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RESUMEN

La industria avicola ha centrado su interés en el huevo y su calidad alimenticia en
la dieta humana porque desde hace décadas se ha comprobado que es posible
enriquecer la composicién del mismo en nutrientes y compuestos especificos
mediante la manipulacion de la dieta y formas de crianza de las gallinas
ponedoras, derivandose asi en producciones ecoldgicas y producciones
comerciales. La presente investigacion cientifica plante6 como objetivo general:
“Caracterizar molecularmente aislados proteicos de albumen de huevos de gallina,
procedentes de produccion ecoldgica vs. produccion comercial”; y como objetivos
especificos: 1) Estandarizar la metodologia de extraccién de proteina de huevos de
gallina; 2) Determinar el contenido proteico de las muestras; 3) Caracterizar
mediante la técnica de electroforesis; y, 4) Establecer diferencias y relaciones
entre las diferentes muestras de acuerdo con su proceso de obtencion o tipo de
produccién. La formulacion del problema fue: ¢La caracterizacion molecular de
aislados proteicos de albumen de huevos de gallina, procedentes de produccién
ecologica vs. produccion comercial nos permitird encontrar diferencias y
pardmetros de calidad que incidan en la nutricion y el equilibrio medioambiental?.
Se aplico un disefio experimental AxB, la investigacion se centrd6 en una
estadistica descriptiva ADEBA (Statgraphics). Los resultados obtenidos fueron
analizados e interpretados, concluyéndose que no existen diferencias significativas
en el contenido proteico entre los huevos de produccion comercial y los de
produccidn ecologica.

Palabras clave: caracterizacion, molecular, aislados, proteicos, ecolégica, comercial.
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SUMMARY

The poultry industry has focused its interest on the egg and its nutritional quality
in the human diet because for decades it has been proven that it is possible to
enrich the composition of the same in specific nutrients and compounds through
the manipulation of the diet and ways of raising the laying hens, thus deriving in
ecological productions and commercial productions. The present scientific
research proposed as a general objective: "Characterize molecularly protein
isolates of albumen from chicken eggs, coming from ecological production.
commercial production”; and as specific objectives: 1) Standardize the protein
extraction methodology of chicken eggs; 2) Determine the protein content of the
samples; 3) Characterize using the electrophoresis technique; and, 4) Establish
differences and relationships between the different samples according to their
process of obtaining or type of production. The formulation of the problem was:
¢ The molecular characterization of protein isolates of albumen from chicken eggs,
coming from ecological production vs. commercial production will allow us to
find differences and quality parameters that affect nutrition and environmental
balance? An experimental AxB design was applied, the research focused on a
descriptive statistics ADEBA (Statgraphics). The results obtained were analyzed
and interpreted, concluding that there are no significant differences in the protein
content between the eggs of commercial production and those of organic

production.

Key words: characterization, molecular, isolated, proteic, ecological, commercial
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I. INTRODUCCION

La avicultura a nivel mundial y nacional, gracias a los avances en genética,
nutricion y manejo de animales, presenta en la actualidad un crecimiento réapido,
mejorando la oferta y facilitando el acceso al consumo del huevo como uno de los

alimentos mas completos en la alimentacion humana. (Sena, 2013).

Bioldgicamente el huevo o cigoto es la célula resultante de la union del gameto
masculino con el femenino en la reproduccidon sexual de los animales como

también de las plantas y tiene como finalidad la perpetuacion de la especie.

El huevo ha sido y es un producto de consumo masivo debido a su alto valor
nutritivo y bajo coste relativo, por ello en el Ecuador ha subido su consumo per
capita y registra un consumo de entre 160 y 165 unidades anuales, mientras que
antes no superaba los 130, pero esta cifra sigue siendo baja con relacion al

promedio de otros paises. (Telégrafo, 2017).

La industria avicola ha centrado su interés en el huevo y su calidad alimenticia en
la dieta humana, porque hace décadas se ha comprobado que es posible enriquecer
la composicion del mismo en nutrientes y compuestos especificos mediante la
manipulacion de la dieta y formas de crianza de las gallinas ponedoras,
derivandose asi en producciones ecolégicas y producciones comerciales.
(Divyendu Singh 2014).

La produccién de huevos se ha convertido en una actividad productiva y
econdmica que se desarrolla en practicamente todos los paises del mundo. Su
importancia es enorme también en la medida que el crecimiento de la poblacién en
la zona y su desarrollo econdmico va acompafiado de un mayor consumo de

alimentos de origen animal. (Barroeta 2014).



Il. PROBLEMA

Existen controversias en cuanto a los problemas presentados en las explotaciones
con criterio ecoldgico y comercial, una de ellas es el control sanitario (plagas,
enfermedades y depredadores) de las gallinas criadas en libertad y de las criadas

en forma convencional de tipo comercial.

Se considera que un animal enfermo o estresado por la presencia de depredadores
también es un animal que sufre, por otro lado, las explotaciones comerciales libres
del peligro de los depredadores tienen otro tipo de problemas ya que, su estrés esta
dado por el manejo intensivo y las condiciones que se requieren para lograr altos

rendimientos en su produccion.

A nivel mundial, se estad dando prioridad a la produccién organica y la avicultura
no es la excepcion, sin embargo; no existe contundencia en la informacion
cientifica respecto al contenido nutricional de las explotaciones ecoldgicas y/u
organicas vs. las explotaciones convencionales y/o comerciales. Bajo estas
consideraciones, no esta claro cual de los dos tipos de explotaciones planteadas en
esta investigacion es mas conveniente en cuanto al nivel nutricional para el
consumo humano y el cuidado al medioambiente, de ahi la necesidad de realizar
investigaciones a nivel molecular que puedan arrojar resultados de tipo cientifico

y que permitan establecer diferencias.

En el Ecuador las préacticas de produccion animal ecoldgicas estan en sus primeros
pasos, por lo que es necesario establecer ventajas sobre las explotaciones

convencionales o comerciales.

Con los argumentos anteriormente expuestos se formula el problema: ¢La
caracterizacion molecular de aislados proteicos de albumen de huevos de gallina,
procedentes de produccidn ecoldgica vs. produccion comercial nos permitira
encontrar diferencias y parametros de calidad que incidan en la nutricién y el

equilibrio medioambiental?



I1l. MARCO TEORICO

3.1. Sistemas de produccion

Son objetos unidos que interactian interdependientemente de forma constante,
pueden cambiar de componentes materiales; el modelo sistémico de organizacion
identifica a los componentes de la empresa. EI enfoque funcional para la
administracion de la produccién estd basado en tres procesos: 1) Planeacion:
actividades que generan un curso de accion; 2) Organizacion: actividades que
originan una estructuracion de tareas y niveles de responsabilidad; y, 3) Control:
actividades que permiten asegurarse que el desempefio global de la empresa

ocurra de acuerdo a lo planeado. (Adam & Ebert, 1991).

“Los sistemas de produccion comprenden la descripcion de proyectos, disefios de
procesos Y la administracion del abastecimiento” (Ballard, 2001).

Estos sistemas de produccion destacan el papel de los recursos humanos en los
que es necesaria la relacion entre los trabajadores para que mejoren los procesos

de competitividad (Cardenas, Bley, Hernandez, & Raposo, 2010).

En lo que respecta a los sistemas productivos de crianza de gallinas ponedoras, el
area disponible y los recursos requeridos en la instalacion y desarrollo del
proceso productivo se desarrollan en tres sistemas: a) Extensivos o tradicionales
(pastoreo o gallinas de traspatio destinadas al autoconsumo); b) Semi-intensivos
(cuentan con galpones rasticos de bajo costo, areas amplias y seguras para el
pastoreo de las aves destinadas la comercializacion); y, c¢) Intensivos o de
confinamiento  (galpones tecnificados para la mayor produccion vy
comercializacién, requieren grandes inversiones que suministren todos los

servicios de alojamiento, disponibilidad de agua y alimento). (Sena, 2013).



3.1.1. Produccién comercial

En este sistema las aves permanecen encerradas durante toda su vida productiva
sin salir del galpon o albergue, dispone de todos los servicios de alojamiento,
disponibilidad de agua y alimento; es utilizado a nivel comercial en grandes

avicolas industriales ya sea en piso o en jaulas. (Moreno, 2001).

FiguraNo. 1.  Produccion comercial de gallinas ponedoras.

Fuente: (Perdomo 2013).

Un gallinero destinado a la produccidon de huevos, puede tener las siguientes

caracteristicas:

3.1.1.1. Galpon

Es una infraestructura apropiada y acondicionada técnicamente para albergar aves de
corral, proporciona todas las condiciones ambientales dptimas y por consiguiente
permite el desarrollo de animal con todo su potencial genético a la vez que obtiene
un producto de excelente calidad a un minimo costo posible. (Universidad
Industrial de Santander, 2013).



“La superficie cubierta del gallinero debe estar en relacion con la cantidad de
aves que se pretenda alojar; se recomienda una densidad de 5 aves/m® oly 6-7

aves/m?. Los costados de menor longitud, pueden ser totalmente cerrados, en
cambio el frente y el fondo del galpon deben ser abiertos, utilizandose tejido

y cortina de arpillera plastica como barrera de proteccién” (Quispe, 2018).

Figura No. 2.  Galpdn para gallinas ponedoras.

Fuente: (Czarick 2017)

3.1.1.2. Ubicacién

En las explotaciones o producciones comerciales de aves, se debe de tomar en

cuenta las siguientes recomendaciones de ubicacion de galpones:

e La nave o galpdn no es aconsejable ubicarlo sobre una cima porque esta

demasiado expuesto a los rayos solares y el viento.



e La ventilacion del galon ubicado sobre una depresion es dificil y su drenaje es
deficiente.

e Es aconsejable que el galpon esté ubicado sobre un terreno ligeramente
inclinado ya que ésta pendiente acta como una barrera contra el sol y el
viento y sobre todo habilita una buena ventilacion y suministro de agua.

e Es aconsejable que el galpdon o nave se lo ubique sobre un terreno plano
cuando exista una barrera natural que amortigiie el viento, sin impedir la

circulacioén del aire a su interior.

Las condiciones de bienestar de las aves estan fundamentadas en tres aspectos
basicos que son: la temperatura, humedad y ventilacion. (Universidad Industrial
de Santander, 2013).

Figura No. 3.  Ubicacion correcta del galpon de produccion comercial de

huevos.

Fuente: (Matos 2010)

3.1.1.3. Jaulas

Las Jaulas son infraestructuras apropiadas técnicamente que albergan a las aves

de corral de cualquier propésito. Las jaulas colectivas estdn acondicionadas



bajo un espacio que pueden mantener de 6 a 12 gallinas. Las jaulas mas
recomendables son las individuales con capacidad para 1 a 2 aves. Las medidas
de las jaulas para un animal, son 35 cm de alto por 40 cm de fondo y 30 cm de
frente. “Las jaulas se disponen en dos filas paralelas, para facilitar la instalacion
de los comederos por el frente, asi como la bandeja recolectora de huevos con una
pequefia inclinacion para que el huevo ruede con facilidad; los bebederos se

localizan en la parte anterior en medio de las dos filas de jaulas”. (Sena, 2013).

El alojamiento en la produccion de altas densidades técnicas intensivas requiere
un mayor esfuerzo econdmico del productor para poder abastecer de
alojamiento, agua, alimento y otras condiciones que permitan un O6ptimo

desempefio productivo de las aves. (Universidad Industrial de Santander, 2013).

Figura No. 4.  Jaulas tecnificadas de un galpdn para gallinas ponedoras.

Fuente: (Barroeta 2014) (Unifeed 2015)

3.1.1.4. Alimentacion

Durante la cria es conveniente que las pollitas se alimenten con raciones
balanceadas y dosificadas de todos los nutrientes requeridos para formar buenos
aparatos reproductores de las futuras gallinas ponedoras. Se calcula que para esta
etapa exista un consumo de 2 kg/animal. Las gallinas consumen entre 100 — 130

gr. de alimento por dia, de los cuales necesita destinar un minimo de 16 gr. de
7



proteina para producir 1 huevo. EI alimento debe ofrecerse a discrecion; el
consumo por gallina por dia varia segun el tipo de ave, época del afio y tipo de
alimento. (Quispe, 2018).

3.1.1.5. Agua

El ave emplea el agua para satisfacer sus necesidades nutricionales, de
produccion y rendimiento; el consumo de agua puede variar dependiendo de
varios factores: calidad del alimento, temperatura ambiental, porcentaje de
produccion, y estado sanitario del ave. Se debe evaluar continuamente el
consumo de agua para aplicar correctivos. (Universidad Industrial de Santander,
2013).

3.1.1.6. Ventajas

Las ventajas de la produccion comercial son:

e Mayor produccién y mejor aprovechamiento del alimento.

e Mayor y mejor control de enfermedades.

e Mayor nimero de animales por m?, con mayor facilidad y eficiencia en el
manejo.

e Mayor seguridad para animales contra depredadores y ladrones.

e Permite al productor observar mas de cerca las aves, pudiendo detectar
a tiempo cualquier irregularidad.

e Permite especializar la produccién (huevos/carne).

e Permite un control absoluto de la produccion.

Todas estas ventajas mencionadas son factores importantes que se deben tomar en
cuenta para posibles créditos futuros de reinversion. (Universidad Industrial de
Santander, 2013).



3.1.1.7. Desventajas

Las desventajas de la produccion comercial son:

e Requiere mayor inversion de capital por parte del productor para proveer
alimento, agua, alojamiento, luz y ventilacion.

e Laacumulacion de la gallinaza en el &rea donde las aves estan confinadas se
constituye en un reto para la salud de éstas, pues generalmente es portadora
de gérmenes infecciosos y paréasitos.

e Requiere un mercado asegurado.

Es importante manifestar que en la produccion comercial de gallinas de diferente
propdsito se necesita una buena capacitacion para su administracion y manejo.
(Quispe, 2018).

3.1.2. Produccion organica

“Algunas organizaciones animalistas —como Igualdad Animal en Espafia o L214
en Francia— llevan a cabo campafias en contra de los huevos de gallinas
enjauladas, tanto en las redes como con piquetes delante de los establecimientos
de las principales cadenas de distribucion. Estas acciones hacen hincapié tanto en
la crueldad de este sistema de produccion como en la supuesta inferior calidad de
los huevos procedentes de estas gallinas. Otras, como la Asociaciéon para la
Defensa de los Animales (ANDA), han optado por llegar a acuerdos de forma
discreta con los puntos de venta y hacer campafias en las que explican qué
quiere decir cada uno de los cddigos y qué representa cada sistema de

produccion”. (Renter & Jurgens, 2017).

Los factores que influyen en la calidad del huevo estan articulados con la genética
y la salud de la gallina, los nutrientes de la dieta y el medio ambiente. Los
efectos condicionales en la calidad del huevo son validos para todos los

sistemas de produccion; sin embargo, en la produccidn orgénica es obligatorio que



las gallinas tengan acceso a material forrajero como parte de su dieta diaria.

(«mercado-prod-gourmet-dinamarca-icex.pdf», 2018).

En la produccion de huevos orgéanicos las gallinas deben pastorearse o tener
acceso a material de forraje. En los climas templados, los pastos, hierbas y
legumbres se pueden cultivar para el consumo de las gallinas, mientras que el
material forrajero puede ser suministrado como ensilado o secado. Los pastos y
hierbas consumidos por la gallina ponedora actian en la calidad del huevo.
(Hammershoj & Johansen, 2016).

En la produccion de huevos ecoldgicos, "el forraje fresco, seco o ensilado deben
suministrarse en la racion diaria para las gallinas™ y "las aves de corral deben

criarse en condiciones de campo abierto con acceso libre", el area de gallinero

debe ser de al menos 4 m? por gallina. Esta demostrado que el racionamiento
de forraje afecta de manera positiva al comportamiento de gallinas ponedoras y
puede proporcionar a la gallina nutrientes mas alla de los que se dan en la

alimentacion formulada. (Gonzélez, 2017).

Las gallinas que estan sueltas a campo abierto, son pequefias explotaciones
utilizadas para el autoconsumo, tienen un sistema de incubacion natural y su
alimentacién es precaria ya que se alimentan con lo que encuentran
libremente en el campo, se le conoce como gallinas sueltas. Durante el dia
ellas recorren toda la parcela, casa, jardin, corredores, huerta casera etc.,
ocasionando dafos, suciedad y posibilitando que los huevos puestos se pierdan o

sean consumidos por otros animales (Moreno, 2001).
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Fuente: Echeverria, 2015.

3.1.2.1. Galpon

Se puede hacer la cria y levante de gallinas ponedoras en galpones
convencionales, con pisos de cemento o de tierra, lo cual aumenta la posibilidad
de elevar la cantidad de aves por metro cuadrado y disminuir el riesgo de
enfermedades como la coccidiosis y otros parasitos. (Universidad Industrial de
Santander, 2013).

Figura No. 6.  Galpon para gallinas ponedoras.

VISTA FRONTAL

Fuente: (Unifeed 2015)
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3.1.2.2. Ubicacién

En producciones limitadas se pueden abastecer de éareas pequefias para su
pastoreo; en ellas las aves no solo disfrutan de un ambiente mas natural, sino que
fundamentalmente su alimentacion la obtienen del forraje e insectos que logren
capturar. («<KOCDE-FAOQ Perspectivas Agricolas 2013-2022», 2013).

FiguraNo. 7.  Ubicacién correcta del galpén de produccion orgéanica de

huevos.

Fuente: Universidad Industrial de Santander, 2013.

3.1.2.3. Nidos

En los nidos individuales conviene que el ancho sea no menor de 30 cm, por 30
cm. de profundidad y 30 cm de alto, de esta manera las gallinas se sentiran en
lugares confortables para su postura. Un nido individual es suficiente para
cuatro a cinco gallinas en postura. («Manejo de nidos mecanicos para

reproductoras», 2015)
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Figura No. 8.  Galpon y nidos para gallinas ponedoras de huevos organicos.

Bl

Fuente: (Barroeta 2014)

3.2. El huevo

El huevo estd envuelto por una cascara lisa de color blanco, amarillo o
marrdn, se encuentra revestida interiormente por dos membranas que forman una
envoltura que se separan en el polo obtuso y constituyen la camara de aire. La
clara es un fluido acuoso ligeramente amarillento envuelto por tres capas de
diferente viscosidad (clara, fluida y densa). Envuelta por la clara se encuentra
en el interior del huevo la yema, de forma esferoidal que se fija mediante dos
cordones retorcidos en espiral sobre si mismos denominados chalazas. En la parte
superior de la yema se encuentra el disco germinal denominado galladura o

macula (mancha blanquecina). (Dominguez, 2012)
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FiguraNo. 9.  Estructura del huevo de gallina.

Albumen denso externo

Céscara ———=

Chalazas s—————— Albumen fluido externo

Yema ‘

- Albumen fluido interno

Disco germinal

i

L—— Membrana vitelina

Membranas testaceas

Cémara de aire

Fuente: (Sandoval, Soriano, & Instituto de Estudios del Huevo, 2009)

Sin lugar a dudas el huevo es uno de los alimentos mas equilibrados en la dieta
humana ya que es una proteina de muy alta calidad que contiene aminoacidos
esenciales en proporciones similares a los requerimientos humanos, aporta una
amplia gama de vitaminas, 65 % de grasas insaturadas y 35% de grasas saturadas.
(Pintado, 2016).

El huevo es un ingrediente basico en la alimentacion, contiene nutrientes tales
como: proteinas, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales que nuestro
organismo no puede fabricar y que por lo tanto deben ser aportados en la dieta
diaria; es también fuente de otros componentes importantes para una buena
salud y actua previniendo algunas enfermedades crdnicas. Su alta concentracion
en nutrientes y su bajo aporte caldrico hacen que este alimento sea indispensable
para cubrir las necesidades nutritivas especificas de ancianos, adolescentes,
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gestantes, personas que realizan dietas hipocal6ricas y vegetarianos.
(huevoselmajadal, 2012).

El huevo estd constituido por: la yema (30% de su peso), la clara (60%) y su
cascara (10%). Los componentes nutricionales estan heterogéneamente
repartidos. La grasa, el colesterol y algunos micronutrientes se encuentran en la
yema. La clara, sin embargo, estd formada principalmente por agua (88%) y
proteinas (11%), siendo la ovoalbimina la mas importante; el contenido de
algunos minerales y vitaminas hidrosolubles es también comparativamente mayor

en la yema. (Azcona, 2006a)

Figura No. 10. Composicion quimica del huevo.

Componentes Unid. Huevo 1 Huevo
(100g) (20 g)

Energia Kcal 143 2
Agua a 76,2 38,1
Proteina 0] 126 6,3
Grasa g 95 48
Carbohidratos a 07 04
GS g 31 16
GMI g 37 18
GPI g 19 1.0
Colesterol mg 372 186
Vitaminas A D, B2, Biotina, B12
Minerales Selenio, Yodo, Hierro y Zinc
Fitoquimicos Carotenoides en yema

(Luteina y Zeaxantina)

Fuente: (Araneda, 2018)

Los huevos son cuerpos albuminoideos que disponen de todos los aminoacidos
importantes para la nutricion de organismos animales. La yema de huevo

contiene de 10 a 12% de lecitina la misma que es materia importante para la
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sustancia cerebral y nerviosa (para el trabajo intelectual), no existe otro alimento
que dispone de ella en tanta proporcién como el huevo. La yema de huevo es rica
en vitamina A y D cuyas propiedades fisioldgicas se pueden aprovechar cémoda y

completamente.

“Dos huevos aportan 141 kcal. aproximadamente, lo que supone un 7% de la
energia diaria recomendada para un adulto, que necesita 2.000 kcal. EIl huevo
no contiene hidratos de carbono, por lo que la energia procede fundamentalmente
de su materia grasa. La calidad de la grasa presente en el huevo es buena pues el
contenido de AGM -4cidos grasos monoinsaturados- (3,6%) y AGP -acidos grasos
poliinsaturados- (1,6%) supera ampliamente al de grasa saturada -AGS- (2,8%).
Contiene también omega-3, como EPA -acido eicosapentaenoico- y DHA -acido
docosahexaenoico- que han demostrado efectos beneficiosos sobre la salud. El
huevo es fuente apreciable de vitamina A (100 g de parte comestible aportan un
28,4% de la Cantidad Diaria Recomendada), vitamina D (36%), vitamina E
(15,8%), riboflavina (26,4%), niacina (20,6%), &cido félico (25,6%), vitamina
B12 (84%), biotina (40%), acido pantoténico (30%), fosforo (30,9%), hierro
(15,7%), cinc (20%) y selenio (18,2%), ello hace del huevo un alimento
nutricionalmente denso: rico en componentes nutritivos y con muy pocas
calorias” (Azcona, 2006b).

Los huevos contienen numerosos minerales (Se, K, P, I, Zn, Cu, Mn, F) vy
vitaminas (B1, B2, B12, niacina, biotina, colina, acido pantoténico, A, E, K, D).
No es frecuente encontrar en la dieta alimentos con esta densidad de
micronutrientes. Son fuente de hierro y cinc de alta biodisponibilidad que

contribuyen a la prevencion de la anemia. (Azcona, 2006b).

3.2.1. Frescura del huevo

“Para determinar si un huevo es fresco o no, existen varios métodos, de los cuales
el més utilizado es la ovoscopia 0 método diafanoscdpico que se basa en la

traslucidez de la céscara y en las diferencias de transmision luminica que
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presentan las estructuras internas del huevo, modificadas mas o menos segun las
alteraciones. El huevo debe colocarse ante el foco luminoso en posicion vertical.
El interior del huevo queda completamente iluminado y la céscara muestra su
estructura porosa, estando influenciada la observacion por el color de la cascara.
El huevo fresco aparece en el ovoscopio de color amarillo rosado claro” (Pintado,
2016).

La consistencia del albumen va decreciendo inexorablemente con el paso del
tiempo tras la ovoposicion, debido a un incremento del pH, que conlleva la
degradacion de la union de las proteinas ovomucina y lisozima, que hacen que el
albumen se haga cada vez mas fluido, la calidad del albumen decrece con la edad
de las aves y la aparicion de ciertas enfermedades como la bronquitis infecciosa o
la Newcastle. (Pintado, 2016).

Figura No. 11. Prueba para determinar la frescura del huevo.

Huevo fresco de menos de 5 dias Huevo de 5-14 se puede consumir Huevo no 2pto para consumo

Fuente: («Frescura del huevo - Google», 2018)

3.2.2. Proteinas

Las proteinas son macromoléculas complejas que pueden llegar a constituir mas

del 50% del peso seco de las células. La masa molecular de las proteinas varia
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de unos 5000 a varios millones de Daltons y estan constituidas de carbono (C),
hidrogeno (H), oxigeno (O), nitrégeno (N) y algunas veces por azufre (S). A
partir de ellas se regulan la mayoria de procesos metabdlicos y fisioldgicos de
las células. (Cruz, 2007).

La albumina del huevo contiene una alta proporcién de agua (87,9%) la misma
que se encuentra asociada en proporciones variables a las proteinas que
constituyen un 10,6%. Ademdas encontramos otras proteinas tales como: la
ovoalbumina (54%), la ovotransferrina (conalbimina) (13%), el ovomucoide
(11%), la lisozima (3,5%), la ovomucina (3,0%), las ovoglobulinas (2%), la
ovoflavoproteina (0,8%), la ovostatina (ovomacroglobulina) (0,5%), la cystatina
(0,05%), y la acidina (0,05%). La albumina no tiene estructuras homogéneas ya
que se dividen en cuatro I&minas concéntricas principales. (Arias & Fernandez,
2018).

3.2.2.1. Ovoalbumina

“La OVA es una fosfoglicoproteina de una masa molecular de 45 kDa., es la
proteina mas abundante de la clara de huevo y cuenta con un 54% de contenido
proteico. La secuencia completa de 385 aminoacidos ha sido descrita
(McReynolds y col., 1978; Nisbet y col., 1981) y su estructura tridimensional ha
sido estudiada por cristalografia de rayos X, observandose tres laminas B y nueve
hélices o (Stein y col., 1990). La OVA contiene una unidad de carbohidratos,
puede presentar hasta dos residuos de fosfoserina, un puente disulfuro y cuatro
grupos sulfidrilo, tres de los cuales son poco reactivos en la forma nativa, mientras
que el cuarto es altamente reactivo cuando la proteina se desnaturaliza. La mitad
de los residuos de aminoacidos de la OVA son hidrofébicos y un tercio presenta
residuos cargados, la mayoria acidos, confiriéndole a la proteina un pH de 4.5
y una temperatura de desnaturalizacion de 84°C (Li-Chan y Nakai,
1989)” (Jiménez, 2012).
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La OVA muestra en su estructura molecular una similitud con la superfamilia de
las serinas (serinas inhibidoras de proteasas), se encuentran presentes en todos los
organismos eucariotas, con actividad inhibidora de proteasas y como fuente

importante de aminoacidos. (Jiménez, 2012).

Figura No. 12. Estructura tridimensional de la Ovoalbdmina.

Fuente: (Andronov s.f.)

3.2.2.2. Ovomucina

Esta proteina “es una flucoproteina que contribuye a la viscosidad de la clara.
Forma con la lizosima un complejo insoluble en medio acuoso dependiendo del
pH. Este complejo es responsable de la estructura gelificada de la capa espesa del
albumen. La disociacion de este complejo actla durante el almacenamiento de los
huevos, a medida que el pH se eleva, y es responsable de la licuefaccion del
albumen. Es estable al calor. La ovomucina es un inhibidor de Ila
hemoaglutinacién virica”. (Gil, 2010).

La ovomucina comprende un 3.5% de la proteina de la clara y esta fuertemente
glucosilada con un contenido de carbohidratos de hasta el 33%. Su estructura
molecular es muy larga, su peso molecular oscila entre 1800 y 1839 kDa.
Contiene una cantidad substancial de grupos disulfuro, éteres de sulfato, grandes
cantidades de cistina y el 50% del contenido acido sialico presente en la clara.

(Karp, 2018).
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Figura No. 13. Estructura tridimensional de la Ovomucina.

Fuente: (Andronov s.f.)

3.2.2.3. Canalbumina

Es no fosforilada, forma una cadena poli-peptidica; tiene un peso molecular de
78 kDa., contiene restos de masas y glucosamina. Estas proteinas tienen gran
poder quelante de metales divalentes y trivalentes. La capacidad secuestrante del
hierro le confiere propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Es sensible a la

desnaturalizacion térmica entre (57 y 65°C). (Dominguez, 2012).

Figura No. 14. Estructura tridimensional de la Canalbumina.

Fuente: (Andronov s.f.)

20



3.2.2.4. Ovomucoide

“El OM tiene una masa molecular de 28 kDa. y un pH de 4.82. Representa el
11% de las proteinas de la clara de huevo. Se encuentra altamente glicosilado,
conteniendo un 20-25% de fracciones de carbohidratos. EI OM comprende 186
aminoacidos organizados en tres dominios estructuralmente independientes (Gal
dil.l, 1.2 y 1.3), y posee 9 puentes disulfuro intermoleculares. EI OM presenta
capacidad de reducir la actividad de algunas enzimas digestivas, como la tripsina
y quimotripsina (Konishi y col., 1985), asi como un gran potencial alergénico. El
dominio Gal d 1.3 es considerado como la fraccion inmuno-dominante del OM en
humanos alérgicos a huevo ya que mostrd6 mayor actividad de unién a IgE e 1gG
que los dominios | y Il (Zhang y Mine, 1998). Las propiedades alergénicas del
OM se han descrito extensamente y los epitopos de células B y T han sido
identificados tanto en pacientes alérgicos a huevo como en ratones”.
(Jiménez, 2012).

Figura No. 15.  Estructura tridimensional de la proteina Ovomucoide.

Fuente: (Andronov s.f.)

3.2.2.5. Lisozima

La lisozima (E.C.3.2.17, N-acetil-muramic-hidrolasa) es una proteina basica
globular de alta actividad enzimatica, fue descubierta por primera vez en la mucosa

nasal por Alexander Fleming, quien le dio su denominacion por la actividad litica
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hacia cocos bacterianos. La  albdmina de huevo tiene una gran cantidad de
lisozima, representa el 3.5% del contenido de proteina de clara de huevo. La
lisozima consiste en 129 aminoacidos y una molécula que pesa 14,3 kDa. Esta
enzima actla lisando las paredes celulares de ciertas Bacterias Gram-positivas tales
como bacterias del acido lactico y Clostridium spp. dividiendo los enlaces [3(1-4)
entre el 4cido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina del peptidoglicano de las

paredes celulares bacterianas. (Carrillo, 2013).

Esta proteina juega un papel muy importante en los modelos enzimaticos, y en
muchos aspectos de la biologia moderna, incluyendo la quimica de proteinas,
cristalografia, resonancia magnética nuclear (NMR), inmunologia y plegamiento
de proteinas. La presencia de esta proteina en los humanos sirve de defensa
ante las infecciones, actividad antibacteriana y otras actividades bioldgicas
(antiviral, antioxidante, antiheparinica, antifungica, fusogénica con fosfolipidos y

potenciacidn del efecto de antibidticos). (Carrillo, 2013).

“La lisozima es una enzima de origen natural que puede convertirse en una
alternativa al uso de los antibiéticos en la dieta. La lisozima se define como 1,4--
N-acetilmuramidasa. Se encuentra en diversos fluidos corporales y secreciones
externas del cuerpo como lagrimas, saliva, jugos gastricos, etc. (Sahoo et al.,
2012; Gong, 2014). La lisozima tiene diversas funciones siendo unas de las
principales su accion antiinflamatoria, inmunoldgica y antibacteriana (Sahoo et
al., 2012). Como antiinflamatorio, se ha demostrado que la lisozima inhibe la
quimiotaxis de los leucocitos activados. Asimismo, tiene interaccién con el
Sistema del Complemento (Cp) de manera indirecta, por una inhibicion de la
respuesta de los PMN hacia quimiotaxinas derivado del Complemento. También
es capaz de modular directamente toda la activacion de la reaccion de la cascada
del Cp y amortiguar varias respuestas de neutrofilos a los estimulantes

inflamatorios”. (Sanchez, 2018).
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Figura No. 16. Estructura tridimensional de la Lisozima.

Fuente: (Andronov s.f.)

3.2.2.6. Ovotransferrina

La ovotransferrina conforma entre el 12 y el 13 % de las proteinas de la clara
con una masa molecular relativa de 77 kDa.; la proteina presenta un bajo
contenido de carbohidratos (2.6%) y p/ de 6.0. y estd considerada como un
alérgeno menor en cuanto a su frecuencia de sensibilizacion comparada con los

alérgenos principales del huevo (StaffNP, 2010).

Figura No. 17.  Estructura tridimensional de la Ovotransferina.

Fuente: (Andronov s.f.)
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3.2.2.7. Acidina

Es una glucoproteina en forma tetramera, con cuatro subunidades idénticas, en
cada una de las cuales se fija una molécula de biotina, se la utiliza en la deteccion
de tumores cancerigenos y como agente precursor de tratamientos oncoldgicos.
Presenta una alta estabilidad térmica ante las enzimas proteoliticas. (Dominguez,
2012).

Figura No. 18. Estructura tridimensional de la Acidina.

Fuente: (Andronov s.f.)

3.2.2.8. Flavoproteina

Las flavoproteinas cooperan en algunos procesos bioldgicos actuando como
enzimas, se caracterizan por poseer un nucleétido derivado de la vitamina B2,
como flavin-adenin-dinucleétido (FAD) o flavin- mononucleétido (FMN)
conocido también como riboflavina-5-monofosfato. (Pomilio, Ollivier, Oscar, &
Vitale, 2013).
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Figura No. 19. Estructura tridimensional de la Flavoproteina.

Fuente: (Andronov s.f.)

3.2.2.9. Cistatina

Esta proteina C de peso molecular 13kDa., no es glicosilada aunque es producida por
todas las células nucleadas. Su bajo peso molecular y alto punto isoeléctrico permite
a esta proteina ser filtrada libremente y reabsorbida en el tabulo renal. (Universidad
Nacional de Quilmes, 2010).

Figura No. 20. Estructura tridimensional de la Cistatina.

Fuente: (Andronov s.f.)
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3.3. Métodos de extraccion de proteinas

En el caso de drganos u otros tejidos animales, es necesario disgregarlos antes de
proceder a la lisis celular, ya que las células se encuentran rodeadas de tejido
conectivo. En general estas técnicas involucran la utilizacion de enzimas (como
por ejemplo colagenasa) y/o una ruptura mecanica grosera. Se pueden utilizar:
morteros, homogeneizadores eléctricos, tijeras o tamices metalicos (mesh), entre
otros. Cuando el material es un cultivo celular, la extraccion puede realizarse

adicionando un detergente, realizando un shock osmético, o por sonicacion.

“La finalidad del extracto proteico determina el buffer de extraccion que se
utilizara dependiendo si se desea 0 no que las proteinas conserven su actividad
bioldgica, su conformaciéon nativa, su interaccion con otras proteinas u otras
moléculas. Algunos protocolos son tan violentos que involucran la ruptura de
todas las membranas; otros en cambio permiten fraccionar y obtener, distintos
componentes subcelulares (nucleos, mitocondrias, etc).  Para la extraccion de
proteinas tiene que existir una ruptura celular o lisis. Los métodos més utilizados
estan basados en la homogenizacion de los tejidos y la destruccion de los limites
celulares por medio de diferentes procedimientos fisicos y/o quimicos”.
(Universidad Nacional de Quilmes, 2010).

3.3.1. Extracciones de proteinas con diferentes tampones de lisis con o sin

corddn paliza

“El tampon de lisis de proteina basado en el dodecil sulfato de sodio (SDS),
contiene SDS al 4% (p / v) en tamp6n Tris-HCI 50 mM. (pH 8,0). El reactivo de
extraccién de proteina bacteriana (B-Per) se adquiere de Thermo Fisher Scientific
Inc. (nimero de catalogo, 78248). Tampon de lisis a base de urea, preparado con 8
M. de urea en 50 mm. Tris-HCI buffer (pH 8.0). Para los tres tampones de lisis,
los cocteles de inhibidores de proteasa, incluida una mini tableta Roche
complete™ y una tableta Roche Phos-STOP ™ por cada 10 ml. de tampdn de

lisis de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las extracciones de
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proteinas sin el batido de cuentas se vuelve a suspender las células microbianas en
500 pl. de tampdn de lisis con pipeteo arriba y abajo hasta que no haya particulas
visibles en el lisado. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a
16,000 g, 4 °C en 10 minutos”. (Zhang et al., 2018).

3.3.2. Aislamiento de proteinas de clara de huevo

“Aproximadamente 40 ml. de clara de huevo tratados con etanol al 30% y
ajustados pH a 5.8 para separar la mucina. La solucion fue centrifugada en
4.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. EI sobrenadante fue descartado, y el
precipitado se ajusté a pH 7,4 con NaOH 1 M. y sujeto a IEX cromatografia” .
(Tubdn, 2016).

3.3.3. Extraccion asistida por ultrasonidos de proteinas ESM

“Las particulas secas de ESM se suspendieron en diferentes solidos a solventes
relaciones: 1:10, 1:20 y 1:30 (g: mL) en agua destilada. La solucion las muestras
fueron expuestas a ondas ultrasonicas con una sonda ultrasonica reactor (UP200S,
200 W, Hielscher, Teltow, Alemania) teniendo una frecuencia fija de 24 kHz. El
procesador ultrasonico tenia una Chaqueta de acero con temperatura controlada a
través de la cual el agua fria puede pasar, por la temperatura del agua de
refrigeracion se ajusté a 4 °C para evitar los efectos de calentamiento. Las
muestras fueron sometidas a sonicacion en diferentes amplitudes y para diferentes
tiempos después de los cuales fueron filtrados y centrifugados a 6000 g durante
20 min. Los sobrenadantes se recogieron para un analisis posterior”. (Surangna
& Anil, 2016).

3.4. Cuantificacion de proteinas

Los métodos de cuantificacibn de proteinas totales incluyen métodos
tradicionales tales como la medicion de la absorbancia a 280 nm, electroforesis,
ensayos de Bradford y acido bicinconinico; otros métodos alternativos como el

de Lowry o ensayos novedosos desarrollados por los proveedores comerciales.
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Los proveedores comerciales proveen un kit bien disefiado para cada tipo de
ensayo. Los métodos para cuantificar proteinas individuales incluyen el ELISA,
el Western blot, la espectrometria de masas, entre otros. (Franco, Reyes, Carriel,
& Ramdn, 2018).

3.4.1. Andlisis elemental

Es una técnica que indica el contenido total de carbono, hidrégeno, nitrégeno y
azufre presente en muestras solidas y liquidas de naturaleza organica e inorganica.
La técnica se basa en la oxidacién instantanea de la muestra mediante una
combustion con oxigeno puro a una temperatura aproximada de 1000°C; los
productos de combustion CO2, H20 y N2, se transportan mediante el gas portador
(He) por un tubo de reduccion selectiva en columnas especificas para ser
absorbidos térmicamente. Los campos de utilidad de esta técnica son varios
como: analisis de combustibles fosiles (carbén, coque, gasolina, aceites minerales,
gasoil, etc.), industria farmacéutica, analisis de suelos, industrial alimenticia,

ceramicas, etc. (Universidad de Alicante, 2012).

3.5. Electroforesis

Es una técnica de laboratorio que habilita la separacion de las proteinas de acuerdo
con sus caracteristicas fisicas. Las proteinas, tienen cargas eléctricas diferentes
cuando se ponen en un campo eléctrico, sus moléculas se desplazan de acuerdo
con su carga eléctrica y su peso molecular. La direccion de la migracion de las
moléculas depende del pH de la solucion del punto isoeléctrico de la proteina; el
grado de desplazamiento depende de la carga eléctrica de cada proteina, v,
con menor importancia de otros factores como la diferencia de potencial, peso
molecular, tamafio de la molécula, conductividad del medio y tipo de soporte.
(Campuzano, 2016).

“El término electroforesis describe la migracion de una particula cargada bajo la

influencia de un campo eléctrico. Muchas moléculas importantes biolégicamente
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(aminoécidos, péptidos, proteinas, nucleétidos, &cidos nucleicos...) poseen grupos
ionizables y existen en solucion como especies cargadas, bien como cationes, 0
bien como aniones. Estas especies cargadas se van a separar en funcién de su
carga cuando se aplica un voltaje a través de los electrodos”. (Padilla, Diez,
Martinez, Béarcena, & Garcia, 2012).

En unas condiciones determinadas de electroforesis, la distinta movilidad de cada
molécula define su comportamiento y separacion en el espacio. Diferentes
moléculas tendrén diferente movilidad electroforética en un medio determinado.
La interpretacion de la electroforesis se debe hacer cuantitativa vy
cualitativamente, analizando los valores absolutos de cada fraccidn y observando
el patron electroforético, para determinar la presencia o ausencia de patrones
previamente reconocidos. (Campuzano, 2016).

Figura No. 21. Electroforesis.

Fuente: (Verdezoto 2018)
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3.5.1. Electroforesis método NATIVE

“Clear-native PAGE (CN-PAGE) separa las proteinas &cidas hidrosolubles y de
membrana (pH <7) en un gel de gradiente de acrilamida y, por lo general, tiene
una resolucion inferior a la PAGE azul nativa (BN-PAGE). La distancia de
migracion depende de la carga intrinseca de la proteina y del tamafio del poro del
gel de gradiente. Esto complica la estimacion de masas nativas y estados de
oligomerizacion cuando se compara con BN-PAGE, que usa colorante de
Coomassie unido a proteinas cargado negativamente para imponer un cambio de
carga en las proteinas. Por lo tanto, BN-PAGE en lugar de CN-PAGE se usa
comunmente para andlisis estandar. Sin embargo, CN-PAGE ofrece ventajas
cuando el colorante Coomassie interfiere con las técnicas requeridas para analizar
los complejos nativos, por ejemplo, la determinacion de actividades cataliticas,
como se muestra aqui para la ATP sintetasa mitocondrial, o la separacidn eficiente
a microescala de complejos proteicos de membrana para la transferencia de
energia por resonancia de fluorescencia (FRET) analiza. CN-PAGE es mas suave
que BN-PAGE. Especialmente, la combinacion de digitonina y CN-PAGE puede
retener conjuntos supramoleculares labiles de complejos proteicos de membrana
que se disocian bajo las condiciones de BN-PAGE. Los estados oligoméricos
enzimaticamente activos de la ATP sintasa mitocondrial previamente no
detectados usando BN-PAGE se identificaron mediante CN-PAGE”. (Wittig &
Schégger, 2005).

3.5.2. Electroforesis método SDS — PAGE

“Raymond y Weintraub en 1959 emplearon como soporte para la electroforesis
un gel de poliacrilamida (PAGE), posteriormente el método fue perfeccionado por
varios investigadores como Davis y Ornstein. La popularidad de este crecid
rapidamente y se logré un aumento de la resolucion. El dodecil sulfato de sodio
(SDS) se emplean agentes reductores y SDS en la determinacion del peso
molecular de proteinas en lo que se denomind electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)”. (Pérez, 2000).
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“La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, se hace la separacion de
proteinas en funcién de la masa molecular. Tanto es asi que la representacion del
logaritmo de la masa molecular frente a la distancia migrada obedece a una linea
recta para gran nimero de proteinas. Para que esta dependencia sea correcta, es
preciso romper los puentes disulfuro intra- e intercatenarios, para lo cual es
frecuente afiadir durante la preparacién de la muestra un agente reductor,
generalmente 2- mercaptoetanol. De este modo, la masa molecular observada
corresponde a la de cada subunidad de una proteina, no a la proteina completa, al
existir una relacion lineal. Para aplicar la muestra al gel, se le suele afiadir un
agente que la haga mas densa, generalmente glicerina o sacarosa. Ademas, para
sequir el avance de la separacion, se afiade un colorante, como azul de
bromofenol, que sirve como referencia (tracking dye). Este tiene una movilidad
mayor que la de cualquier macromolécula y, por tanto, si se aplica corriente hasta
que el colorante esté a poca distancia del extremo inferior del gel, se tiene la
seguridad de que ninguna macromolécula se ha salido del gel por avance
excesivo”. («Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS “SDS-PAGE”
practicas.pdf», 2018).

Figura No. 22. Electroforesis Sds — Page.
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Fuente: (Torres 2006)
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3.6. Caracterizacion molecular

Es el estudio especifico de cualquier caracteristica molecular que permite la
diferenciacion entre especies mediante el uso de marcadores moleculares, pueden
ser a nivel del DNA, RNA o proteico. (Vasquez C, Ramirez Castrillon, &
Monsalve F, 2016).

Los objetivos fundamentales de la caracterizacion molecular son: 1) evaluar la
situacion y tendencias de los recursos genéticos 2) mejorar la contribucion de los
recursos genéticos a la seguridad alimentaria y al desarrollo rural incrementando
la comprensién de sus usos actuales y potenciales y 3) contribuir a la
determinacion de las prioridades y necesidades de conservacion, uso sostenible y
ordenacion de los recursos genéticos de las especies animales. (Roman-Ponce
etal., 2014)
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IV. MARCO METODOLOGICO

4.1. Materiales

4.1.1. Localizacion de la investigacion

Provincia: Bolivar

Canton: Guaranda

Parroquia: | Veintimilla

Localidad: | Laguacoto Il

4.1.2. Situacion geogréfica y climatica

Altitud: 2.668 m.s.n.m.
Latitud: S1°40°00” / S 1°30”
Longitud: W 79°157 / W79 °0”

Temperatura media anual: | 13.5 °C.

Precipitacion media anual: | 845 mm.

Heliofania media anual: 720 h/l/a.

Fuente: Datos obtenidos de la Estacion Meteorolégica de Laguacoto 11. 2018.

4.1.3. Zona de vida

Segun la clasificacion Ecologica de Holdridge las zonas corresponden a Bosque
Siempre Verde Montado Bajo. (bbMB).

4.1.4. Material experimental

Huevos procedentes de produccion ecoldgica (Empresa privada Pichincha

Ecuador) y de produccién comercial (Supermercado Bolivar Ecuador).
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4.15. Materiales de laboratorio

e Materiales de vidrio.

e Materiales de plastico.

e Puntas para micropipetas.
e Micropipetas.

e Tubos eppendorf.

e Papel aluminio.

e Guantes.
e Etanol.
e NaOH.

e HCI.

e Acido acético glacial.
e SDS.

e TRIS base.

e Metanol.

e TEMED.

e Glicina.

e Acrilamida bis.

e Glicerol.

e Azul de Comassie R250.
e 2-mercaptoetanol.

e Azul de Bromofenol.
e Estandar de proteinas.
e Estandar de sulfamida.
e Plancha de agitacion.
e pH metro.

e Centrifuga.

e Balanza analitica.

e Ultracongelador.

e Liofilizador.
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e Analizador elemental.
o Vortex.

e Termo agitador.

e Extractora de gases.

e Equipo de electroforesis: Mini Protean.

4.1.6. Materiales de oficina

e Computadora.
e Hojas A4.

e Esferos.

e Memoria flash.
e Internet.

e Impresora.

4.1.7. Reactivos

e [(-mercaptoetanol

e Tris-ClapH8,8y6,8%

e Acrilamida 30%

e Temed1l5N

e Dodecil sulfato sodico (SDS) 10%
e  Persulfato de amonio (PSA) 10%

e Azul de coomassie 66%, Buferr Running
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4.2. Métodos

4.2.1. Factores en estudio

Cuadro No. 1. Factores y niveles de estudio

FACTOR A FACTORB

Al=E = Ecoldgico B1= P = Precipitado

A2= C = Comercial | B2 = S=Sobrenadante

4.2.2. Tratamientos

Cuadro No. 2. Tratamientos

Cadigo Descripcion

Al Ecoldgico + Peso inicial

A2 Comercial + Peso inicial

AlB1 Ecoldgico + Precipitado + Peso final
AlB2 Ecoldgico + Sobrenadante + Peso final
A2B1 Comercial + Precipitado + Peso final
A2B2 Comercial + Sobrenadante + Peso final
AlB1 Ecoldgico + Precipitado + %Nitrégeno
AlB2 Ecolbgico + Sobrenadante + %Nitrégeno
A2B1 Comercial + Precipitado + %Nitrdgeno
A2B2 Comercial + Sobrenadante + %oNitrdgeno
AlB1 Ecolbgico + Precipitado + %Proteina
AlB2 Ecologico + Sobrenadante + %Proteina
A2B1 Comercial + Precipitado + %Proteina
A2B2 Comercial + Sobrenadante + %Proteina
Al Ecolodgico + % Rendimiento

A2 Comercial + %Rendimiento




4.2.3. Tipo de analisis

Prueba de Fisher

4.3. Meétodos de evaluacion y datos tomados

4.3.1. Peso del albumen de huevo (PAH)

Para garantizar que los tratamientos sean equitativos se pesaron 50 g del albumen
por medio de una balanza digital

4.3.2. Peso final (PF)

Se centrifugd la clara de cada produccion (Ecolégicos y Comerciales),
obteniéndose un precipitado y un sobrenadante siendo pesados en una balanza
digital, estos datos se expresaron en gramos (gr.), estos pesos nos ayudaran a
obtener el peso final (PF).

4.3.3. Porcentaje de Nitrogeno (%N)

El porcentaje de nitrogeno se obtuvo mediante el analizador elemental.

4.3.4. Porcentaje de Proteina (%P)

El porcentaje de proteina se obtuvo mediante el porcentaje de Nitrégeno.

4.3.5. Porcentaje de Rendimiento (%R)

El porcentaje de Rendimiento se obtuvo mediante el peso de la clara de los huevos

siendo este el peso inicial sobre el peso final que se obtuvo por los pesos del

precipitado y del sobrenadante sumados; este sera expresado en porcentaje.
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4.3.6. Electroforesis NATIVE y SDS-PAGE (E)

Los resultados de esta prueba nos dan como resultado las proteinas que se

encuentran en el albumen de los huevos y estas podran ser visibles en el gel.

4.4. Manejo del Ensayo

4.4.1. Obtencidn de las muestras

Las muestras de los huevos ecoldgicos fueron obtenidas de la Granja Gallinas
Felices de la parroquia Puéllaro del cantén Quito — Prov. Pichincha; y la muestra
de los huevos comerciales se obtuvieron en un supermercado de la ciudad de
Guaranda — Prov. Bolivar.

4.4.2. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de la proteina se pesd 50g en una balanza digital marca
OHAUS modelo PA224 de los huevos de las diferentes producciones, tratados con
Etanol al 30% en relacién 50/50 con la muestra.

4.4.3. Separacion de la ovomucina

La ovomucina se separ6 ajustando el pH de la solucion antes descrita a un pH de
5,8 con el pH metro marca HANNA modelo HI 2221, se agitd con la ayuda del
agitador magnético marca IKA modelo C-MAG HS7, al cambiar el pH la
ovomucina precipitd y se la pudo retirar facilmente despues de agitarlo.

4.4.4. Centrifugacion

Se colocd la muestra en tubos falcon y se centrifugo en la centrifugadora marca
EPPENDORF modelo centrifuge 5804R, a 4000rpm por 30 min a 4°C, para retirar
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el resto de ovomucina, obteniendo un precipitado y un sobrenadante que se los

trasvaso a frascos para muestras.

4.45. Liofilizacién

Previamente las muestras fueron ultracongeladas a menos 80 ° C en el
ultracongelador marca Panasonic modelo MDF- U76VA-PA para mejorar el
proceso de liofilizacion.

Utilizando el liofilizador marca CHRIST modelo Alpha 1-4LDplus,
condicionando el equipo a -56°C por 20 min a 0,03 milibares para el secado
primario y en el secado secundario se utilizan las mismas condiciones, pero de 37
a 48 horas dependiendo del contenido de la muestra, eliminando el agua de las
muestras mediante congelacion y posterior sublimacion del hielo a presion

reducida, mejorando la concentracion proteica.

4.4.6. Porcentaje de Proteina

El porcentaje de proteina se obtuvo mediante el porcentaje de nitrégeno que se
obtuvo a partir del analizador elemental marca Elementar modelo vario MACRO
CUBE que utiliza el método Dumas a partir de la siguiente formula:

%P = %N*Factor de conversion del huevo

Donde:
%P = Porcentaje de Proteina
%N = Porcentaje de Nitrogeno

Factor de conversion del huevo = 6,68

4.4.7. Porcentaje de Rendimiento

Se realiz6 teniendo en cuenta el peso inicial y el peso final de las muestras
mediante la siguiente formula:
%R = (wf/wi) x 100
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Donde:
%R = Porcentaje de Rendimiento
W = Peso final (suma del precipitado y del sobrenadante)

Wi = Peso inicial (peso de la clara)

4.4.8. Caracterizacion de proteinas por electroforesis

4.4.8.1. Preparacion de muestras

SDS-PAGE:

De las 4 muestras liofilizadas se pesaron 10mg en un tubo ependorf de 1,5 ml,
diluyendo con 1 mililitro de agua, agitamos en el vortex marca Vortex MIXER
modelo VM-300 y se trasvasd 200 puL de las muestras en dos tubos ependorf,
colocando 200 uL de Buffer con y sin 2mercaptoethanol (beta-mercaptoetanol)
obteniendo 4 muestras con 2-mercaptoethanol y 4 muestras sin 2mercaptoethanol,
se agitaron en el termoagitador o microincubadora marca Optic IVYMEN system
modelo TR100-6 a 100°C por 5 min.

NATIVE:

De las 4 muestras liofilizadas se pesaron 10mg en un tubo ependorf de 1,5 ml,
diluyendo en 1 mililitro de agua agitamos en el vortex y se trasvasé 200 uL a otro
tubo ependorf y se coloc6 200 upL de Buffer el cual no contiene ni 2-
mercaptoethanol ni dodecilsulfato sodico (SDS), se agito en el vortex.

4.4.8.2. Electroforesis SDS-PAGE

Preparacion del gel concentrador o gel de arriba

Para preparar el gel, colocamos en un tubo falcon 1,220ml de agua (H20);
0,260ml de Acrilamida al 30%; 0,500ml de Tris con un pH de 6,8; 0,020ml de
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SDS al 10%; 10,0 uL de antigeno prostatico especifico (PSA) al 10% y 2,0uL de
tetrametiletilendiamina (TEMED); y colocamos en la camara del equipo de

electroforesis.

Preparacion del gel separador o gel de abajo

Para preparar el gel, colocamos en un tubo falcon 1,530ml de agua (H20);
1,800ml de Acrilamida al 30%; 1,125ml de Tris con un pH de 8,8; 0,045ml de
SDS al 10%; 22,5ul de PSA al 10% y 2,3ul de TEMED; y colocamos en la
camara del equipo de electroforesis colocando el peine para las muestras y

esperamos a que gelifique.

Corrida de la muestra

Se armo las piezas para el equipo de electroforesis y vertemos el Buffer Running
que contiene SDS, TRIS y GLICINA, en la cAmara y en el gel ponemos 10 uL de
las muestras en cada pocillo mas el estandar de proteinas, tapamos y colocamos
los electrodos para generar el campo eléctrico; dejamos correr la muestra hasta
que lleguen al final de la camara; los geles resultantes de la electroforesis se tifien
con azul de Comassie R-250, al tefiir el gel éste se vuelve azul, posterior a este
proceso para observar las proteinas lo destefiimos con la solucion que tiene 50%

de metanol, 5% de &cido acético y 45% de agua.

4.4.8.3. Electroforesis NATIVE

Preparacion del gel concentrador

Para preparar el gel, se colocd en un tubo falcon 1,240ml de agua (H20); 0,260ml
de Acrilamida al 30%; 0,500ml de Tris con un pH de 6,8; 10,0 uL de antigeno

prostatico especifico (PSA) al 10% y 2,0uL de TEMED; y colocamos en la
camara del equipo de electroforesis.
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Preparacion del gel separador

Para preparar el gel, se colocd en un tubo falcon 1,530ml de agua (H20); 1,800ml
de Acrilamida al 30%; 1,125ml de Tris con un pH de 8,8; 22,5uL de PSA al 10%
y 2,3uL de TEMED; y colocamos en la cdmara del equipo de electroforesis

colocando el peine para las muestras y esperamos a que gelifique.

Corrida de la muestra

Se armo las piezas para el equipo de electroforesis y vertemos el Buffer Running
que a diferencia del Buffer para el gel SDS-PAGE este no contiene SDS en la
camara y en el gel ponemos 10 uL de las muestras en cada pocillo més estandar de
proteinas, tapamos y colocamos los electrodos para generar el campo eléctrico; y
dejamos correr la muestra hasta que lleguen al final de la camara; los geles
resultantes de la electroforesis se tifien con azul de Comassie R-250, al tefiir el gel
éste se vuelve azul, posterior a este proceso para observar las proteinas lo
destefiimos con la solucion que tiene 50% de metanol, 5% de acido acético y 45%

de agua.

4.4.8.4. Resultado de los geles

Para los resultados de los geles utilizamos el sistema de foto documentacion
marca ANALITYKJENA modelo GelTowe, con un software Vision Works.
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V. RESULTADOSY DISCUSION

Cuadro No. 3.

Peso inicial (PAH), de los huevos procedentes de produccion

ecoldgica vs. produccion comercial.

PESO INICIAL

NS 0,68

Al

A2

50.06

50.01

50.02

50.06

50.06

50.02

MEDIA

50.05

50.03

GRAN MEDIA

50,038

Grafico No. 1.
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Peso inicial (PAH), de los huevos procedentes de produccién

ecoldgica vs. produccion comercial.
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1

PESO INICIAL

50,038

. =

2

m MEDIA ® GRAN MEDIA

Segun los resultados estadisticos de la distribucion de Fisher del Peso inicial este

no es significativo con una media total de 50.038 y con un coeficiente de variacion

de 0.05; siendo el mejor tratamiento Al con 50.047.

El CONSEJO ASESOR DEL INSTITUTO DE ESTUDIOS DEL HUEVO (2002),
dice que el peso del albumen de huevo varia entre g. 35,7 - 39,5. En nuestra

investigacion utilizamos un peso de albumen estdndar para poder obtener un %

proteico y un % de rendimiento concreto.
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Cuadro No. 4. Peso final (PF), de los huevos procedentes de produccion

ecoldgica vs. produccion comercial.

PESO FINAL ** 123,63
AlBl1 Al1B2 A2B1 A2B2
1.193 7.274 0.583 7.308
1.373 6.925 0.584 5.453
1.288 6.828 0.738 5.794
MEDIA 1.284 7.009 0.635 6.185
GRAN MEDIA 3,7784
GréaficoNo. 2. Peso final (PF), de los huevos procedentes de produccion

ecoldgica vs. produccion comercial.
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Segun los resultados estadisticos de la distribucion de Fisher del Peso final dio
como resultado muy significativo con un valor de 123.63; el coeficiente de
variacion de 13.53 y con una media total de 3.7784 siendo el mejor tratamiento
A1B2 con 7.0090. y el tratamiento mas bajo el A2B1 con 0.6350

Debido a que no existen datos referenciales en investigaciones anteriores sobre el

peso del albumen en liofilizacién se considera a esta investigacion innovadora.
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Cuadro No. 5. Porcentaje de Nitrogeno (%N), de los huevos procedentes de

produccion ecoldgica vs. produccion comercial.

%NITROGENO NS 2,33
AlB1 AlB2 A2B1 A2B2

12.13 12.54 11.85 12.16

11.99 11.33 11.76 12.24

12.47 12,51 12.27 12.76

12.43 12.58 12.21 12.77

12.03 12.77 11.88 12.29

12.11 12.81 11.88 12.26
MEDIA 12.193 12.423 11.975 12.413
GRAN MEDIA 12,251

Gréfico No. 3. Porcentaje de Nitrogeno (%N), de los huevos procedentes de

produccion ecoldgica vs. produccién comercial.
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Segun los resultados estadisticos de la distribucion de Fisher del % de Nitrégeno
dio como resultado no significativo con un valor de 2.33; un coeficiente de
variacion de 2.78 y una media total de 12.251 siendo el mejor tratamiento A1B2
con 12.423. y el tratamiento mas bajo el A2B1 con 11.975.
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No existen datos referenciales en investigaciones anteriores sobre el % de

Nitrogeno del albumen de huevo obtenido mediante el analizador elemental por lo

tanto se considera a esta investigacion innovadora.

Cuadro No. 6. Porcentaje de Proteina (%P), de los huevos procedentes de
produccion ecoldgica vs. produccion comercial.
%PROTEINA NS 2,08
AlBl1 Al1B2 A2B1 A2B2
80.56 79.73 78.86 81.496
83.17 83.8 81.73 85.27
80.63 85.44 79.36 85.27
MEDIA 81.45 82.99 79.98 84.01
GRAN MEDIA 82’11
Gréfico No. 4. Porcentaje de Proteina (%P), de los huevos procedentes de
produccion ecoldgica vs. produccion comercial.
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Segun los resultados estadisticos de la distribucién de Fisher del % de Proteina dio

como resultado no significativo con un valor de 2.08; un coeficiente de variacién
de 2.58 y una media total de 82.110 siendo el mejor tratamiento A2B2 con 84.012.

y el tratamiento mas bajo el A2B1 con 79.983.
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Angeles Carbajal Azcona. Profesora Titular de Nutricion y su publicacion Calidad
nutricional de los huevos y relacion con la salud en la Revista de Nutricion
practica en el 2006 este dice que, existe un 11% de proteina en el albumen del
huevo, esto no es comparativo con nuestra investigacion ya que existe un minimo
de 79,98% y un maximo de 84,01% de proteina en aproximadamente 50 g de

albumen de huevo.

Cuadro No. 7. Porcentaje de Rendimiento (%R), de los huevos procedentes de

produccion ecoldgica vs. produccion comercial.

%RENDIMIENTO NS 1,96
Al A2
14.53 14.61
13.84 10.89
13.64 11.58
MEDIA 14.00 12.36
GRAN MEDIA 13.182

Grafico No. 5. Porcentaje de Rendimiento (%R), de los huevos procedentes de

produccion ecolégica vs. produccién comercial.

% RENDIMIENTO

14,50

14,00
14,00
13,50 13,182
13,00
12,50 12,36
11,50
1 2

B MEDIA ® GRAN MEDIA

Segun los resultados estadisticos de la distribucion de Fisher del % de
Rendimiento dio como resultado no significativo con un valor de 1.96; un
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coeficiente de variacion de 10.91 y una media total de 13.182 siendo el mejor
tratamiento Al con 14.003.

No existen datos referenciales en investigaciones anteriores sobre el % de

Rendimiento, por lo que se considera a esta investigacion innovadora.

Grafico No. 6. Gel electroforético SDS-PAGE de albumen de huevo de gallina

procedentes de produccion ecoldgica vs. produccion comercial.
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Fuente: Investigacion de campo.
Elaborado por: Stephanie Cristina Verdezoto Tapia

El grafico No 12, muestra la caracterizacion de proteinas por medio de
Electroforesis SDS-PAGE en presencia y ausencia del agente reductor 2-
mercaptoetanol de proteinas aisladas de albumen de huevo de gallina procedentes

de la produccion comercial y la produccion ecoldgica.

La linea A corresponde al estandar que nos proporciona los pesos de las proteinas.
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Las lineas B, y C corresponden a los precipitados del huevo Ecolégico y
Comercial; las lineas D, y E a los sobrenadantes de los huevos Ecoldgicos y
Comerciales respectivamente; con el agente reductor, y presentaron proteinas con
un peso molecular de, 502.95 y 349,86 kDa que corresponden a la Ovomucoide;
218,55 kDa que corresponden a la Ovomucina; 76,44 kDa de la Ovotransferrina;
39,87 kDa de la Ovoalbimina y 12,39 kDa de la Lisozima.

Las lineas F, y G corresponden a los precipitados del huevo Ecologico y
comercial; las lineas H, e, | son las muestras pertenecientes a los sobrenadantes de
los huevos ecoldgicos y comerciales respectivamente; sin el agente reductor, y
presentaron proteinas con un peso molecular de, 439,68 kDa que corresponden a
la Ovomucoide; 188,51 kDa a la Ovomucina; 84,04 kDa a la Ovotransferrina;
49,13 kDa de la Ovoalbumina y 12,39 kDa de la Lisozima.

Segun el estudio realizado por C. Desert y otros; 2001; en “Comparison of
Different Electrophoretic Separations of Hen Egg White Proteins” podemos
afirmar que los pesos encontrados en esta investigacion si corresponden a los

antes mencionados.

No existen diferencias entre el precipitado y el sobrenadante en todas las
muestras; para un proceso industrial de extraccion de proteinas se debe tomar en
cuenta las dos partes del proceso (sobrenadante y precipitado).

A través del agente desnaturalizante 2-meracaptoetanol se puede visualizar las
proteinas que tienen presencia de cisteina; el rompimiento de puentes disulfuro se
puede evidenciar de acuerdo a su peso molecular en: LISOZIMA en un peso de 12
kDa, OVOTRANSFERRINA en un peso de 76 y 65 kDa y OVOMUCOIDE con
un peso de 350 y 219 kD.
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Grafico No. 7. Gel electroforético NATIVE de albumen de huevo de gallina,

procedentes de Produccidon ecoldgica vs. Produccién comercial.

.
MW (KDa)
250
150~ | |[of& / ek:x: -
i B
100 = 1
81 81 "
75 || 2 4 SE——. .
o - cc | (coine | coles.
52 ol |82 . 52 .
50— »s
37 as I ‘ ]
25 —a7 ‘ |
20 as
15 A9
A B C D E

Fuente: Investigacion de campo.

Elaborado por: Stephanie Cristina Verdezoto Tapia

Andlisis:

El grafico No 13, muestra la caracterizacion de proteinas por medio de
Electroforesis NATIVE, de proteinas aisladas de albumen de huevo de gallina
procedentes de la produccion comercial y la produccion ecoldgica.

La linea A corresponde al estandar que nos proporciona los pesos de las proteinas.
Las lineas B, y C a los precipitados del huevo Ecolégico y Comercial; las lineas
D, y E a los sobrenadantes de los huevos de produccion Ecolédgica y Comercial
respectivamente; estas bandas como las proteinas no han sido desnaturalizadas; se
pueden observar grupos de proteinas las cuales segun podemos ver se encuentran
en los mismos rangos de peso (KDa) es decir se encuentran las mismas proteinas

ya sea en produccion comercial, como en produccion ecoldgica.
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VI. COMPROBACION DE LA HIPOTESIS

No existe evidencia estadistica para rechazar la Hipoétesis nula (Ho) que dice, “Los
aislados proteicos del albumen de huevos de gallina, procedentes de la produccion
ecoldgica vs. la produccion comercial no presentan diferencias en su composicién
proteica a nivel molecular”, ya que, segun las pruebas estadisticas realizadas y a la

caracterizacion a través de electroforesis no existen diferencias significativas.
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VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1.

Conclusiones:

A través de la presente investigacion se ha logrado caracterizar
molecularmente los aislados proteicos del albumen de huevos de gallina
procedentes de la produccién ecoldgica vs. la produccién comercial; se ha
conseguido estandarizar la metodologia de extraccion.

Las muestras analizadas estadisticamente en cuanto a porcentaje de proteina
(%P), porcentaje de rendimiento (%R), porcentaje de Nitrdgeno; y tipos de
proteinas, no presentaron diferencias significativas.

Una vez caracterizadas las muestras por el método de electroforesis (SDS-
PAGE, NATIVE), se determina que no existen diferencias significativas, tanto
en precipitados como en sobrenadantes de los dos diferentes tipos de huevo.
Segun el estudio realizado se determind que por el % de proteina obtenido en
las dos muestras; estos son concentrados proteicos; ya que, el menor

porcentaje es de 79,99% y el mayor porcentaje de proteina es de 82,99%.
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7.2. Recomendaciones:

e Se recomiendan futuras investigaciones que incluyan un estudio diferencial de
otras partes estructurales como la yema, a través de la comparacion de acidos
grasos, carotenoides, entre otros.

e Ademas, se sugieren realizar pruebas de bioactividad y establecer si existen
diferencias.

e Finalmente se recomienda hacer una investigacion usando cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas para mejorar la exactitud de los

datos.

53



10.

BIBLIOGRAFIA

Adam, E. E., & Ebert, R. J. (1991). Administracion de la produccion y las
operaciones: conceptos, modelos y funcionamiento. Pearson Educacion.
Recuperado  de  https://books.google.com.ec/books?id=FI1wYy0z8-0C&
printsec=frontcover&hl=es&source=gbs_ge summary_r&cad=0#v=0onepage&
q&f=false

Arias, J., & Fernandez, M. (2018). Revista TecnoVet. Recuperado 29 de junio
de 2018, de http://web.uchile.cl/vignette/tecnovet/ CDA/tecnovet_articulo
/0,1409,SC1D%253D9610%25261S1D%253D458,00.html

Azcona, A. (2006a). Calidad nutricional de los huevos y relacion con la salud,
11.

Azcona, A. (2006b). Publicado en: Revista de Nutricion Practica 2006;10:
PDF. Recuperado 29 de junio de 2018, de https://docplayer.es/21098646-
Publicado-en-revista-de-nutricion-practica-2006-10-73-76.html

Ballard, G. (2001). CYCLE TIME REDUCTION IN HOME BUILDING, 9.
Campuzano, G. (2016). La electroforesis de proteinas: mas que una prueba de
laboratorio. Recuperado 30 de junio de 2018, de https://edimeco.com
/medicina-laboratorio/2012/articulos-de-revision/item/253-la-electroforesis-de-
proteinas-mas-que-una-prueba-de-laboratorio

Cérdenas, L. F. A., Bley, A. S., Hernandez, E. A., & Raposo, I. C. (2010).
EVALUACION Y MEJORAMIENTO DE LOS SISTEMAS DE
PRODUCCION EN PROYECTOS DE CONSTRUCCION, 320.

Carrillo, W. (2013). Lisozima: Actividad antibacteriana y alergenicidad
Lysozyme: Antibacterial Activity and Allergenicity, 14, 13.

Cruz, A. L. (2007). Correlacion del metodo KJELDAHL.pdf. Recuperado 29
de junio de 2018, de https://repository.uaeh.edu.mx /bitstream/bitstream /
handle/123456789/10914/Correlacion%20del%20metodo%20KJELDAHL.pdf
?sequence=1

Dominguez, F. A. (2012). Aspectos Microbioldgicos del huevo y sus
derivados. Recuperado de http://132.248.9.195/ptd2013/enero/305545264
1305545264.pdf

54



11.

12.

13.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS «SDS-PAGE» practicas.pdf.
(2018). Recuperado 30 de junio de 2018, de http://wwwa3.uah.es/jcdiez/
biologia%?20sanitaria/metodos%20biologia%20molecular/practicas.pdf

Franco, G., Reyes, Y., Carriel, A.,, & Ramon, S. (2018). Determinacién de
proteinas por el método de Lowry (Fohn Cicalteau). Recuperado 30 de junio de
2018, de https://es.scribd.com/document/354132210/Lab-Bioquimica-Informe-
2-Metodo-de-Lowry

Gil, A. (2010). Tratado de nutricion / Nutrition Treatise: Composicion Y
Calidad Nutritiva De Los Alimentos / Composition and Nutritional Quality of
Foods. Ed. Médica Panamericana. Recuperado de https://books.google.com.ec
/books?id=hcwBJOFNvQY C&pg=PT106&Ipg=PT106&dg=Es+una+glucoprote
ina+que+contribuye+a+la+viscosidad+de+la+clara.+Forma+con+la+lizosima+
un+complejo+insoluble+en+medio+acuoso+dependiendo+del+pH.+Este+com

plejo+es+responsable+de+la+estructura+gelificada+de+la+capa+espesa+del+al
bumen.+La+disociaci%C3%B3n+de+este+complejo+act%C3%BAa+durante+
el+almacenamiento+de+los+huevos,+a+medida+que+el+pH+se+eleva, +y+es+
responsable+de+la+licuefacci%C3%B3n+del+albumen.+Es+estable+al+calor.

+La+ovomucina+es+un+inhibidor+de+la+hemoaglutinaci%C3%B3n+v%C3%
ADrica&source=bl&ots=61BWKhp63p&sig=pZ6wmcanJ5rbXIZApPTL6ggN

UCO0&hl=es&sa=X&ved=0ahUKEwiblcyr2PnbAhUKxVKKHf2gBCAQGAEI

KDAA#v=0nepage&q=Es%20una%20glucoproteina%20que%20contribuye%

20a%201a%20viscosidad%20de%?20la%20clara.%20Forma%20con%?201a%20I
1z0sima%?20un%?20complejo%20insoluble%20en%20medio%20acuoso%20de

pendiendo%20del%20pH.%20Este%20complejo%20es%20responsable%20de
%20la%20estructura%20gelificada%20de%20la%20capa%20espesa%20del%2
Oalbumen.%20La%20disociaci%C3%B3n%20de%20este%20complejo%20act
%C3%BAa%20durante%20el%20almacenamiento%20de%2010s%20huevos%
2C%20a%20medida%20que%20el%20pH%20se%20eleva%2C%20y%20es%
20responsable%20de%201a%?20licuefacci%C3%B3n%20del%20albumen.%20
Es%20estable%20al%20calor.%20La%200vomucina%20es%20un%?20inhibid
0r%20de%20la%20hemoaglutinaci%C3%B3n%20v%C3%ADrica&f=false

55



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.
24,

25.

Gonzélez, K. (2017). Valor nutricional de los pastos. Recuperado 29 de junio
de 2018, de https://zoovetesmipasion.com/pastos-y-forrajes/valor-nutricional-
los-pastos/

Hammershoj, M., & Johansen, N. F. (2016). Review: The effect of grass and
herbs in organic egg production on egg fatty acid composition, egg yolk colour
and sensory properties - Livestock Science. Recuperado 29 de junio de 2018,
de https://www.livestockscience.com/article/S1871-1413(16)30245-1/abstract
Hernandez, R. (2015). Prevalencia y caracterizacion molecular de Salmonella
spp, en granjas avicolas de postura comercial en el departamento del Tolima.,
99.

huevoselmajadal. (2012). Valor nutricional del huevo y recomendaciones de
consumo. Recuperado 29 de junio de 2018, de https://huevoselmajadal.com/
2012/05/24/composicion-del-huevo-y-recomendaciones-de-consumo/

Jiménez, R. (2012). Digestibilidad, Alergenicidad in vitro y efecto
inmunomodulador de proteina de huevo procesado, 104.

Karp, G. (2018). biologia celular y molecular- 5 ed - PDF Free Download.
Recuperado 29 de junio de 2018, de https://edoc.site/biologia-celular-y-
molecular-gerald-karp-5-ed-pdf-free.html

Manejo de nidos mecanicos para reproductoras: individuales y comunitarios.
(2015). Recuperado 29 de junio de 2018, de
http://www.elsitioavicola.com/articles/2708/manejo-de-nidos-mecanicos-para-
reproductoras-individuales-y-comunitarios/
mercado-prod-gourmet-dinamarca-icex.pdf. (2018). ICEX Espafia. Recuperado
de http://www.mercacei.com/pdf/mercado-prod-gourmet-dinamarca-icex.pdf
Moreno, D. A. O. (2001). Zootecnista - Profesor Asociado, 46.

OCDE-FAO Perspectivas Agricolas 2013-2022. (2013), 335.

Padilla, C. A. P., Diez, J., Martinez, E., Barcena, J., & Garcia, C. (2012).
Electroforesis de é&cidos nucleicos en geles de agarosa. Aislamiento y
caracterizacion electroforética de DNA plasmidico, 8.

Perez, H. (2000). Electroforesis en geles de poliacrilamida: fundamentos,
actualidad e importancia. Recuperado 30 de junio de 2018, de
http://bvs.sld.cu/revistas/uni/vol1_2_00/uni07200.htm

56



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Pintado, D. (2016). La calidad del huevo en el punto de mira: calidad externa.
Recuperado 29 de junio de 2018, de https://avicultura.info/la-calidad-del-
huevo-en-el-punto-de-mira-calidad-externa-2/

Pomilio, A. B., Ollivier, C., Oscar, J., & Vitale, A. A. (2013). Flavoproteinas
que actian como amino-oxidasas: Estructura, funcién e importancia clinica.
Acta bioquimica clinica latinoamericana, 47(2), 279-305.

Quispe, W. M. (2018). Crianza-de-gallinas-para-la-produccion-de-huevos, 18.
Renter, A., & Jurgens, A. (2017). Huevos de gallinas felices, una tendencia al
alza en toda Europa. Recuperado 29 de junio de 2018, de
http://www.lavanguardia.com/vida/20171128/433261030103/huevos-gallinas-
felices-etiquetado-cero-proteccion-animales.html

Roman-Ponce, S. 1., A. Cantu-Covarrubias, A. Vélez-l1zquierdo, A. Rios-
Utrera, F.E. Martinez-Silva, L. De La Cruz-Colin, ... V.E. Vega-Murillo.
(2014). Manual Para la Identificacion y Caracterizacion de los Recursos
Genéticos Pecuarios. Aves y Cerdos. Unpublished.
https://doi.org/10.13140/rg.2.2.11512.24325

Sanchez, L. (2018). Uso de lisozima como promotor de crecimiento.
Recuperado 29 de junio de 2018, de
http://www.actualidadavipecuaria.com/articulos/uso-de-lisozima-como-
promotor-de-crecimiento.html

Sena, S. N. (2013). insumos_factores_de_produccion_oct_2013.pdf [Boletin
mensual NOm. 16]. Recuperado 28 de junio de 2018, de
https://www.dane.gov.co/files/investigaciones/agropecuario/sipsa/insumos_fact
ores_de_produccion_oct 2013.pdf

StaffNP. (2010). Caracteristicas de los alérgenos mas importantes en el huevo.
Recuperado 29 de junio de 2018, de https://nutricionpersonalizada.wordpress
.com/2010/01/07/alergenos_huevo/

Surangna, J., & Anil, A. (2016). Optimization of Extraction of Functional
Protein Hydrolysates from Chicken Egg Shell Membrane (ESM) by Ultrasonic
Assisted Extraction (UAE) and Enzymatic Hydrolysis. LWT - Food Science
and Technology, 69. https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2016.01.057

S7



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Telégrafo, E. (2017). El ecuatoriano consume 165 huevos al afio. Recuperado
30 de junio de 2018, de https://www.eltelegrafo.com.ec/noticias/economia/8/el-
ecuatoriano-consume-165-huevos-al-ano

Tubon, J. (2016). “Modificacion de la Actividad enzimdtica de Lisozima de
Clara de Huevo de Gallina, por hidrdlisis gastrica y tratamiento térmico
(microondas)”. Técnica de Ambato, Ambato-Ecuador. Recuperado de
http://repositorio.uta.edu.ec/bitstream/123456789/23822/1/AL607.pdf
Universidad de Alicante. (2012). Anélisis Elemental. Recuperado 30 de junio
de 2018, de https:/sstti.ua.es/es/instrumentacion-cientifica/unidad-de-rayos-
x/analisis-elemental.html

Universidad Industrial de Santander. (2013). Manual de gallinas ponedoras.
Emprendedor en produccion y comercializacion de gallinas con alimentacion
alternativa y semipastoreo. Dr. Jaime Augusto Ortiz Salazar. Recuperado de
https://www.slideshare.net/jaimeaugusto/manual-de-gallina-ponedora-
sena?qid=3d34b08d-17e5-4dea-a29f-2dd21268dde4 &v=&b=&from_search=1.
Universidad Nacional de Quilmes. (2010). TP2: Extraccion y cuantificacion de
proteinas. Recuperado de https://ibcmung.files.wordpress.com/2010/03/tp2.pdf
Vésquez C, J. A., Ramirez Castrillon, M., & Monsalve F, Z. I. (2016).
Actualizacion en caracterizacion molecular de levaduras de interés industrial.
Revista Colombiana de Biotecnologia, 18(2), 129.
https://doi.org/10.15446/rev.colomb.biote.v18n2.61530

Wittig, 1., & Schégger, H. (2005). Advantages and limitations of clear-native
PAGE. Proteomics, 5(17), 4338-4346. https://doi.org/10.1002/pmic.200500081
Zhang, X., Li, L., Mayne, J., Ning, Z., Stintzi, A., & Figeys, D. (2018).
Assessing the impact of protein extraction methods for human gut
metaproteomics. Journal of Proteomics, 180, 120-127.
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2017.07.001

58



ANEXOS



Anexo No. 1.  Tabla de los pesos iniciales de los huevos de la Produccion

Ecoldgica y Comercial.

PESO INICIAL

ECOLOGICOS COMERCIALES

R1 R2 R1 R2

50,0609 50,02 50,0604 50,0191 50,062 50,0208

Anexo No.2.  Tabla de los pesos finales de los huevos de la Produccion

Ecoldgica y Comercial.

PESO FINAL
ECOLOGICOS COMERCIALES
R1 R2 -Rl R2 -
PRECIPITADO 1,1925| 1,3732| 1,2875| 0,5831| 0,5836 0,738

SOBRENADANTE 1 1,0258 2,6767 2,7797 3,4228 2,5494 | 2,4374

SOBRENADANTE 2 5,0552 2,8747 2,7609 | 3,3021 2,3196| 2,6183

SOBRENADANTE T 6,081 5,5514 5,5406 6,7249 4,869 5,0557

TOTAL 7,2735 6,9246 6,8281 7,308 5,4526| 5,7937




Anexo No. 3.  Porcentaje de Nitrdgeno obtenido del analizador elemental de

los huevos de la Produccion Ecologica y Comercial.




Anexo No. 4.

Obtencion del Porcentaje de Proteina (%P) de los huevos de la

Produccién Ecologica y Comercial.

PROM.
% NITROGENO % Proteina %P
Tratamientos R1 R2 R3 R1 R2 R3
. PRECIPITADO 12,06 | 12,45| 12,07| 80,5608 | 83,166 | 80,6276 | 81,45
ECOLOGICOS
SOBRENADANTE | 11,935| 12,545| 12,79 | 79,7258 83,8006 | 85,4372 | 82,99
PRECIPITADO 11,805 | 12,24 11,88 78,8574 | 81,7632 | 79,3584 | 79,99
COMERCIALES
SOBRENADANTE 12,2| 12,765| 12,275| 81,496 | 85,2702 | 81,997 | 82,92
Anexo No.5.  Obtencion del Porcentaje de Rendimiento (%R) de los huevos de
la Produccion Ecoldgica y Comercial.
% RENDIMIENTO PROM. %R
MATRIZ R1 R2 R3
ECOLOGICOS 14,529 13,844 13,640 14,004
COMERCIALES 14,610 10,892 11,583 12,362
Anexo No. 6.  Obtencion de datos de las proteinas del gel SDS-PAGE
tabulados.
1250kDa 50295 5029
2IE0KDs MO 986 986 986 43968 43068 43068 43968 Ovomucoide 260 300400 SDS PAGE 3 puentes disuluro
3100k0a 21855 2185 21855 21855 18351 18851 18851 18851 Ovomucina 0
475 kDa 1644 7644 7644 7644 13660 13660 13660 136,60 (Ovotransfermna 76 15 puentes disulfuro
SEOKDa 6461 B4B1  BAB1  4G1 BAD4  BAM MM BN
6ITKDa  B419  B419  BA19 B19 B3B5 B3G5 3B 63
T5K0e 08T NG VT NV B OB 4913 491 Ovoalbimina 4
B20KDe R4 WA WA M UET WET UET U
I15kD: 13 1239 123 23 1239 2P 21 029 Lisozima 144 4 puentes disufuro
1010 KDz CISTENAS




Anexo No. 7. Fotografias del trabajo de campo en el laboratorio.

Huevos utilizados para muestras de la
produccién comercial y de la
produccidn ecologica.

Huevos de la produccion comercial y
de la produccidn ecoldgica sometidos
a medicién en sus didmetros con cinta

métrica.

Separacion de claras y yemas de
huevos de ambas producciones en

estudio.

Muestras salidas del centrifugador

(precipitado y sobrenadante)




Peso del precipitado. Colocacion de la muestra de pH5.8 a
los tubos de pléstico para la

centrifugacion.

Cambio de pH de las muestras con el e
P Liofilizador

phmetro y el agitador magnético.




Colocacion de muestras en el Muestras liofilizadas.

liofilizador.

H metro indicando el pH al cual o
P P Realizacion de geles para la

deben estar las muestras. .
electroforesis.




Preparacion de muestras para colocar
en el gel para la electroforesis.

Electroforesis corriendo el gel.

Gel SDS-PAGE destefiido y listo para

la interpretacion de datos.

(I
N

Fuente de poder para que corra la

muestra en la electroforesis.




Gel Native listo para la interpretacion Sistema de fotodocumentacion.

. . Visita de campo en el laboratorio.
Exposicion en la visita de campo




Anexo No. 8. Glosario de términos.

Alergia: Intolerancia a determinado tipo de componentes de la dieta como es el
caso comun de muchas proteinas de algunos cereales, como las gliadinas del

gluten, que dan lugar a la enfermedad celiaca.

Aminoacidos: También &cidos aminados, elementos constitutivos de las proteinas
formados por largas cadenas de sus elementos constitutivos comunes, unidos
linealmente entre si. Los aminoacidos que se encuentran en las proteinas son

apenas una veintena.

Antioxidante: Sustancia que inhibe directa o indirectamente las oxidaciones

causadas por el oxigeno.

Aterosclerosis: Consecuencia patologica, a nivel cardiovascular, de los depositos
de colesterol y otros elementos (placas de ateroma), que reducen el diametro de

las arterias.

ADN de cadena simple: Polimero no ramificado, compuesto por cuatro tipos de
subunidades: los desoxiribonucle6tidos que contienen las bases adenina (A),

citosina (C), guanina (G) y timina (T).

ADN Polimerasa: Enzima que cataliza la incorporacién de los nucle6tidos

complementarios a la cadena molde durante el proceso de replicacion del ADN.

Bacteriofago (Fago): Cualquier virus que infecte bacterias. Herramienta

ampliamente utilizada como vector de clonaje.

Caloria: Es la cantidad de calor necesario para aumentar 1° C 1 milimetro o
gramo de agua de 15,5a 16,5° C.



Cebador / Oligo / oligonucleétido o "primer': Molécula corta de ADN de una

sola cadena (Unos 18-24 nucleétidos)

Colesterol: Compuesto organico presente en los lipidos de origen animal. Cuando
hay mucho colesterol en la sangre puede favorecer la ateromatosis. Hay dos
formas principales de transporte del colesterol en la sangre: las HDL o high

density lipoproteins que son “el bueno” y aseguran su retorno al higado, y las

LDL o low density lipoproteins que son el llamado “malo” y lo llevan a los

tejidos.

Cuerpos cetonicos: Tienen olor caracteristico a acetona y se producen por

utilizacion masiva de acidos grasos como principal substrato energeético.

Déficit proteico: La falta de proteinas en la dieta va, a menudo unido a un déficit
global de alimento, y a malnutricion caldrico — proteica, sobre todo en los nifios,

dando lugar a enfermedades.

Desoxiribonucle6tido: Unidad bésica del ADN constituida por una base
nitrogenada: adenina, guanina (purinas), citosina o timina (pirimidinas), un azucar

(desoxiribosa) y un grupo fosfato.

Electroforesis: Método de fraccionamiento molecular basado en diferencias de

movilidad en un campo eléctrico.

Enzimas: Proteinas que facilitan una reaccion bioquimica, y se asocian a un

cofactor llamado coenzima.

Gel desnaturalizante: Gel al que se ha incorporado urea como agente
desnaturalizante y en el que las moléculas de ADN (previamente desnaturalizadas
por calentamiento a 90°C) se someten a electroforesis a 45°C con objeto de evitar

su renaturalizacion (Formacion espontanea de la doble hélice). De esta forma la



velocidad de migracion en el gel es directamente proporcional al tamafio de la

cadena sencilla de ADN.

Gel de acrimamida/bisacrilamida: Gel copolimerizado que gracias a la
formacién de una malla de un tamafio de poro concreto permite separar diferentes

moléculas en funcién de su tamafio.

Liofilizacion: Es un sistema de conservacion que sirve para algunos alimentos,

mediante el paso de un sélido a gas, realizado con el vacio.

Metabolismo: Conjunto de transformaciones bioguimicas que se producen en un
organismo vivo. Metabolismo basal es el gasto energético minimo necesario para

mantener un organismo en ayunas, reposo y condiciones térmicas 6ptimas.

Obesidad: Es una acumulacion excesiva de grasa en el cuerpo. Su medida es un
proceso bastante complicado, que se propone hacer por diversos métodos, entre

ellos el IMC o indice de masa corporal.

Oxidacion: Concepto bioguimico que corresponde a una ganancia de oxigeno y

pérdida de hidrdgeno.

Pectinas: Polosacaridos que se encuentran en el espacio que separa las paredes de
las células vegetales, y se hinchan con agua. Forman parte de la pulpa de algunas

frutas.

Vitaminas: Conjunto de sustancias que nuestro organismo necesita incorporar en
pequefias cantidades para desarrollar funciones distintas del aporte de energia.

Participan en funciones muy diversas.



