia de glucosa o linoleato 

de metilo, disminuye considerablemente. La digestibili­

dad de case!na-glucosa y caseína-llnoleato de metilo es 

de 17% y71% respectivamente, cuando se somete a 1B0°c du 

rente 20 mins., respecto a caselna no calentada (Hsyase 

et al., 1979). 

Los procesos alcalinos en protelnas y alimentos se c~ 

nacen desde mucho tiempo atrás, la cocción alcalina del 

ma!z (nixtamalización) es probablemente el más antiguo. 
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El desarrollo'industrial permitió extender y diversifi-­

car su empleo, con la finalidad de aumentar el valor nu­

tritivo de los alimentos, lograr ciertas "caracterlsti-­

cas tecnológicas" en las prote1nas u obtener nuevos pro­

ductos alimenticios. Algunos ejemplos de este tipo son 

los siguientes: aolubilización y purificación de prote1-

nas, para obtener aislados y concentrados prote1nicos v.=. 

getales o animales; obtención de fibras de prote1nas de 

soya, etc. Algunos otros han sido sugeridos, como la 

preservación de pescado o destrucción de af latoxinas en 

granos y semillas con amoniaco gaseoso. 

El uso de procesos alcalinos, sin embargo, da lugar a 

efectos indeseables asociados con modificaciones qulmi-­

cas en las proteína~. Estos efectos guardan una rela--­

ción directa con la temperatura, pH y tiempo de exposi-­

ción. Por ejemplo, el tratamiento de proteínas de soya 

con NaOH, reduce su digestibilidad, valor biológico y 

NPU (utilización neta de proteínas) usando ratas en es-­

tas determinaciones (De Groot y Slump, 1969). Lo ante-­

rior se explica por la destrucción de varios aminoácidos 

como metionina, treonina y lisina; formación de O-isóme­

ros y modif icacianes que dan lugar a la formación de 

nuevos residuos. Al tratar diferentes proteínas como 

lisozima, papa!na, quimotripsinógeno y otras, can una 

solución D.2M de NaOH a 40°C por 2 h, se forma lisinoala 

nina (Bohak, 1964). 
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En proteínas de semilla de girasol fueron identifica­

dos ornitina, lisinoalanina, aloisoleucina y lantionina 

después de ser expuestas a soluciones 0.05-1.0M de NaOH 

(5.0% p/v) y 55-80°C durante 1-18 h. La presencia de 

lisinoalanina y lantionina indican la formación de una 

red tridimensional rígida, que reduce el acceso a las 

proteínas durante la hidrólisis, a enzimas proteolíticas 

(Provensal et al., 1975). Una solución de triptofano 

(1 mg/ml de 5N de NaOH) a 100°c durante 18. h, genera el 

14.14% del O-isómero, sin embargo, los aminoácidos en 

proteínas son facilmente racernizados y los aminoácidos 

libres son racemizados con dificultad, con álcali (Spies 

y Charnbers, 1949). 

El problema de la racemización del triptofano y ---­

otros aminoácidos radica en que éstos no son utilizados 

en la síntesis de proteínas. Estos y sus rnetabolítos 

son excretados en las heces y la orir.a (Berg, 1953). 

Ciertos animales pueden utilizar O-isómeros para sín­

tesis de proteínas, vi~ inversión de configuración: la 

rata usa 0-triptofano en un 100% (Phillips y Berg, 1954) 

el ratón y el pollo lo usan parcialmente, 50 y 20% res-­

pectivamente (Me Ewan et al., 1980; Ohara et al., 1980). 

Y no es disponible en el caso del conejo (Loh y Berg, --

1971.). 

Otras investigaciones muestran alteraciones renales 

(alargamiento citoplasmático y nuclear en células de la 
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porción recta del tuba proximal) en ratas alimentadas 

con una dieta que contiene 20% de proteínas tratadas can 

álcali. La inducción de toxicidad está correlacionada 

con la formación de lisinaalanina (Woodard v Short, 1973) 

Otros eetudios na revelan efectos histiológicas adversas 

en similares circunstancias (Van 8eek et al., 1974). En 

pollos v borregas alimentados con dietas que contienen 

proteínas tratadas con álcali se han observada deficien-­

cias en su desarrollo, v en pollos, en altos niveles de 

alimentación se han observado efectos tóxicos (Whitaker v 

Tannenbaum, 1977). 

Por otro lado, en un reciente trabajo (Tovar, 1981) se 

determinó la digestibilidad "in ultra" de triptofano en 

diversas proteínas, ricas en este aminoácido, tratadas 

can álcali, utilizando pronasa (proteasas de Streptomyces 

griseus) como agente hidrolitico. Sin embargo, no se han 

efectuada estudios donde se cuantifique 0-triptafano en 

proteínas sometidas a tratamientos térmico-alcalinos. 

- 6 -



II. OBJETIVO. 

1.- Evaluar ·1a digestibilidad de triptofeno "in vi 

tro" en caseína y concentrado de proteínas de pescado 

(CPP) 1 y comparar los resultados obtenidos con caseína y 

CPP tratadas con álcali 0.1N de NaOH o Ca(OH) 2 e 85°C du-

rante 4 h. 

2.- Cuantificar el D-triptofano generado por los 

tratamientos alcalinoe en caseína y CPP. 

3.- Determinar la disponibilidad de triptofano "in 

vivo" en caseína y CPP tratadas con álcali y sin tratar, 

usando como modelo experimental pollos de 9 dias de naci-

dos. 

HIPOTESIS: el triptofano presente en caseína y CPP 

sufre cambios al ser tratados térmicamente caseína y CPP 

en soluciones de NaOH o Ca(OH)2 , por lo que su actividad 

biológica decrece. 

Abreviaciones usadas: (CPP), concentrado de proteínas 
de pescada. 
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III. GENERALIDADES. 

El triptof ano es importante como aminoácido esencial y 

como precursor de diversos compuestos que intervienen en 

el metabolismo celular (niacina y serotonina, principal-­

mente). La niacina es una vitamina que puede formarse 

por una reacción secundaria del triptofano en el hígado. 

Grandes deficiencias de niacina y triptofano en la dieta 

causan pelagra, enfermedad carencial que provoca dermati­

tis, diarrea y demencia. La serotonina es un vasocons--­

trictor potente ~estimulante de la contracci6n del m6scu­

la liso. También es un neurotransmisor que ejerce un 

efecto significativo en el metabolismo cerebral. 

La exacta cuantificación del triptofano contenido en 

proteínas ofrece dificulatades bien conocidas desde hace 

muchos años. Uno de los principales problemas radica en 

la preparación de las muestras (hidr6lisis de proteínas) 

para su dRterminación. M~s difícil a6n es evaluar su 

aprovechamiento en organismos vivos, es decir, determinar 

su disponibilidad. 

Aunque existen diversos métodos para la liberación del 

triptofano, todos están sujetos a desventajas o limitacio 

nes técnicas, económicas o a una combinación de éstas --­

(Hill y Schmldt, 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 

microbiológicos y químicos (cromatografía de intercambio 

iónico, espectroscopia UV, espectrofluorometría, entre 

otros). 

El triptofano es destruido durante la hidrólisis ácida 

particularmente en presencia de carbohidratos (Miller, --

1967). Una fuerte afinidad de alfa cetoácidos por el --­

triptofano fue reportada en un trabajo anterior (Olcott y 

Fraenkel, 1947). La serina es desaminada en medio ácido, 

para producir ácido pirúvico (Damodaran y Ramachandran, 

1941) por lo que no es sorprendente encontrar una dismin!:_ 

ción en la recuperación del triptofano, en hidrólisis ác.!_ 

da de proteínas, con altos niveles de serina. La reacción 

del triptofano con ácido pirúvico, así como con carbohi-­

dratos, forma una solución café obscura que depende de la 

cantidad de triptofano destruido (Gortner y Blish, 1915). 

La estabilidad del triptofano fue confirmada bajo con­

diciones ácidas, cuando no esta presente cistina y en au­

sencia de oxigeno (Mondino y Bongiovanni, 1970). Cuando 

cistina y triptof ano están presentes en condiciones de hi 

drólisis ácida, en ausencia de carbohidratos y metales 

se lleva a cabo una reacción de Óxido-reducción. La des­

trucción del triptofano fue descrita, por su interacción 

con cistina durante hidrólisis ácida de proteínas, donde 

e 1 i ón "su lf en i o" ( +scH¿ CH(Nli¿ )CDDH) proveniente de c is ti ria· -­

es el principal responsable de la pérdida de triptofano 
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(Ohta y ffakal, 1979). 

La información anterior fue considerada para seleccia 

nar métodos alternos, como hidrólisis alcalina, usando 

Ba (OH ) 2 • 

El uso de Ba (OH) 2 produce mayar velocidad de hidróli-­

sis (Warner, 1942) no causa destrucción del triptofano v 

es de fácil neutralización y eliminación de los iones ba­

ria. En la determinación de triptofano con el método de 

Miller (ver materiales y métodos) se obtiene alta porcen­

taje de recuperación de este aminoácido, 95% en proteínas 

purificadas. A pesar de ésto, la hidrólisis alcalina pr.!:!. 

mueve la recemización del triptofano v en su determina--­

ción se cuantifican los dos isómeros. 

El color azul de p-dimetilaminabenzaldehido (p-DMAB) 

con triptofano es ~e los pigmentos más estables y parece 

ser el más adecuado para trabajos·colorimétricos. Dos 

moléculas de triptofano se condensan con una de p-DMAB P!!. 

ra dar el cromóforo que absorbe a 590 nm. El indol se 

condensa de forma similar con dos moléculas de p-DMAB pa­

ra dar un cromóforo de colar rojo, que absorbe a 540 nm 

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

1' "R 

R= H (rojo). 

R= CH2 CH(NH2 )COOH (azul). 
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• , 

La hldr6liele de protelnas por métodos enzimáticos es 

otro camino que se puede seguir para la determinación de 

aminoácidos, evitando la destrucción y modificación oel 

triptafano y otros aminoácidos. 

La completa degradación enzimática de las proteínas 

fue estudiada por diversas investigadores desde princi---

pies de sigla, Hill y Schmidt (1962) desarrollaran un mé-

todo para la completa hidrólisis de enlaces peptidicos 

con liberación cercana a las cantidades teóricas de trip-

tofana y otros aminoácidos lábiles. 

Casi todas las esoecies de proteasas paseen .un substr! 

to específico (óixon y Webb, 1958) lo que limita el grado 

de hidrólisis de 18s proteínas hasta un 30%. En estos ca 

sos, de la digestión se obtienen poli y oligopéptidos en 

gran cantidad. Nomnta et al. (1960) encontraron que las 

proteasas de Streptomyces griseus (pronasa) son capaces 

de hidrolizar varios tipos de enlaces peptídicos en pro--

teínas. De esta hidrólisis se obtienen hasta un 90% de 

aminoácidos libres. 
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1 
IV. DISEÑO EXPERIMENTAL. 

Se seleccionaron case1na y concentrado de proteínas -

de pescado (CPP) para evaluar el efecto que ejerce el ál-

cali, en la disponibilidad de este aminoácido; cabe seña-

lar que dichas proteínas de origen animal, son rlcás en -

triptofano. Para dicha fin se propuso el siguiente esque-

ma de trabajo: 

a) Determinación de humedad y proteína cruda a los materia 

les de prueba; caseína y CPP. 

b) Tratamiento alcalino de caseína y CPP con 0.1N de NaDH 

ó 0.1N de Ca(OH) 2 a 85!J c• por 4 hrs. (simulando el -­

proceso de nixtamalizacion) obteniéndose as1 los si---

guientes tratamientos: 

Caseína (NaDH) 

Caselna (Ca (OH) 2 ) 

CPP (NaDH) 

CPP (Ca(OH)<) 
~ 

c) Evaluación de triptofano en los materiales tratados y_ 

sin tratar (hidrolizanda con Ba(OH) 2 o pronasa). 

En el primer caso, se determinará el triptofano can --

p-dimetilaminobenzaldehldo (p-DMAB). Cuando las materia 

les se hidrolicen con pronasa, se determinará triptof! 

• Todas las temperaturas se expresan en grado Celsius, -

por consiguiente, se omitirá en adelante la letra C. 
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no que sufra racemización (generación del O-isómero). 

e) La digestibilidad "in vitro" se evaluará para cada uno 

de los materiales protéicos mediante la relación entre 

el triptofano cuanlif icado por hidrólisis enzimática y 

el triptorano evaluado por hidrólisis con Ba(OH)2 • 

f) Determinación de la disponibilidad de triptofano en los 

materiales de prueba tratados con los diferentes álca­

lis y sin tratamiento alcalino, utilizando para ello -

pollos como modelo experimental, alimentándolos por un 

lapso de 10 días (primer fase experimental). La dispo­

nibilidad de este aminoácido, se determinará indirecta 

mente por el desarrollo de los pollos (ganancia en pe­

so). Se tendrá una segunda fase experimental que será_ 

llamada fase de recuperación, ya que se añadirá tript~ 

fano a dietas con deficiencia en este aminoácido. 
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V. MATERIALES Y METODOS. 

5. 1. HUMEDAD 

A 1 l m e n t o s 

- Caseína 

Droguería Cosmopolita S.A. Av. Revolución 1080 Mé 

xico, D.F. 

- Concentrado de proteínas de pescada. 

Strive Food Consultants LTD. Montreal, Canadá. 

E q u i p o 

- Termobalanza Ohaus. 

Los constituyentes de un alimento se determinan 

con referencia a la muestra seca, los demás compone~ 

tes quedarán en una proporción superior a la que te­

n1an a la muestra original. El agua retenida median­

te fuerzas no químicas se llama agua no esencial,no!_ 

malmente denominada humedad, el agua se determina 

por la pérdida de peso que sufre la muestra hasta 

constancia de peso (Ayres, 1975). 

La determinación del agua contenida tanto en los 

materiales de prueba, como en las diferentes dietas, 

se evaluó por termobalanza. Se colocó 10 g. de mues­

tra en el plato del aparato, éste dió directamente -

el porcentaje de agua contenido en ese alimento, me­

diante una escala graduada en % de humedad con una -

precisión de 0.1%. 
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5.2. TRATAMIENTO ALCALINO DE CASEINA Y CONCENTRADO DE PRO 
TEINAS DE PESCADO CON NaDH 0.1N y Ca(OH) 0.1N 

Se trataron los diferentes materiales con álcali, 

utilizando para dicho fin, un método que trata de emu 

lar el proceso de nixtamalización, que se utiliza en 

México para la elaboración de la tortilla. 

A 1 i m e n t o s 

- Caseína 

- Concentrado de proteínas de pescado. 

R e a c t i v o s 

- Na OH O .1 N 

- Ca(DH) 2 0.1N 

Equipo 

- Estufa de temperatura regulada LABCONCO. 

- Molino tipo D MFG No. 20802 

Chuo Bueki Goshl Kaisha 

- pH metro Beckman modelo R-76 

New Brunswick Scientific. 

Se prepararon soluciones que tenian 7.0% de case.L 

na NaOH 0.1N, utilizando la misma concentración para 

la solución 0.1N de Ca(OH) 2 • Para CPP la solución t!:!_ 

va una concentración del 3.5% en 0.1N de NaOH ó 

D.1N de Ca(OH)2 , ya que a esta concentración se faci 

litó la dispersión del material de manera homogéneo. 

El tratamiento térmico para ambas prote1nas se real! 

zó a ase durante 4 hrs.' para todas las soluciones. 
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Inicialmente se pensó en seguir el proceso que a con 

tinuscián se describe graficsrnente. 

CPP NaDH D.1N ~itación 

ó á Baño Maria Neutralización 
con CH, COOH O .1 N 

Caseína Ca (OH)2 O .1N Cte. 

85Q/4 hrs. 

Dializacián -----... Evaporación a sequedad 
~--------J 

Secado 

a 
40Q 

Determinación de 

1-l.Jrnedad 

Como las soluciones eran muy diluidas, se tuvo -

mucha dificultad para dializar volúmenes de alrededor 

de 20 litros ·y posteriormente evaporar a sequedad en 

matraces cuya capacidad máxima era 1 litro, entonces, 

se optó por seguir el procedimiento que a conti--

nuación se aescribe: 

a) La solución de caseína en Ca(OH)2 D.1N se calentó 

a fuego directo (previo calentamiento del álcali 

a 85Q) observándose una dispersión total de case! 

ns en la solución a ésta temperatura (lo que no -

sucedla si se calentaba la solución a la misma --

temperatura pero en baño maria ya que se formaba 

un grumo dificil de lavar) después de 4 horas de 

tratamiento se filtro sobre gasa doble. El mate--
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rial así obtenido se lavó can agua desionizada ha=. 

ta que el lavado na dió reacción alcalina con la -

fenolftalelna. 

El material tratado se colocó en charolas a la es­

tufa a 400 durante 24 hrs; posteriormente y coma -

paso final se llevó a una molienda hasta obtener -

un tamaño de partícula homogéneo. 

b) El CPP tratada con Ca(OH) 2 bajo las mismas candi-­

cienes arriba señaladas se dispersó muy finamente 

en la solución sin formación de grumos, con la ca­

racterística de que al filtrar se obtuvo un mate-­

rial chicloso que fue muy difícil de secar. 

c) El tratamiento de caseína con NaOH 0.1N sucedió con 

una disolución total de la proteína a a5g por 4 hrs. 

Se precipitó la proteína en fria con ácido acético 

1.0 Na pH 3.5, filtrándose después en gasa y la-­

venda el precipitado con agua desionizada hasta -­

que el lavada na dió reacción alcalina con la f enol 

ftaleína y el liquida madre fue nuevamente tratado 

con ácido acético y filtrado nuevamente. Se llevó 

a la estufa en charolas a 400 teniendo como carac­

terística la formación de un gel difícil de mane-­

jar. Posteriormente se llevó una molienda. 

d) El CPP can NaOH D.1N bajo las mismas condiciones -

de trabajo arriba señaladas. Se precipitó con áci­

do acética 1.DN a pH 4.7,. en este caso se obtuvo -
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una partlcula muy fina fácil de secar y finalmente se lle 

vó, también, a una molienda. 

5.3. PRDTEINA CRUDA. 

Alimentos: 

- Caselna, Caselna (NaDH), Caselna (Ca(DH) 2 ). 

- CPP, CPP(NaOH), CPP(Ca(OH) 2 ). 

R e a c t i v o s 

- H2 so4 conc. 

- Mezcla de selenio (Se02 , CuSD4 ) Merck. 

- NaDH 40% 

- H3so3 2% 

- HCl 0.1N 

Sol. alcoholica de rojo de metilo 0.2% y 

sol. acuosa de azul .de metileno O .1% partes iguales 

Equipo: 

- Aparato Microkjeldahl. Duran Scott Mains (sin nú­

mero de modelo). 

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

fue determinada tanto en caseína y CPP sin trata-

miento alcalino como en las proteínas tratadas con 

los dos diferentes álcalis por el método microkjel--

dahl (Pearson, 1981). 

El contenido de nitrógeno amígeno en alimentos, 

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

.gestión de la muestra con ácido sulfúrico concentra 

do. Esta digestión también oxida al hidrógeno y car 

bono a dióxido de carbono y agua. El sulfato de po-
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tasia es usado para evaluar el punto de ebullici6n de la 

mezcla de digesti6n y el cobre a selenio se usa cama cata 

lizador. 

El amoniaco ea liberada de sus sales par alcaliniza--­

ción de la solución con hidróxido de sodio concentrado y 

es destilada en ácido bórica y finalmente es titulada can 

un ácido valorada. 

P r a c e d i m i e n t o : 

1.- La muestra totalmente homag•nea (20-30 mg de pro~e! 

na) se digiere en matraces (30-35 ml) usando 0.8 g de mez 

cla de selenio y 2 ml de ácido sulfúrica concentrada. 

2.- La solución digerida, es diluida y transferida al 

aparato microkjeldahl, usando un minimo volumen de agua. 

3.- Se alcaliniza la solución que ya se encuentra en el 

evaporador del aparata, con 15 ml de NaOH 40% y el amonia 

ca liberado se destila en 10 ml de ácido bórica al 2% con 

4 gotas dei indicador por 5 a 10 mins. 

4.- Se prepara un blanco siguiendo el misma procedimien­

to, excepta la adición de la muestra. 

5.- El destilado es titulado con HCl 0.1N. El contenido 

de proteína cruda en alimentas, se calcula multiplicando 

el porcentaje de nitrógeno par un factor apropiado (para 

estas proteínas se utilizó 6.25). 

% de proteína = % N X factor • 
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5.4. PREPARACION DEL HIDRDLIZADO DE CASEINA y CPP PARA 

LA DETERMINACIDN DEL CONTENIDO DE TRIPTOFAHD. 

5.4.1. HIDROLISIS ALCALINA Y DETERMINACIDN DE TRIPTOFANO 

(METODO DE MILLER. 1957). 

Alimentos: 

- Caseína, Caseina(NaOH), Caseína(Ca(OH)
2 

). 

- CPP, CPP(NaOH), CPP(Ca(OH)
2 

). 

R e a c t i v o s : 

- Ba(OH) 2 • BH, O 

- HCl 6.0N 

- L-trlptofano anhidro grado sigma USA. 

- Na 2 so4 anhidro 175 g/l 

Equipo: 

- Autoclave LABCONCO 

- Centrifuga !EC HT. Internacional equipment Ca. 

Le hidrolisispara le liberación del triptofano se epli 

có e caseína y a CPP con tratamiento térmico-alcalino v 

sin él, utilizando para este fín 8a(DH)2 y un estandar i.!2_ 

terno como se describe a.continuación. El propósito del 

estandar interno, es para cuantificar el daño provocado 

al triptofano, durante el tratamiento de hidrólisis. Se 

asume, que es al mismo daño que sufre el triptofano cont~ 

nido en la proteína en cuestión, que se tomó en cuenta p~ 

ra le cuantificación del aminoácido en ceda material. 
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1 

0.2-2.D g de proteína 
15.4 g de Ba(OH) 2 • BH2 O 
9.0 ml de agua 
si se trata del estandar interna: 
7.0 ml de agua v 2.0 ml de sol. 
estandar dl Trp. (1.0 mg/ml ). 

autoclave 15 psi 7 h. 

n'utroli'ª'i'." oon HCi 6.0N. 

Centrifugacian con 40 ml de. 
sel. de Na 2 so4 para eliminar 
iones bario. 

Llevar a lJo ml o 
si se trata de estandar interno: 
llevar a 200 ml. 

OETERMINACION DE TRIPTOFANO. El análisis del hidrolizado 

se realizó como se indica en la tabla 5.1. Debe notarse 

que es esencial para la determinación v para un número de 

análisis hechos al mismo tiempo de adición de los reacti-

vos en intervalos iguales de tiempo: 

1.- se comparó contra un blanco preparado con una alicuo 

ta de 2 ml de agua desionizada yla misma secuencia de ---

reactivos. 

2.- Una curva estandar se construvó para la determinación 

de absorb3ncia producida por el cromóforo azul producido 

por 2 ml de alícuota de soluciones cant~nienda de 0.5 a 

3.0 mg de Trp/100 ml siguiendo el misma procedimiento. 

3.- El contenida aparente del triptofano del material de 

prueba se corrigió par el porcentaje de recuperación del 

triptofano añadido al estandar interno. 
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Tabla 5.1 Diagrama de tiempos de adición de reactivos para la deter 
minación del triptofano. 

MUESTRA A A' A" B 8' 8" e e• [" 

Alícuota del 
hidrolizado ml. 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

Adición 
5.0 ml pDMAB o 3 5 7 9 11 13 15 
al tiempo 

Adición 
0.2 ml de 20 21 23 25 27 29 31 33 NaNO¿ al tiempo 

Filtrar 
al tiempo 24 25 27 29 31 33 35 37 

Leer Abs. 
590 nm al tiempo 40 41 43 45 47 49 51 53 

- Cada literal denota una muestra diferente. 
- Literal con ' o " son muestra problema. 
- Literal sola estandar interno. 
- pDMAB 0.5% en HCl conc. 
- NaND¿ 0.2% en agua. 

5.4.2. HIROLISIS ENZIMATICA CON PRONASA A CASEINA, CONCENTRADO DE 

PROTEINAS DE PESCADO Y DETERMINACION DE TRIPTDFANO (RAYNER 

Y FOX, 1976). 

A l i m e n t o s : 

- Caseína, Caseina(NaOH), Caselna(Ca(OH)2 ). 

- CPP, CPP(NaOH), CPP(Ca(Oll)2 ). 

R e a c t i v o s ; 

- Pronasa (proteasas de Strp. griseus). 

actividad: 45000 PUK/gm. 

CallJiochem-Behring Corp. La joya Calf. 

- Sol. reguladora de boratos O.D4M pH B. 

- Sol. requladora de citratos pH 2.2. 
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- Ac • p 1 e r i e o l % 

- NH4 OH 3M 

- L-trp anhidro. Sigma USA. 

Egulpo 
- Resina de intercambio catiónico. AG W-XB. 
lhe Dow Chemical Ce. Midland, Michiyan, USA. 

- Autaanalizador Beckman 120 8 

- Baña de ague. Mod. R-76. New Brwnswick Scientif le. 

La hidrólisis enzimática (digestibilidad "in vitro") se 

llevó a cabo en las muestres de prueba tratadas can álcali 

y las no tratadas baja las siguientes condiciones: 

1.- 70 mg del material de prueba; 12.5 mg de pronasa y 15 

ml de sol. regualdora de boratos (pH B.O) ajustando con 

0.1M de NaOH. 

2.- Incubación a 40° por 48 h en un baño con agitación --

constante. 

3.- Después de la incubación se tomó 5 ml del hidralizado 

agregandosele 10 ml de ác. pícrico 1%, para precipitar, se 

centrifugó a 2000 g por 30 min y 10 ml de la solución se 

pasó por una ~~lumna de intercambio catiónico de 9 X 1.2 

cm AG W-X8, lavando con agua desionizada hasta que se eli 

minó totalmente el ác. pícrico. 

4.- Los aminoáciods se eluyeran con 20 ml de NH40H 3M y 

40 ml de agua desionizada. 

El método original sugiere evaporar el eluido, usando 

un baño de 45° y agregar al residuo seco 5 ml de eol. re-

guladora de citratos (pH 2.2) para ser evaluado por un ana 

lizador de aminoácidos. 
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- Ac. plcrico 1% 
- NH 4DH 3M 

- L-trp anhidro. Sigma USA. 

E q u i p o : 

- Resina de intercambio cati6nlco. AG W-XB. 

TI1e Dow Chemical Ca. Midland, Michigan, USA. 

- Autoanalizador Beckman 120 B 

- Baño de agua. Mod. R-?6. New Brwnswick Scientific. 

La hidr6lisis enzimática (digestibilidad "in vitro") se 

llevó a cabo en las muestras de prueba tratadas con álcali 

y las no tratadas bajo las siguientes condiciones: 

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.- Incubaci6n a 40° por 48 h en un baño con agitación --

constante. 

3.- Después de la incubación se tomó 5 ml del hidrolizado 

agregandosele 10 ml de ác. pícrico 1%, para precipitar, se 

centrifugó a 2000 g por 30 min y 10 ml de la solución se 

pasó por una columna de intercambio catiónico de 9 X 1.2 

cm AG W-XB, lavanda con agua desionizada hasta que se eli 

minó totalmente el ác. pícrico. 

4.- Los aminoáciods se eluyeron con 20 ml de NH40H 3M v 

40 ml de agua desionizada. 

El método original sugiere evaporar el eluido, usando 

un baño de 45° v agregar al residuo seco 5 ml de sol. re-

guladara de citratos (pH 2.2) para ser evaluado por un ana 

lizador de aminoácidos. 
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Como no se contaba con dicho equipo, se modificó el prE!.. 

cedimiento (como se describe adelante), aunque posterior--

mente y cuando se contó con el equipo necesario se analiza 

ron las muestras en el autoanalizador pudiendo hacer una 

comparación entre las valores obtenidos por la madif ica---

ción can los valores dados por el aparata. 

MODIFICACIDN: 

5.- Se pasaron soluciones estandar de triptafano a través 

de la columna que contenían 1.0, 2.0 y 3.0 mg de triptafa-

no por cada ml, can el objeta de observar el porcentaje de 

recuperación del triptafana pasada por la columna y así PE!_ 

der construir una curva estandar, siguiendo exactamente el 

procesa anterior y determinando el triptafana par el méta-

do de Miller obténiendose una recuperación del aminoácido 

del 97 .8% + 2 .-2. 

6.- El resídua seca resultada de la evaporación de la hi-

drólisis enzimática (aminoácidos libres) se aforó a 10 ml 

con agua. 

7.- De la solución anterior se tomó 2 ml de alícuota para 

cuantificar el triptafana por el método de Miller. 

8.- Para llevar al analizan~r de aminoácidos de las 10 ml 

del aforo se tomó 2 ml, se evaporaron a sequedad, reconstl:_ 

tuyéndose nuevamente con 2 ml. de solución reguladora de -

citrato pH 2 .2. 

9.- Se efectuó un blanco enzimático para conocer ia r.anti 

dad de triptafano liberado por autohidróllsis de pranasa. 
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5.4.3. DETERMINACIDN DE L-TRIPTOFAND. 

R e a c t i v o s 

- Sol. enzimática (L-triptofanasa) 4 mg/ml en sol. regula­

dora de fosfatos pH 8.3 

- Sol. regualdora de fosfatos pH 8.3 

- Sol. de piridoxal fosfato l mg en 5 ml de agua destilada 

(coenzima). 

- Tolueno 

- Sol. de L-triptofano 100 ug de Trp/ml. 

- p-OMAB al 2.45% en alcohol-HGl (15:1). 

Se incuban a 37° durante 10 min, la enzima 0.2 ml v co-

enzima 0.1 ml en solución reguladora se agrega, consideran 

do el volumen de la muestra problema o solución de L-trip­

tofano (para la curva patrón) para completar 2 ml, una vez 

agregados éstos en el siguiente paso. Va que se agregó>-~ 

la muestra problema o solución patrón de L-triptof ano, se 

agrega a la mezcla de reacción 1 .ml de tolueno v se llevó 

a cabo la reacción durante JO min exactamente a 37° • La 

reacción enzimática se detiene con baño de hielo. Cuando 

concluyó la reacción se extrajó el indol liberado ~n la ca 

pa de tolueno por agitación, seguida de una centrifugación 

a aº para la precipitación de la enzima y separación de -­

las capas. V el triptofano se determinó con p-DMAB, 0.7 

ml de alícuota por 4.5 ml de p-DMAB. 

Se hacen blancos de enzima v reactivos y se restan del 

problema. 
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5.5 PREPARACIDN DE DIETAS. 

A 1 i m e n t o s 

- Caseína, Caseína(NaOH), Caseína(Ca(OH) 2 

CPP, CPP(NaOH), CPP(Ca(OH) 2 ) 

- Gelatina comercial sin especificaciones. 

- Hidrolizado de caseína. 

ICN Nutr. Bioch. Cleaveland. 

- Aceite de malz "Mazola" 

- Almid6n "Maicena" 

R e a c t i v o s : 

- Vitaminas 

Productos Roche S. A. de C. V. 

Av. Universidad No. 902 

Sta. Cruz Atoyac 

L-trp anhídro grado Sigma USA 

- L-leucina Sigma de México S. A. 

- L-valina R.A. Suiza. 

- L-metionina anhidro grado Sigma USA. 

- L-lislna-HCl Merck Dinamarca 

- L-cysteina Merck Dinamarca 

- L-isoleucina Merck Dinamarca 

- L-glicina Merck Dinamarca 

Cloruro de colina Comsolmex S. A. 

La composici6n de las dietas experimentales, usadas en 

este trabajo, se prepararon de acuerdo a la composici6n de 

la dieta basal que presenta Ohara et al. (1980) tabla 

5.2, en un experimento donde se utiliz6 pollos. 

Se prepar6 una dieta basal tabla 5.3, en la que se mez­

claron todos los ingredientes excepto la fuente de nitr6g!;_ 

no y vitaminas. El fin de preparar una dieta basal, fue 

para que todas las dietas de prueba presentaran la misma 
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Tabla 5.2. Composición de dieta basal. 

r n g r e d i e n t e 

Proteína 
Trp 
Aceite de maíz 
Mezcla de minerales 
Celulosa 
NaHC03 

Cloruro de colina 
Mezcla de vitaminas 
Almidón 

19 .13 
var 

15 .oo 
5.37 
3.00 
1.00 
0.20 
0.20 

c.b.p. 100 

composición de los ingredientes no variables, ya que las 

dietas, deben ser isopratéicas e isocalóricas. La compo­

sición de minerales tabla 5.4 se realizó homogeneizando 

cada una de las componentes en una mezcladora. La mezcla 

de vitaminas tabla 5.5, que se reporta en este trabaja se 

preparó de acuerda. al Nutrient Requirements of Poultry 

(1977). 

A partir de la dieta basal se pensaba preparar dietas a 

tres niveles de triptofano, que cubrian el 33, 66 y 100% de 

los requerimientos del palla, para que este aminoácido (al 

15% en dieta) tablas 5.6 y 5.7. Se deseaba preparar die-­

tas can un nivel de proteína de 20.3% en dieta. Sin em--

barga, en la elaboración de dietas, no se estimó la pureza 

de la caseína hidralizada y la humedad del almidón, queda!!. 

da diluidos las componentes de la.dieta. Por ésto el con-

tenido de triptofano en las dietas fue 0.045, 0,091 y 

0.136% y el de proteína de 19.56%. 
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Tabla 5.3. Composición de dieta basal~ 

INGREDIENTES 
g/para preparar 100 g de alimento 

Ac e 1 te de m a i z 
Mezcla de minerales 
Celulosa 
NaHC03 

Almidón 
Humedad 

Tabla 5.4. Mezcla de minerales.• 

13 .62 
4.87 
2. 72 
0.91 

44.20 
8.35 

INGREDIENTES g/Kg de alimento· 

CaC03 

CaHPD4 
K2 HP04 
MgSD4 
Fe (C6H

5
0

7
)• 6H

2
D 

ZnCL2 

KI 

Cuso4• 5H2 O 

H
3

so3 
CoS04• 7H2 O 

MnS04 H2D 

NaCl 

Na 2 Mo04• 2H2 O 

• De acuer·do a Dhara et al. (1980). 
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2.81 

26.29 

8.43 

1.60 

0.51 

o .19 

o .019 

0.038 

0.013 

0.0009 

0.61 

8.24 

0.0084 



Tabla 5.5. Mezcla de vitaminas. 1. 

V i t a m i n a 

Vitamina A2 

Vitamina D' 

Vitamina E5 

Vitamina K 

Tiamina 

Ribaflavina 

Ac. pantoténico 

Niacina 

Piridoxina 

Biotina 

Colina 

Folacina 

Vitamina s12 

mg/Kg de alimento 

0.486 

0.0047 

14.023 

0.4706 

1.694 

3.388 

9.411 

25.41 

2.824 

0.141 

0.122 6 

0.517 

0.0085 

(1413 UI) 

(188 ICU) 4 

(21 UI) 

~ De acuerdo al Nutriente Requirement af Poultry (1977). 
2 Acetato de retino!. 
3 Colecalciferol. 
4 !CU International Chick Unit. 
5 D-c(- tocoferol. 
6 g/100 g de alimento. 

La composición general de las dietas se presenta en la 

tabla 5.8. Se usaron como fuente de triptofano proteínas 

tratadas can álcali y sin tratar, cuya composición puede 

observarse en la tabla 5.9. 
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1 

2 

3 

Tabla 5.6 

Ingredientes 

1 Composición de las dietas experimentales • 

g/100 g de alimenta 

Fuente de Trp Case!na sin tratar Case1na(NaOH) Caselna(Ca(OH)~) 

Material pratéico 
z 

Caseina-hidralizada 

Gelatina 
, ) 

Am lnaaci dos 
(;y s 

Gly 

Met 

Mezcla de vitaminas 4 

Dieta baaal 

A B 

4.25 8.50 

11.87 11. 87 

10.60 6. 90 

0.284 0.2'7 

0.244 

o .125 

e 

12.75 

11.87 

2.51 

0.254 

0.26 0.26 0.26 

72.37 72.31 72.36 

A, 8 1 C: 0.045, 0.091 y 0.136 g de Trp/100 g de 

Aparta 5.03 g de sal y cenizas totales/100 g de 

A 8 e A B e --- ---
4.56 9.32 13 .98 4.60 9.13 13.71 

11.87 11.87 11 .87 11.87 11.87 11.87 

10. 73 6.52 l. 91 10 .86 6. 74 l. 98 

o .282 0.269 0.25 o .284 0.271 o .253 

0.277 o .280 

o .135 o .029 0.136 D.029 

0.26 D.26 0.26 D.26 0.26 0.26 

72.06 71. 73 71. 45 71.99 71.70 71.65 

alimento, respectivamente. 

alimento. 

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

4 Ver tabla 5.5. Mezcla de vitaminas. 



Tabla 5.7 Composición de las dietas experimentales 1 • 

I n g r e d i e n t e s g/100 g de alimento 

Fuente de Trp Dieta c:on L-Trp CPP(NaOH) CPP(Ca(OH)2 ) 

A B e A B e A B C 

Material protéico 

Caeelna Hidrolizada2 

Gelatina 

Aminoácido e' : 

Val 

Leu 

Ileu 

Met 

Cye 

Lye 

Mezcla de vitaminas 4 

Dieta basal 

---
0.045 0.091 0.136 3.68 

11.87 11.87 11.87 11.87 

13.31 13.28 13.24 11.95 

0.086 0.086 

0.240 0.240 

0.670 0.670 

0.255 0.255 

0.317 0.317 

o .192 o .192 

0.26 0.26 

73.36 73.34 

0.086 

0.240 

0.670 

0.255 0.16 

0.317 0.266 

0.192 

0.26 0.26 

73. 34 71.81 

7.4 

11.87 

7.98 

0.094 

0.234 

0.26 

72.16 

11.l 3.79 7.59 

11.87 11.87 11.87 

4.43 11.43 7.79 

0.028 0.178 0.11 

0.202 0.266 0.233 

0.26 0.26 0.26 

72.11 72.20 72.15 

1 
A, B Y C: 0,045, 0,091 y 0.136 g de Trp/100 g de alimento, respectivamente. 

2 
Aporta 5,03 g de sal y cenizas totales/100 g de alimento. 

3 
De acuerdo a "Modiflcation of Illinola Reference Standard Amino Acid Mixture" Saaae 
y Baker (1973), 

4 
Ver tabla 5.5 Mezcla de vitaminas. 

11.37 

11.87 

4.]7 

0.043 

0.199 

0.26 

72 .09 



Tabla 5.8 Composición general de las dietas. 

I n g r e d 1 e n t e s % 

Proteína 19.56 

Aceí te de maíz 13.62 

Mezcla de minerales 4.87 

Celulosa 2.72 

NaHC03 0.91 

Mezcla de vitaminas o .26 

Almidón 44.20 

Humedad 8.35 

NaCl de hidrolizado de caseína 5.03 

Material no cuantificada 0.48 

Tabla 5.9 Composición de las materiales protéicas 1 

Material Humedad Pro te ín a cruda Triptofano 

g/100 g de muestra 
Caseína 7.3 88.6 + 1.33 1.19 + o.o? 
Caseína hidroli zada2 4.0 50.6 0.32 + 0.012 

Caseina(NaOH) 7.3 82.4 + 1.14 1.17 + 0.01 

Caseína (Ca (OH) 2 ) 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) 2 ) 9.1 87.3 + 0.5 1.37 + 0.02 

Gelatina 9.0 88.7 + 1.6 o.os +O.DO 

1 En todas los casos el número de réplicas fue 3. 
2 Hidrolizado de caseína de ICN Nutr. Bioch. Cleaveland 

Oh. Nitrógeno de aminoácidos 6.1% X 6.25 de acuerda a la 
etiqueta. 
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La preparación de las dietas se realizó de la siguiente 

manera: el nivel de triptofano para cada dieta lo aportó 

el material protéico tratado previamente con álcali o ain -

dicho tratamiento, ya que se evaluó el contenido de tripto­

fano de cada uno de los materiales. El nivel de 18.22% de 

proteína se alcanzó mediante la adición de hidrolizado de -

caseína y gelatina, ambos libres de triptofano. A pesar de 

que se detectó una cantidad muy pequeña de triptofano en g~ 

latina, este v~lor no se tomó en cuenta para la formulación 

de las dietas. El hidrolizado de caseína es un producto c~ 

mercial libre de triptofano según especificaciones del fa-­

bricante. Como se buscó además que no se tuviera deficien­

cias de aminoácidos esenciales (ver apéndice l) se tomó en 

cuenta el perfil de aminoácidos de las proteínas con el fin 

de observar si la combinación de proteínas, en diferentes -

proporciones, aportaban la cantidad necesaria de aminoéci-­

dos esenciales. 

Se vió entonces que existía una deficiencia en algunos 

aminoácidos esenciales principalmente cisteina y metionina 

y algunos otros, no siendo los mismos para todas las dietas 

por lo que esta deficiencia se cubrió con la adición de ami 

noácidos libres, satisfaciéndose los requerimientos de los 

pollos para esos nutrientes. Se adicionó entonces la mez-­

cla de vitaminas y la cantidad necesaria de la dieta basal 

para completar a 100 g de alimento. 

Inicialmente se pensó en preparar dietas cuya fue~~e 
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de triptofano fuera la protelna ain tratamiento o la prote~ 

na tratada con el álcali, para que la primera sirviera como 

patrón de comparación. 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 álcalis. Por esta razón v como al 

ternativa, se preparó una dieta al mismo nivel de proteína 

y demás ingredientes pero donde la fuente de triptofano -­

fue el L-triptofano adicionado al hidrolizado de caseína y 

gelatina. Esta dieta se utilizó como patrón de comparación 

para todos los tratamientos. 

Se trab~jó también con una dieta comercial, que ae ad­

ministró durante los primeros siete dias de vida de los po­

llos. Esta fue analizada, los valores obtenidos se expre-­

san en%: proteína cruda 19.3; gras~ 2.7; fibra cruda 12.7; 

humedad 19.5; cenizas 8.3 y estracto libre de nitrógeno ---

47.4 por diferencia. 

5.6 METDDOS ESTADISTICOS EMPLEADOS. 

Se usó análisis de varianza y diferencia de rangos pa­

ra determinar si existía diferencia significativa en el 

triptofano evaluado en los materiales protéicos. 

La actividad biológica se evaluó relacionando las pen­

dientes de las ecuaciones de regresión lineal obtenidas con 

nivel de triptofano en dieta vs. ganancia en peso de los p~ 

llos o cantidad de triptofano consumido por pollo por día en cada ni 

vel de triptofano en dieta vs. la ganancia en peso de los 
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pollos. 

La dieta con L-triptofano se consideró como 100% de ac-

tividad biológica. 

actividad . ' = Pendiente de regresion lineal de la dieta problema X 100 

Pendiente de regresión lineal de la dieta patrón. 
biológica 
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VI. PARTE EXPERIMENTAL. 

6.1 HIDRDLISlS ENZIMATICA DE TRIPTDFAND "IN VITRD". 

Una vez que se evaluó el contenido de triptofano en ca-

da uno de los materiales, la digestibilidad se evaluó de la 

siguiente manera: 

1) Trp !iberado con pronasa X 100 / Trp liberado con Ba(DH)2 usando 

p-DMAB en ambos casos. 

2) L-Trp liberado con pronasa X !DO (usando L-triptofanasa)/ Trp libe­

rado con Ba(DH)2 usando p-DMAB en 

ambos casos. 

3) Trp liberado con pronasa X 100 (por autoanalizador)/ Trp liberado 

con Ba(DH)2 • 

Se determinó también 0-trp generado por el tratemiento alcalino, por 

diferencia entre el triptofano total y L-triptofano. 

6.2 DISPONIBILIDAD DE TRIPTDFAND "IN VIVO". 

La disponibilidad de triptofano "in vivo" se determinó 

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 trabajó con 200 pollos machos --

White Leghorn de un día de nacidos (adquiridos en Avícola 

Monroy de Calz. de la Viga 190 Bis México, D. F.). 

Fueron alimentados con una formulación comercial para 

pollos por un periódo de siete dias. Durante este lapso se 
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mantuvieran a 30° mediante calentadores eléctricas, dentro 

de un área conseguida par bastidores de alambre fig. 6.1. 

En todo el experimento se us6 luz artificial las 24 h del 

día, condici6n semejante a la empleada en granjas. Al tér-

mino de este perióda se pesaron los pollos y del total, 76 

fueron seleccionados, tomando como base el peso medio: -----

74.8 + 4.0 g. 

Los pollos seleccionadas fueron divididas en grupas de 

acuerdo al tipo de dieta, considerando el nivel de triptaf~ 
[ 

na en dieta v el material pratéica de prueba utilizada (ta-

bla 6.1). Por ejempla, con caseína(NaOH) se prepararon 3 

dietas a diferentes niveles de triptofana, 0.045,0.091 y 

0.136% en dieta, mismos en todos los materiales pratéicas 

cada dieta se evaluó en 4 pollos (la prueba se deseaba lle-

var a cabo con 6 pallas, sin embarga, al no contar can equl 

po y materiales suficientes el número de pollos se redujo a 

4) de tal manera que a cada material pratéica de prueba fue 

asignado 12 pollas, hacienda un total, para los 6 materia--

les pratéicos, de 72 pollas. 

Se usaron jaulas para ratas por falta de recursos econó-

micos y no disponer de jaulas especiales para pollos, adap-

tándoseles comederos especialemte diseñadas par nosotros --

donde la pérdida de alimento fue mínima, así como bebederos 

según se indica en la figuras 6.2 v 6.3. Se trató 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 únicamente para los diver 

sos grupos experimentales. 
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Fig. 6.2 Jaula y comedero diseñado para el exp!:_ 

rimento, los bordes de la lata fueron 

recubiertos con cidnta para evitar -­

cortadas en el pollo. 
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.Fig. 6·3. Anaqueles con jaula.e usados en la prueba biológica. 



1 
tura. 

Los animales fueron distribuidos en los anaqueles como 

se indica en la figura 6.4. Los grupos de pollos que co­

rresponden a las dietas con los diferentes niveles de trip­

tofano se colocaron al azar en los anaqueles. Por ejemplo, 

los pollos alimentados con dietas de 0.045% de triptofano 

ocuparon el nivel superior, marcada en lafigura 6.4 con --­

") 11 (24 jaulas) y las 24 jaulas se di vi dieron en 6 grupos 

considerando los diferentes materiales de prueba, distribu­

yéndose al azar, en cada caso (fig. 6.5). 

Los pollos fueron colocados de mayor a menor peso como 

lo indican las flechas de la fig. 6,4 con el fin de quepa­

ra todas las dietas se tuvieran cuatro pollos de peso inte~ 

medio y cuatro pollos de menor peso, como lo indica la ta-­

bla 6. l. 

Esta distribución de los pollos rsultó complicada, debi­

do a las limitaciones de los anaqueles, pues se buscó no -­

introducir variables incontrolables. Lo ideal hubiera sido 

cantar con anaqueles de 3 niveles con 24 jaulas cada uno. 

La distribución de las dietas se indica en la figura 6.5 

Los pollos fueron alimentadas, con las dietas experimen­

tales durante diez dias (primera fase experimental). En el 

dla 11 (fase de recuperación) se agregó triptofano a las 

dietas con el fin de comprobar que el único factor limitante 

en el desarrollo de los pollos fue la deficiencia de tript~ 

fano, ya que las dietas se llevaran al 100% de los requeri-
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Fig. 6.4 Distribución de los pollos y distribución de las dietas con diferentes 

niveles de triptofano, en los anaqueles. 
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Fig. 6.S Distribución de los pollos en los anaqueles y dietas de acuerdo al nivel de Trp y fuente 

protélca. Material protéico: 1 Caserna sin tratar; 2 Caseína (NaOH); 3 Caseína (Ca(OH) 2) ¡ 

4 CPP (NaOH); 5 CPP (Ca(OH)
2

) ¡ 6 Control. Nivei" de Trp en dieta: A(0.045%); B(O. 136%) ¡ 

C(0,091%) 
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Tabla 6.1. Distribución de los animales de prueba a las diferentes 

dietas v pesos medios iniciales. 

Fuente de Trp 
en dieta 

Caseína 
Caseína(NaOH) 
Caseína(Ca(OH)2 
Diet¡:¡ con L-Trp 
CPP(NaOH) 
CfJP(Ca (OH)2 ) 

% de Trp en dieta. 

0.045 0.091 0.136 

No. de pollos (pesos medios en g) 
4(69.0 + 2.2) 4(72.5 + 1.3) 4(73.6 + 0.8) 
4(72.5 +"1.8) 4(67.5t 1.8) 4(78.8"+ 1.0) 
4(70.9 + 1.3) 4(70.8+1.7) 4(81.4+1.7) 
4(69.0 + 1.7) 4(62.6+1.5) 4(73.4 + 1.0) 
4(71.6 + 1.7) 4(69.4 + 2.2) 4(67.8 + 0.6) 
4(69.2 :!: i.7) 4(71.6I1.8> 4cao.6 I 1.3) 

Total de pollos 24 24 24 

mientas del aminoácido. El experimento continuó 5 días más 

y se determinó ganancia en peso de los animales, consumo de 

alimento y alimento desperdiciado en ambos periódos. La 

cantidad de triptofano agregado Finalmente se presenta en 

el cuadro 6.2. 
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Tabla 6-.2. Triptofano agregado a las dietas para los últi-
1 mas 5 días de prueba • 

Tra tam i en to % de Trp en dieta inicial 

0.045 0.091 o .1362 

A T A T A 

Caseína o .106 0.151 0.061 o .152 0.017 

Caseína (Na OH) o .10 o. 145 0.050 o .141 

Caseína (Ca(OH)2 ) 0.113 o .158 0.079 o .170 0.045 

CPP(Ca(OH)
2

) 0.105 0.150 0.061 o .152 0.016 

L- Trp o .100 o .145 0.050 o .141 O.DO 

1 A= Trp agregado; T.,,Trp total ambos expresados como: 

g Trp/100 g de alimento. 

T 

o .153 

o. 181 

o .152 

o. 136 

2 La dieta que contenía caseina-NaOH al D.136% de Trp fue 

insuficiente. 

,, 
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VII RESULTADOS. 

Las tablas 7.1 y 7.2, muestran las curvas patrón utili-

zadas en la determinación del contenida de triptafana en 

las diferentes alimentas usadas en el experimenta, utili--

zanda para la hidrólisis: 8a(OH) 2 y L-triptafanasa respe~ 

tivamente. La tabla 7.3, muestra la especificidad de la -

L-triptafanasa utilizada para la liberación del L-triptaf~ 

na. 

Tabla 7.1 Curva patrón para la determinación de tript~ 

Fano can p-DMAB 1
• 

mg de Trp/100 ml 

3.0 
1.0 
0.6 

Abs. 590 nm ec. y caef. de carrela 
ción. 

D.5485 
0.1965 
D.0535 

V= D.209X - 0.0894 
r= 0.9954 

1 Se da el resultado de 3 réplicas. 

En la tabla 7.4, se presentan los resultados obtenidos 

de la determinación de triptafana en hidralizados enzimá--

tices y alcalinos de caseína y CPP tratados y sin tratami-

entes. 

En la hidrólisis can Ba(OH)2 y enzimática can pranasa 

(Triptofana total) no existe diferencias significativas en 

el contenido de trlptafana entre prote1na sin tratar y las 

prote1nas tratadas respectivas can un nivP.l de significan-
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Tabla 7.2. Curva patrón para la determinaci6n de L-Trp con 

F 
, 1 

L-tripto anasa en hidrolizados enzimaticos • 

ug l-Trp Abs. 540 nm ec. y coef. de correlaci6n 

05 0.04 
10 0.087 V= 0.00796X + 0.002 
15 0.113 r= 0.9928 
20 0.165 

1 Se da el resultado de 3 réplicas. 

Tabla 7 .3 Especificidad de la 1 triptofanansa • 

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 resultada de 3 réplicas. 

cia = O.O!. 

En el contenida de L-triptofano de hidralizadas enzimá 

ticos se observan diferencias significativas entre las pr.!:!_ 

te!nas sin tratar y las proteínas tratadas respectivas, al 

mismo nivel de significancia (0.01). En caseína sin tra-­

tar el contenido de L-triptofana es mayor que en case1na--

(NaOH) y caseina(Ca(OH)2 ). Na se observó diferencia sign.!_ 

ficativa en el contenida de triptafano entre estas Últimas 

a un nivel de significancia 0.01. El contenido de L-trip-

tofana de CPP(NaOH) es significativamente menar que CPP(-­

Ca(OH)2) y CPP sin tratar. Entre estas das Últimas prate!_ 

nas no se abserv6 diferencia significativa en el contenida 
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Tabla 7.4 Determinación de triptofano 1 . 

Hidrólisis Hidrólisis enzimática 

Tratamientos básica Trp total 2 Trp total 3 L-Trp 4 D-Trp 5 

g de Tr¡:l/ 100 g de prote1na 

Case1na 1.19 + D.07 1.06 + 0.01 1.25 0.97 + 0.01 D.09 - D.26 

Case1na (Na OH) 1.17 + 0.01 D.96 + 0.12 D.93 D.60 + 0.03 o .13 - D.16 
Case1na(Ca(OH) 2 ) 1.19 + 0.04 1.04 + b.21 1.23 0.65 + D.03 D.19 - D.36 

CPP 1.37 + 0.01 D.86 + 0.16 D.93 o .69 + D.06 O.DO - 0.04 

CPP(NaOH) 1.40 + 0.04 D.82 + D.06 D.49 D.19 + D.06 D.30 - D.63 
CPP(Ca(OH) 2 ) 1.37 + 0.02 D.87 + 0.21 1.12 0.60 + D.05 0.07 - D.32 

1 Media y desviación estandar de 3 réplicas en todo~ los casos excepto en el método de 
intercambio iónico. 

2 Determinación con p-DMAB. 
3 Determinación con analizador de aminoácidos. 
4 Determinación con L-triptofanasa. 
5 D-Trp fue determinado por diferencia entre Trp total - L-triptofanasa, se indicanlos 

11mites mínimo y máximo de este enantiómero del método de medición de Trp. 



de L-triptofano, con el mismo nivel de significancia. 

En proteínas tratadas y sin tratar, el contenido de Trp 

es significativamente diferente en función del tipo de mé­

todo empleado para su determinación. En hidrolizados pro­

téicos empleando Ba(OH)2 el contenido de Trp es significa­

tivamente mayor, que ambos hidrolizados de pronasa respec­

tivos, excepto en hidrolizados de caseínalCa(OH) 2 ), donde 

no se observó diferencia significativa en el contenido de 

triptofano usando hidrólisis básica o hidrólisis enzimáti­

ca (triptofano total) 1.19 y 1.04 g de Trp/100 de proteína 

respectivamente. 

En proteínas hidrolizadas con pronasa se observaron di­

ferencias significativas entre triptofano total y L-Trp. 

En ambas proteínas (caseína y CPP) tratados con NaOH, es 

significativamente.menor L-Trp que triptofano total con un 

nivel de significancia 0.01. En el resto de los casos, 

proteínas sin tratar y tratadas con Ca(OH)2 , 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 vitro" de triptofano en todas las ~roteínas 

usadas. 

La digestibilidad de triptofano en proteínas sin tratar 

es similar cuando se calcula usando los datos de L-Trp y 

Trp total. En ambas prote1naa 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 e 

% 
Caseína 89.17 81.51 105.04 
Caseína (Na OH) 83.69 68.38 79 .49 
Caseína (Ca (OH )2 ) 87.22 71.43 103 .36 
CPP 63.24 64. 95 67.88 
CPP(NaOH) 57.95 13 .57 35.00 
CPP(Ca (OH) 2 ) 63.48 58.39 81.75 

La digestibilidad calculada con Trp determinado por an~ 

lizador de aminoácidos se muestra en la columna c. Aquí 

se observa en ambas proteínas tratadas con NaDH y un decre 

mento menor en ambas proteínas tratadas con Ca(OH) 2 • 

En la tabla 7.6 se presenta 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, últimos 5 dias ( donde el 

contenido de Trp se aumenta hasta el 100% de los requeri--

mientes de Trp en los pollos) excepto en caselna(Ca(OH) 2 ) 

y caselna(NaOH) donde en este Gltimo tratamiento hay un 

ligero decremento en el consumo de alimento, respecto a 

los primeros 10 dias. El incremento en el consumo de ali-

mento en los dos primeros niveles de triptofano: 0.045 y -

D.091%, respecto a la primera fase del experimento. En --

los grupos correspondientes a las dietas con case!na, ca--

selna(Ca(OH) 2 ), CPP(NaOH) y L-Trp el consumo de alimento 

es directamente proporcional al nivel de triptofano en di!:_ 

ta. En caselna(NaOH) el consumo de alimento es menor en 
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Tabla 7.6 Alimento consumido por pollo por día. 

O .045% Trp 

Tratamientos l 2 

Caseína 7.31 10.65 

Case!na(NaOH) 9.06 12.65 

Case!na (Ca (OH)2 ) 9.46 11.30 

CPP(NaDH) 6. 96 

GPP(Ce(OH) 2 ) 7.82 11.40 

Dieta con L-Trp (patrón) 7.80 9.30 

Primeros 10 dias del experimento. 

0.091% Trp 

l 2 

11.28 

13.60 

10.04 

a.oo 
10.51 

8.98 

g 

14.70 

14.70 

l3 .85 

15.00 

14.30 

2 Ultimes 5 dias del experimento (después de agregar Trp). 

O .136% Trp 

l 2 

14.99 15.20 

13.40 12.40 

14.23 9.33 

11.44 

5.80 -X-
15.56 18.00 

grupo de pollos donde no se efectu6 la 2da. fase experimental por dieta insuficiente. 
-X- 100% de mortalidad. 



el nivel más bajo de triptofano y permanece más o menos 

constante en los niveles 0.091 y 0.136%. En el caso de 

CPP (Ca (0H) 2 ) el consuma de alimento es menar en las pallas 

a las que se administró la dieta can mayar contenida de Trp -

proveniente del material protéica tratado con álcali y es 

más alto en el nivel 0.091%. 

En la tabla 7.7 se muestra el peso ganado par polla, -

por día ( grafs. 1 y 2) de todos los tratamientos usados,­

durante las dos fases del experimento. En la segunda fase 

del experimenta el desarrollo de los pollos fue mayor res­

pecto a los 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 que corresponden a dietas con m~yor conteni­

do de triptofano, 0.136% en dieta, ganaron menos peso por 

dia después de agregar Trp a las dietas. Los pollos que 

corresponden a las dietas can 0.136% de Trp en dieta, que 

cantenian caseína(NaOH) y L-Trp presentan el mismo decre-­

mento a pesar de que no se agregó Trp a las dietas. En to 

dos los tratamientos, a medida que el nivel de triptofano 

en dieta aumenta, se observa una tendencia de los animales 

a ganar más peso por día, excepto en los pollos alimenta-­

das con una dieta que contenía caseína(NaOH) y CPP(Ca(OH)2 ) 

donde el peso permanece constante y hay disminución de pe­

so respectivamente, en el nivel más alta de Trp. 

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

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

0.045% rre D.091% Tre D.136% Tre 
Tratamientos l 2 1 2 1 2 

g/dia 
Case1na 0.35 7.45 3.25 6.30 4. 72 3.45 

Case1na(Na0H) 0.73 8.25 3.80 6.20 3.79 2.60 

Case1na(Ca(OH)2 ) 0.59 2.75 2.05 B.10 2.63 1.60 

CPP(NaOH) -0.12 1.19 2.74 
CPP(Ca(OH) 2 ) 0.57 6.70 2.64 5.15 1.49 -X-
Dieta con L-Trp (patrón) 0.38 3.30 2 .02 4.60 5.24 5.05 

1 Primeros 10 dias del experimento. 
2 Ul timos 5 di es del experimento (después de agregar Trp). 

grupo de pollos donde no se efectuó le 2de. fase experimental par diete insuficiente. 
-X- 100% de mortalidad. 



dias del experimento. En la dieta con CPP(Ca(OH) 2 ) al ni­

vel D.136% de Trp, los animales aumentaron de peso los prl 

meros 5 dias del experimento. A partir de este dia se ob­

servó 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 que sólo se reporta la diferencia en pe­

so entre el Último y primer día de la prueba. 

El peso medio final de los pollos en las dos fases de -

la prueba biológica de los tres niveles de triptofano en -

dieta se muestran en la tabla 7.8. 

En la 'primera fase del experimento el peso 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) 2 ) donde el peso final -

de los pollos es mayor en el nivel 0.091% de triptofano 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, después de agregar 

Trp a las dietas de recuperación de los pollos es mayor -­

cuenda se trata de animales que originalmente se adminis-­

tró dietas a un nivel de Trp intermedio, 0.091% . Espe--­

cialmente en pollos alimentados con dietas que contenían 

caseina(NaOH) y caseína(Ca(OH) 2 ) donde el peso final fue 

el más alto en todo el grupo. 

En la tabla 7.9 aparecen los datos de T~p ingerido en 
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Tabla 7.8 Pesos medios alcanzados al finalizar cada una de las fases 

experimentales del ensayo biológico. 

Trp en 

Tratamientos dieta 

% 

0.045 

Caseína D.091 

0.136 

0.045 

Caseína (Na OH) 0.091 

D.136 

0.045 

Caseína (Ca (OH)2 ) 0.091 

0.136 

0.045 

CPP(NaOH) 0.091 

0.136 

0.045 

CPP(C.S (OH)2 ) 0.091 

0.136 

0.045 

Dieta r.on L-Trp (patrón) 0.091 

0.136 

1 primeros 10 dias del experimento. 
2 últimos 5 dias del experimento. 

Pesos finales 
1 

g 

72.5 + 3.3 109.8 + 14 .9 

105.0 + 7.7 136.5 + 14.7 

125.8 + 23.0 143.0 + 33.3 

79.8 + 4.9 121.0 + 4.1 

105.5 + 3.5 136.5 + 13.5 

116.? + 13.0 129.7 + 17.8 

76.8 + 3.2 90.5 + 9.? 

91.3 + 5.0 131.8 + 7.8 

107.7 + 16.4 115.7 + 10.9 

6?.8 + 3.3 ------------
74.5 + 11.1 ------------

100.8 + 3.9 ------------
??.3 + 5.4 110.8 + 12 .o 
95.8 + 12.7 121.5 + 23.3 

82 •. 7 + 30.4 -X-

73.0 + 5.6 89.? + 8.0 

91.8 + 8.5 114.8 + 12.6 

133.0 + 15.4 158.3 + 20.9 

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

-X- 100% de mortalidad. 
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Tabla 7.9 Consuma de triptafana par palla par día. 

0.045% Tre 0.091% TrE! o .136% Trp 

Tratamientos l 2 1 2 l 2 

mg 
Caseína 3.29 16 .08 10 .26 22. 34 20.37 23.26 

Case1na(Na0H) 4.10 18. 34 12 .38 20. 73 18 .22 16.86 

Caseína (Ca (OH )2 ) 4.26 18.08 9.14 23. 54 19.35 16.89 

CPP(NaOH) 3 .13 7.28 15.56 

CPP(Ca(OH) 2 ) 3.52 17.10 9.56 22 .80 7.89 -X-

Dieta can L-Trp (patrón) 3.51 13 .95 8 .17 21 .45 21.16 27.00 

1 Primeras 10 dias del experimenta. 
2 Ultimas 5 dias del experimenta (después de agregar Trp). 

Grupa de pallas donde na se efectuó la 2da. fase experimental par dieta insuficiente 
-X- 100% de mortalidad. 



las diferentes dietas a los 3 niveles de Trp a lo largo de 

toda la prueba biológica. El consumo de Trp está en rela­

ción directa del consumo de alimento v del nivel de Trp en 

dieta. La actividad biológica se muestra en la tabla 7.10 

donde se observa que caseína y dieta con L-Trp muestran da 

tos de actividad biológica muy cercanas (gráf. 3). En ca­

seína(NaDH) v CPP(NaOH) los valores son practicamente igu!!. 

les. La actividad biológica más baja lo presentan caseina 

con Ca(DH) 2 v el más alto CPP(CaOH) 2 cuya actividad bioló­

gica es en realidad la eficiencia de Trp, es decir, el pe­

so ganado por unidad de Trp consumida. En el caso de CPP 

con Ca(OH)2 la actividad biológica de 117% significa que 

la eficiencia de Trp en cada punto o nivel de este aminoá­

cido en dieta es mayor respecto a L-Trp. Graficando (gráf 

4) se observaría que la recta esta calculada practicamente 

con los dos primeros puntos, puesto que, el tercer punto 

(0.136% de Trp) cae entre los puntas mencionados, es de-­

cir, en ese grupa de pollos hay menor desarrollo porque 

consumen menos alimento. 

En la tabla 7.11 se presenta la actividad biológica de 

las oroteínas relacionando las pendientes de las rectas -­

con la recta de l-Trp (gráf lca 5). Dbservandose de estas 

relaciones un decremento marcado en la actividad biológica 

de prateinas tratadas can Ca(OH) 2 , especialmente en-----­

CPP( Ca (OH) 2 • 

En prote!nas tratadas con NaDH la disminución en la ac 
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Tabla 7.10 Regresión lineal entre peso ganado contra triptofano 

consumido y su actividad biológica1 

Trp en Ec. y coef •2de Jlctividdad 
Tratamiento dieta A a correlación biológica 

% rng g % 

0.045 3.29 0.35 Y= 0.25X - 0.03 92.02 

Caseína 0.091 10.26 3.25 r= 0.9575 

0.136 20.37 !..72 

0.045 4.1 0.73 Y= 0.23X + 0.15 84.26 

Caseína (NaDH) 0.091 12.38 3.8 r= 0.9102 

0.136 18.22 3.79 

0.045 4.26 0.59 Y= o.12x + 0.41 45. 73 

Caseína (Ca (OH)2 ) 0.091 9.14 2.05 r= 0.9025 

0.136 19.35 2.63 

0.045 3.13 -0.12 Y= 0.22X - 0.67 83.15 

CPP(NaOH) 0.091 7.28 1.19 r= 0.9900 

0.136 15.56 2.74 

0.045 3.52 0.57 Y= 0.32X-0.64 117 .30 

CPP(Ca(OH)2 ) 0.091 9.56 2.64 r= 0.9502 

0.136 7.89 1.49 

0.045 3.51 0.38 Y= 0.27X -0.40 100.00 

Dieta con L-Trp (patrón) 0.091 B.17 2.02 r= 0.9968 

0.136 21.16 5.24 

1 A= trp consumido/pollo/día. 
8= peso ganado/pollo/dÍ2. 

2 X= Trp consumido; Y= peso ganado. 
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Tabla 7 .11 Regresión lineal entre peso ganado contra nivel de Trp 

en dieta y su actividad biológica. 

Ec. y coef •1de Actividad 
Tratamientos dieta B correlación biológica 

% g 

0.045 D.35 Y= 48 .lX - 1.6 90.14 

Caseína o .[i91 3.25 r= 0.9837 

D.136 4. 72 

0.45 o. 73 Y= 33. 75 - D.29 63.27 

Caseína (NaOH) 0.091 3.80 r= 9.8678 

D.136 3. 79 

0.045 0.59 Y= 22.4SX- D.28 42.08 

Caseína(Ca(OH)2 ) 0.091 2.05 r= O .9718 

0.136 2.63 

0.045 -0.12 Y= 31.42X - 1.6 58.90 

CPP(NaOH) D.091 1.19 r= 0.9985 

D.136 2. 74 

0.045 0.57 Y= 10 .24X + O .64 19.19 
CPP(Ca (OH )2 ) 0.091 2.64 r= D.4492 

0.136 1.49 

0.045 0.38 Y= 53.34X - 2.3 !DO.DO 

Dieta con L-Trp (patrón) 0.091 2.02 r= D.9816 

0.136 5.24 

B: peso ganado/pollo/día. 
1 X= nivel de Trp¡ Y= pesa ganado. 
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tividad biológica es grande pero na tan extrema como en 

el casa de las materiales protéicos mencionados, donde la 

actividad biológica decrece par debajo del 50%. 

En la tabla 7.·12 se ve que la eficiencia de triptafana 

en CPP(Ca(OH) 2 ) es mayar que en L-Trp sólo en las niveles 

0.045 y 0.091. En el nivel de triptofana más alta ésta se 

invierte. 

En los niveles de triptofano en dieta de 0.045 y 0.091 

la eficiencia de este aminoácido tiende a ser mayor en los 

materiales de prueba que en el patrón de comparación (dieta 

con L-Trp). 

Sin embarga en el nivel 0.136 la eficiencia es menar en 

todas los casos respecto a L-Trp al misma nivel de este 

aminoácido. 

Los pallas de cada una de estos grupos, a pesar de con­

sumir mayor cantidad de triptafana, no se desarrollaron -­

proporcionalmente, lo que hizo que su actividad biológica 

disminuyera. 

En la segunda fase de la prueba biológica se observó un 

incremento considerable en la eficiencia de triptofano en 

las pollos correspondientes al nivel 0.045% de este aminoá 

cido de cada una de las dietas. En el grupo de pollos que 

corresponden al nivel medio la eficiencia de triptofano -­

disminuyó ligeramente, excepta en caseína(Ca(OH) 2 ) donde -

se observó un lígero aumento. Los animales que presentan 

el nivel más alto de triptofano en dieta, 0.136, la efíci-
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Tabla 7 .12 Eficiencia de triptofano en las dietas v en E1111bas 
periodos • 

Tratamientos 

Caseína 

Caseína(NaOH) 

Case1na(Ca(OH) 2 ) 

CPP(NaOH) 

CPP(Ca(OH) 2 ) 

Trp en 
dieta 

% 
o .045 

o .091 

D.136 

o .045 

D.091 

D.136 

o .045 

o .091 

D.136 

o .045 

o .091 

o .136 

o .045 

D.091 

o .136 

o .045 

Dieta con L-Trp (patrón) O. 091 

o .136 

l 
Eficiencia Trp en 
de Trp dieta 

g/mg 
o .106 

0.317 

0.232 

0.178 

D.307 

0.208 

o .138 

0.224 

0.136 

0.038 

o .136 

0.176 

0.162 

o .276 

o .189 

0.108 

0.247 

o .248 

% 
0.151 

0.152 

0.153 

D.145 

o .141 

o .136 

0.160 

0.170 

0.180 

0.150 

0.152 

0.152 

0.145 

0.141 

o .136 

g de peso ganado/ mg de Trp consumido. 
1 primeros 10 días del experimento. 
2 últimos 5 días del experimento. 

2 
Eficiencia 
de Trp 

g/mg 
o .463 

0.282 

0.148 

o .1150 

0.299 

0.154 

0.152 

0.344 

0.095 

0.392 

0.226 

-X-

0.337 

0.214 

0.187 

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

-X- 100% de mortalidad. 
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encia de triptofano disminuy6 marcadamente en todos los ca 

sos. 

En la tabla 7.13 se presenta la mortalidad de los anima 

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 prueba, se incrementa también el núme 

ro de muertes. 

En los niveles de triptofano en dieta 0.045, 0.091 y -­

D.136% se registraron 1, 3 y 5 animales muertos, respecti­

vamente. En total se registró mortalidad de lb.6% en po-­

llos alimentados con dietas que contenian proteínas trata­

das. 
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Tabla 7.13 Mortalidad de las pollos durante el ensayo biológico. 

Tratamiento Nivel 1 2 Total 

l\Umero de pollos 

0.045 o 
Caseína 0.091 o 

0.136 o 

0.045 o 
Caseína(NaOH) 0.091 l 1 2 

0.136 1 l 

0.045 o 
Caseína(Ca(OH)2 ) 0.091 1 l 

0.136 o 

0.045 •••• 
CPP(NaOH) 0.091 •••• 

0.136 •••• 

0.045 o 
CPP(Ca (OH)2 ) 0.091 o 

D.136 2 2 4 

D.045 1 1 

Dieta con L-Trp (patrón) 0.091 o 
D.136 o 

1 primeros 10 dias del experimento. 

2 Últimos 5 dias del experimento. 

•• no se continuó el experimento con estos. pollos. 
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VIII. DISCUSIDN. 

A pesar de que se realizaron tratamientos térmico-ale~ 

linos en las proteinas, éstos no son tan drásticos como 

para observar destrucción del triptofano. Por esta razón 

no se encontraron diferencias significativas en el conte­

nido de este aminoácido en las proteínas después de ser 

tratadas con álcali. Sin embargo, en caseína ambos trata 

mientas alcalinos provocan racemización de triptofano --­

en la misma proporción ya que se encontraron diferencias 

significativas en el contenido de L-triptofano en las pr~ 

teínas después de ser tratadas. En el caso de CPP sólo 

se observó la racemización cuando se llevó a cabo el tra­

tamiento con NaOH. En el resto de los casos, caseína, 

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 reportó como un rango, don­

de un limite fue calculado por la diferencia entre L-triE. 

tofana y triptofano total determinado con p-OMAB. El --~ 

otro 11mite fue calculado por la diferencia entre L-trip­

tofano y trlptofano total determinado con autoanalizador 

de aminoácidos. Este límite debe considerarse con preca!:!_ 

ción, ya que por falta de recursos, no se hicieron répli­

cas en la determinación de triptofano total y no se reali 
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zó el análisis estadístico correspondiente, para decidir 

si las diferencias observadas fueron significativas o no. 

La digestibilidad del triptofano depende de la dlgest!. 

bilidad de las proteínas, es decir, cuando la digestibil!. 

dad de una proteína es alta, la cantidad de aminoácidos -

libres que se obtiene desoués de la digestión también es 

alta. Por esta razón, la digestibilidad de triptofano en 

caseína fue mayor que 13 digestibilidad de triptofano en 

CPP. Además los procesos alcalinos en proteínas provocan 

disminución en la digestibilidad de ésta (De Groot y ---­

Slump, 1969), por lo que la digestibilidad del triptofano 

en proteínas tratadas con álcali puede disminuir, como es 

·el caso de caseína y CPP tratados con NaOH. 

En la prueba biológica los pollos mostraron una tenden 

cia a consumir más alimento a medida que el nivel de --­

triptofano en dieta se incrementó. En un trabajo ante--­

rior (Ohara et al., 1980) observaron el mismo comporta--­

miento cuando administraron a pollos, dietas con diferen­

tes niveles de triptofano. Este comportamiento de los -­

animales hace pensar que el triptofano desempeña una fun­

ción en la regulación del apetito, ya que a niveles muy 

bajos, D.045% en dieta, el consumo de alimenticio en los 

pollos se inhibió y se incrementó gradualmente cuando 

el nivel de triptofano en dieta se elevó hasta un 0.15%. 

O que la disminución del consumo de alimento se debi6 

simplemente, al desequilibrio que se gener6 cuando se 
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elaboró la dieta carente en un aminoácido esencial y que 

podría a su vez tener exceso de otros. En particular en 

pollos puede presentarse muerte, disminución de peso o --

disminución del consumo de alimento, si se presentan este 

tipo de desequilibrios en la dieta administrada (Mahler y 

Cardes, 1971; Nutrient Requirements of Poultry, 1977). 

El consumo de alimento en los pollos se elevó conside-

rablemente cuando se agregó triptofano a las dietas def i-

cientes en este aminoácido. En los pollos alimentados 

originalmente can dietas de un nivel intermedia de este 

aminoácido, 0.091 g de triptofano/ 100 g de dieta, el con 

sumo de alimento se regularizó en un periodo relativamen­

te corto, 5 dias, comparable al de los pollos alimentados 

desde el primer dia, con dietas de mayor contenido de --­

triptofano. Sin embargo, ·los animales alimentados con --

dietas muy deficientes en este aminoácido, 0.045 g de ---
1 

triptofano/ 100 g de alimento (30% de los requerimientos) 

una vez cubierta esta deficiencia, el consumo de alimento 

se incrementó pero sin alcanzar los niveles de consumo re 

gistrado en el resto de los pollos en el mismo período de 

tiempo. A pesar de 'sto, la "eficiencia metabólica" es 

mayor en este grupo de pollos, es decir, el alimento que 

consumen repercute enmayor medida en el desarrollo de 

los animales (peso ganado). En un período más largo es 

probable que el consumo de alimento sea uniforme o simi--

lar en todos los grupos de pollos. 
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La eficiencia de triptofano ~n la primera fase de la 

prueba biológica tendió a ser mayor en los pollos alimen­

tados con dietas 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 difícil definir los requerimien­

tos energéticos porque depende de muchos factores propios 

del animal, como raza, edad, sexo, estado fisiológico, -­

etc. y externos como ambiente en que 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 aminoácido decrece, probablemente, 

porque hay sobreconsumo de alimento para satisfacer sus 

requerimientos energéticos y nutrientes como triptofano 

no pueden ser aprovechados en la misma medida en que se 

consumen. 

En caseína se registró la máxima eficiencia de tripto­

fano 0.463 g de peso ganado/ mg de triptofano consumido, 

cuando el nivel de este aminoácido fue de O .15% en dieta. 

Por arriba de este nivel la eficiencia decrece. 

La disponibilidad puede ser expresada en forma cuanti­

tativa, cuando solamente un aminoácido está limitando la 

velocidad de desarrollo de sistemas biológicos en térmi-­

nos de ese aminoácido (Schweigert, 1948). 

En las mismas proteinee cuando se evaluó disponibili-­

dad de triptofano en pollos se observó que el tratamiento 
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con Ca(OH) 2 produce más daño en este aminoácido que el 

tratamiento con NaOH, contrario a lo que sucedió en el ex 

perimenta "in vitro". 

la diferencia en los resultados obtenidos en ambas --­

pruebas se debe entre otras causas a que la prueba enzim~ 

tica se evaluó el daño exclusivamente al triptafano y en 

el experimento biológico interfieren en la disponibilidad 

de triptofano, el daño provocado par el álcali al resto 

de los aminoácidos de las proteínas tratadas ya que ésta 

fue determinada indirectamente por el desarrollo de los 

pollos y por tanto de la calidad del alimento que consu--

men. 

En el grupo de pollos correspondientes a la dieta con 

L-triptofano al más baja nivel, se registró un pollo muer 

to. Sin embargo, su muerte se debió a que no ingirió all 

menta y presentó diarrea desde el primer día. La mortali 

dad fue mayor en los grupos de animales donde el nivel de 

proteína tratada en dieta fue más alto. En otro trabajo 

ya citada (Uhara et al., 1980) se encontró una mortalidad 

en pollea alimentadas con dietas que contenían L-, DL-, y 

D-triptofano de 0.1, 11.1 y 7.8% respectivamente. Aunque 

las causas de mortalidad no fueron conocidas, existe una 

correlación entre mortalidad y D o DL-triptofano en dieta 

independientemente de que se dieron dietas con aminoáci-­

dos como fuente de nitrógeno exclusivamente. 

La mortalidad observada en el presente trabajo se pa--
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dria relacionar con varios factores: entre otros, lag!:_ 

neración de D-triptofano, producción de lisinoalanina 

(aminoácido generado por tratamientos alcalinos, identifl 

cado cualitativamente en las proteínas tratadas). Es pr~ 

bable que en proteínas tratadas con Ca(OH) 2 el contenido 

de calcio se haya incrementado por arriba de 3.75% en di!:_ 

ta. A estos niveles el calcio interfiere con la utiliza­

ción de Mg, Mn y Zn. Además de dar lugar a modificacio-­

nes organolépticas en la dieta, específicamente en el sa­

bor de ésta. Las causas de mortalidad en el experimento 

no fueron bien identificadas. 

La digestibilidad biológica de triptofano en caseína 

"in vitro" tiene una correlación con el valor biológico o 

disponibilidad "in vivo". Sin embargo, en los demás ca-­

sos no existe una ~orrelación entre ambos valores de dis­

ponibilidad obtenidas por los métodos empleados En el ca 

so de la disponibilidad de triptofano "in vitro" caseína 

y CPP tratadas con NaDH presentaron valores inferiores a 

las proteínas respectivas tratadas con Ca(OH) 2 • Cuando 

la disponibilidad de triptofano se determina "in vivo" la 

disponibilidad de este aminoácido se invierte ya que en 

caseína y CPP tratadas con Ca(OH)2 la disponibilidad de 

triptof ano es menor que para las proteínas tratadas con 

Na OH. 

Estas diferencias observadas se deben probablemente a 

que en la disponibilidad de triptof ano evaluada por el mé 
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todo ttin vivott existen otros factores independientes a e~ 

te aminoácido ya que, los tratamientos alcalinas pueden 

hacer na disponible o limitante alguno o algunas aminaáct 

dos diferentes del triptafana. Recordemos que la disponl 

bilidad puede evaluarse cuando solamente un aminoácido re 

gula el desarrollo del animal y en este casa na podemos 

que los daños por el tratamiento a otros aminoácidos na 

influyan en el desarrollo de los animales. 

Lo anterior se podría confirmar al realizar tratamien­

tos alcalinos en gelatina y preparar dietas can esta pro­

teína tratada y sin tratar, agregando L-triptofana y -~­

otros amonaácidos. Evaluar la calidad de la proteína en 

animales y determinar que si hay diferencias, se debieran 

al daño provocado por el tratamiento a la proteína ( a -­

otros aminoácidos diferentes del triptofano). 
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IX. CONCLUSIONES. 

1.- Se determin6 digestibilidad de triptofano "in 

vitro" con enzimas digestivas (pronasa) en caseína y CPP 

tratadas con 0.1N de NaOH y 0.1N de Ca(OH) 2 a 85° por 4 

h~y en caselna y CPP sin tratamiento alcalino. Sólo cuan 

do caseína y CPP fueron sometidos a tratamiento alcalino 

con NaOH la digestibilidad de triptofano "in vitro", eva­

luado por diferentes métodos, disminuyó considerablemente 

en menor grado, también se encontró disminuci6n en la di­

gestibilidad de triptofano "in ultra" en caseína tratada 

con Ca(OH) 2 • 

2.- Se encrintr6 racemización generada por ambos 

tratamientos alcalinos en caseína. En CPP s6lo se obser­

v6 racemizaci6n de este aminoácido cuando el tratamiento 

se hiz6 con NaOH. V fue en este material protéico donde 

se detect6 el mayor daño, generandose 50% del O-isómero. 

3.- La disponibilidad de triptofano "in vivo" se 

determinó midiendo la actividad biológica de este amino-­

ácido en caseína, caseína tratada con Na OH o Ca(OH)2 , CPP 

tratado con NaOH y CPP tratado con Ca(OH) 2 • Cuando las 

proteínas se sometieron a tratamientos alcalinos la disp~ 

nibilidad de triptofano "ln vivo" disminuy6 en todos los 
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casos. El mayor decremento en la disponibilidad de este 

aminoácido se observó en los materiales protéicas trata-­

dos can Ca(OH) 2 , particularmente en CPP. 
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APENDICE 1. 

REQUERIMIENTOS DE AMINOACIDDS PARA POLLOS. 

SegGn "Modification of Illinois of Reference Standar 

Amino Acid Mixture" Sasse y Baker (19?3). 

Aminoácido % en dieta. 

Arglnina D.95 
Histidina o .33 
Lis in a• o .91 
Tirosina 0.45 
Triptofana • D.15 
Fenilalanina • o.so 
Metlonina • 0.35 
Cistina 0.35 
Treonina* 0.65 
Leucina • 1.00 
Isoleucina• 0.60 
Valina * 0.69 
Prolina 0.40 
Glicina• 0.60 
Acido glutámico 12.00 

• Esenclal para esta especie. 

En la preparación de las dietas se consideraron los 

perfiles de aminoácidos teóricos, lo ideal hubiera sido 

determinar el contenido de aminoácidos de cada uno de 

los materiales protéicos usados para tener datos reales. 

Sin embargo, como no se disponía de un analizador de ami­

noácidos esto no fue posible, se consider~ los reportes 

de la literatura, aunque no representan los valores rea-­

les de los materiales experimentales. De acuerdo a la 

cantidad de material protéico usado en la preparación de 

las dietas se determinó la cantidad de aminoácidos propo~ 

clonados. En el caso de los aminoácidos esenciales que 

no cubrian los requerimientos en pollos, se agregó la can 

tidad necesaria para cubrir esta deficiencia, como amino­

ácido libre. 
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