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I. RESUMEN Y SUMMARY

1.1. Resumen

Existen varias investigaciones de matrices como es el huevo de gallina, pero no del
huevo de codorniz. En paises tercer mundistas el huevo de codorniz es muy
apetecido por su pequefio tamafio. En estos tiempos se ha venido dando a conocer
este producto como una fuente rica de alimento, pero no se ha desarrollado estudios
que puedan corroborar esta hipotesis, por lo cual se opta realizar la siguiente
investigacion. En el presente estudio aislamos la proteina por su punto isoeléctrico,
cuantificar, caracterizar y someterlas a estudios de digestion in vitro. Tomando en
cuenta 4 tipos de muestras para comprobar, a medida que pase el tiempo las
proteinas se conservan o se pierden. Huevos recolectados a las 12 horas después de
la postura mostraron que poseian un valor proteico de 87,22%, huevos de 24 horas
87,80%, huevos de 48 horas 86,26% y huevos 72 horas recolectados después de la
postura 90,28%, demostrandonos que el huevo de codorniz tiene un alto valor
proteico comparado con la matriz huevo de gallina. En la caracterizacion proteica
a través de electroforesis SDS-PAGE, pudimos evaluar los tipos de proteina que
este producto posee tomando en cuenta que se aisl6 lisozima y ovomucina por lo
gue en este estudio sus bandas casi son inexistente. Ovotransferrina (77kDa),
Avidin (65-69ka), Ovoglobulina G3 (50-55 kDa), Ovoalbumina (39 kDa) y
fracciones de Lisozima (12kDa), observadas en todas las muestras estudiadas por
ende estas proteinas se conservan si no son sometidas a cambios bruscos de
temperatura mayores de 50°C y menores de 25°C. Por lo tanto para la simulacion
del proceso gastrointestinal in vitro se utilizaron enzimas como la pepsina,
pancreatina y sales biliares, preparandolas a distintos pHs y simular el estbmago de
una persona que padece problemas gastrointestinales pH 1,2 estbmago de una
persona adulta sana pH2,0 y nifio no lactante pH3,2; determinamos que las
proteinas del huevo de codorniz son totalmente digeridas a pH 1,2 y a pH 3,2 la
proteina ovotranferrina y ovoalbumina presentan inconvenientes para su digerido

total.

Palabras claves: proteinas, digestion in vitro, electroforesis SDS-PAGE



1.2. Summary

There are several investigations of matrices such as the chicken egg, but not the
quail egg. In third nudist countries the quail egg is very appealing because of its
small size. In these times this product has been known as a rich source of food, but
there have been no studies that can corroborate this hypothesis, which is why the
following research is chosen. In the present study we isolate the protein by its
isoelectric point, quantify, characterize and subject them to in vitro digestion
studies. Taking into account 4 types of samples to check as time passes the proteins
are preserved or lost. Eggs collected at 12 hours after laying showed that they had
a protein content of 87.22%, eggs collected at 24 hours after laying 87.80%, eggs
collected at 48 hours after laying 86.26 % and eggs collected at 72 hours after laying
90.28% showing that the quail egg has a high protein value compared to the chicken
egg matrix. In the protein characterization through SDS-PAGE electrophoresis, we
were able to evaluate the types of protein that this product has taking into account
that lysozyme and ovomucine were isolated, so in this study their bands are almost
non-existent. Ovotransferrin (77kDa), Avidin 65-69ka), Ovoglobulin G3 (50-55
kDa), Ovalbumin (39 kDa) and Lysozyme fractions (12kDa), observed in all the
samples studied, therefore these proteins are conserved if they are not subjected to
Sudden temperature changes greater than 50 ° C and less than 25 ° C. Therefore,
for the simulation of the gastrointestinal process in vitro enzymes such as pepsin,
pancreatin and bile salts were used, preparing them at different pHs and simulating
the stomach of a person suffering from gastrointestinal problems pH 1.2 stomach
of a healthy adult person pH2, 0 and non-infant child pH3,2; We determined that
quail egg proteins are fully digested at pH 1.2 and at pH 3.2, ovotranferrin and

ovalbumin protein have problems for their total digestion.

Keywords: proteins, in vitro digestion, SDS-PAGE electrophoresis



Il. INTRODUCCION

El huevo es una de las mejores y mas economicas fuentes de proteina de alta calidad
conteniendo un balance equilibrado de los distintos minerales y vitaminas, la
incorporacion de huevos en la dieta humana provee de los nueve aminoacidos
esenciales, haciendo de estos una excelente fuente de aminoacidos esenciales con
alto valor bilégico. (USDA, 2009)

El huevo de codorniz, siendo una fuente de proteina, se encuentra subutilizado
debido a los inconvenientes que presenta, entre otras cosas, su pequefio tamarfio para
ser consumido como huevo de plato lo hace ver menos apreciable ante las personas

gue consumen huevo de gallina.

La composicién y calidad nutritiva de un ingrediente proteico son necesarias para
descubrir su utilidad como fuente de proteina en un sistema alimenticio

contribuyendo a la calidad final del producto.

Debido al bajo costo de produccidn que presenta este producto, podria considerarse
que su clara deshidratada como una posible fuente de proteina funcional o como

enriquecedor de alimentos; para lo cual, se hace necesaria su caracterizacion.

Las proteinas del huevo se han convertido en una de las fuentes principales para la
obtencion de péptidos bioactivos. Los péptidos bioactivos son secuencias
especificas de aminoacidos, inactivos en el interior de la proteina precursora, que
ejercen determinadas actividades bioldgicas tras su liberacién mediante hidrolisis
quimica o enzimética. (Lopez Fandifio, 2014)

El proceso de digestibilidad de alimentos es uno de los parametros mas empleados
para determinar la calidad de las proteinas. Para evaluar la calidad de la proteina
existen diversos métodos que se pueden clasificar en quimicos, bioldgicos y
microbiologicos generalmente uno de los métodos que se aplica en la evaluacion
del grado de digestibilidad de las proteinas es el enzimatico, ensayo basado en crear
un medio muy similar al de los organismos de las personas con una mezcla de
enzimas y sales biliares. Los hidrolizados proteicos juegan un papel importante en

el proceso de digestion. (Quinteros F. , 2016)



Por lo tanto, los objetivos planteados en esta investigacion fueron:

e Caracterizar molecularmente la digestibilidad in vitro de aislados proteicos del huevo
de codorniz.

e Extraer la proteina de albumen de huevo de codorniz mediante su punto
isoeléctrico.

e Cuantificar el contenido de proteina mediante el método Analizador elemental.

e Caracterizar el perfil proteico de los aislados mediante la técnica de
electroforesis SDS-PAGE

e Establecer las diferencias y relaciones entre las muestras de acuerdo al tiempo

de recoleccion después de la postura.



I11. PROBLEMA

A pesar de los procesos tecnologicos y su gran avance son muchas la matrices de
origen animal que no se han estudiado a profundidad y a nivel de laboratorio, siendo
esto de gran importancia ya que existe un crecimiento constante de la poblacion
humana a nivel mundial, por lo cual la demanda de alimentos de mejor calidad es
creciente, el consumo de huevo de codorniz es de 15 huevos al afio por persona con

relacién al de la gallina que es de 183 huevos por persona al afio. (Angeles , 2014)

Al no haber un estudio mas minucioso de la mayoria de tipos de alimentos estos
quedan en segundo grado en la escala alimenticia creyendo que estos no poseen el
valor nutricional diferente a los que se consume habitualmente; por ejemplo el
huevo de gallina posee 75kcal, 6.25g de proteina, vitaminas A, D, B2, Biotina,
B12, minerales: Selenio, Yodo, Hiero y Zinc (Araneda, Edualimentaria, 2018),
estos datos son conocidos con mucha frecuencia caso contrario de los huevos de
codorniz que por conviccion social se cree tienen mayor valor nutricional que el

huevo de gallina; teoria que no ha sido validada a nivel cientifico.

En Ecuador sobre todo en la region interandina se busca constantemente el
fortalecer los procesos de crianza animal que satisfagan la demanda y el equilibrio
de consumo de productos ricos en nutrientes, buscando alternativas de matrices
origen animal de especies menores gque tengan alto rendimiento y bajo impacto a

nivel ambiental como la codorniz. (Sanchez Gomez, 2015)



IV. MARCO TEORICO

4.1. Generalidades de la codorniz japoneza

La codorniz pertenece al orden de las gallinaceas, fasianidas y al género Coturnix.
Dentro de las variedades que se explotan comercialmente se encuentran la coturnix
var. Cortunix o codorniz europea, coturnix var. Japonica o codorniz japonesa y
coturnix var, pharaoh. La explotacion coturnicola, en cuanto a huevo, se centra en
la Coturnix var. Japonica, también llamada codorniz doméstica, asiatica, rey o del
este: fue domesticada hace mucho tiempo en Japon e introducida en Europa y
América. (Omlet, 2015)

El huevo de la codorniz pesa el 10% de su propio peso corporal, lo que indica su
excepcional capacidad de conversion alimenticia al compararlo con la gallina que
solo es el 3%, por lo que resulta un ave muy atractiva para su explotacion. (Gomez
Parada, 2013)

4.2. Huevo
4.2.1 Generalidades

Presenta una forma ovoide ligeramente irregular, con un didmetro transversal de

2.41cm y un diametro longitudinal de 3.25cm.

Se reporta un peso promedio de 11.40g. Algunos factores relacionados con el
mismo son el grosor de la Céscara, la alimentacion de las reproductoras; la humedad
y la temperatura ambiente. El color del huevo de codorniz depende del material
pigmentario segregado por el tejido glandular situado en las proximidades de la

seudovagina o segmento terminal del oviducto.
4.2.2 Estructura

La estructura del huevo de codorniz, en términos generales, es la misma que en el

huevo de gallina. En el cuadro 1 se comparan sus composiciones:



Tabla 1

Analisis comparativo de los componentes estructurales del huevo de gallina y
codorniz

Gallina Codorniz

Peso promedio () 67.8 114

Porcion comestible (%) 88.4 88.59
Cascara (%) 115 11.41
Yema (%) 29.1 42.98
Clara (%) 59.3 45.61

Fuente: Araneda , Edualimentaria , 2018

La cascara limita fisicamente el contenido del huevo del ambiente que lo rodea y
constituye una barrera protectora contra la penetracion de microorganismos; se

divide en cuticula, cascara propiamente dicha y membranas.

La cuticula es poco soluble en agua, posee una estructura parecida a la del colageno,
se encuentra atravesada por una infinidad de poros y estd compuesta
aproximadamente de 90% de proteina; entre los aminoacidos que la componen se

encuentran la glicina, lisina, cistina y tirosina. (Hoy Digital, 2009)

La cascara es la cubierta exterior del huevo actia como barrera bacterioldgica. Esta
constituida, por una matriz célcica con un entramado orgéanico, el calcio es el
elemento méas abundante otros minerales como sodio, magnesio, zinc, magnesio,

hierro, cobre, aluminio y boro, en menores concentraciones.

Esta atravesada por numerosos poros que forman tuneles entre los cristales
minerales y permiten el intercambio gaseoso entre el interior y el exterior. El color
de la céscara, depende de la concentracion de pigmentos, denominados porfirinas,
depositados en la matriz célcica y no afecta a la calidad, ni a las propiedades

nutritivas del huevo.

La calidad o resistencia de la cascara depende del metabolismo mineral de la
gallina, alimentacion, genética, el estado sanitario y la temperatura ambiente.
(Taipe, 2016)



La Céscara limita fisicamente el contenido del huevo con el del ambiente que lo
rodea y constituye una barrera protectora contra el acceso de microorganismos: se

divide en cuticulas, Cascara y membranas.

e Cuticula
La cuticula es poco soluble en agua, posee una estructura parecida a la del

colageno, se encuentra a travesada por una infinidad de poros y esta compuesta
aproximadamente de 90% de proteina; entre los aminoéacidos que la componen se

encuentran la glicina, lisina, cistina y tirosina. (Paradais-Sphynx, 2017)
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Figura 1. Estructura de la cascara del huevo

Fuente: Instituto de estudios del huevo, 2010

e Céscara
La céascara o estrato calcareo, limitada exteriormente por la cuticula e interiormente

por las membranas. Esta compuesta principalmente por cristales de carbono de
calcio. Es permeable a los gases, por lo que durante el almacenamiento del huevo
ingresa aire y el volumen de la cdmara de aire formada entre la Céscara y las

membranas aumenta, lo que constituye un indice de menor frescura.

La yema consiste en una dispersion de particulas en una fase acuosa o plasma, sus
componentes mayoritarios son proteinas y lipidos, existiendo cantidades menores
de carbohidratos y minerales. Contiene la mayoria de los lipidos del huevo, siendo
éstos esencialmente triglicéridos y fosfolipidos. La intensidad del color de la yema
depende del contenido en carotenoides, lo cual esta relacionado con la alimentacion

de la codorniz.

Posee gran parte de las vitaminas y minerales que convierten el huevo en un

alimento de una calidad excepcional. Destaca el calcio, el sodio, el hierro, el



potasio, la vitamina B, B12, D y K, entre otras. Sin embargo, existe un compuesto
que llama la atencion frente al resto: la colina. Este favorece el crecimiento celular,
asi como eliminacion de toxinas, la correcta contraccion de los musculos o la

memoria. (Mollejo, 2018)

La clara est& constituida por cuatro capas distintas: externa fluida, densa, interna
fluida y chalazas. La proporcion de cada una de estas capas es variable,
atribuyéndose esto a la raza, condiciones ambientales, tamafio del huevo y nivel de
produccién. El constituyente mayoritario de las distintas capas es el agua,

descendiendo ligeramente su contenido desde las externas hacia las internas.

La clara de huevo es el nombre comdn que hace referencia al liquido
semitransparente que contienen los huevos. Se caracteriza por su alto contenido en
proteinas del huevo, por lo que cientificamente se le conoce con el nombre de
albumen. (Mojon & Brusi, 2017)

4.2.3 Composicion quimica del huevo

El huevo de codorniz contiene un mayor porcentaje de proteina y grasa (13.10y
11.10% respectivamente) en comparacion con el huevo de gallina (12.5 y 10.0%
respectivamente), asi como un elevado contenido de minerales como fésforo, sodio,

potasio, calcio y magnesio. (Gonzalez & Hernandez , 2011)

4.2.4 Valor nutricional del huevo de codorniz

Tabla 2

Estructura del huevo de codorniz

Componente Cantidad
Yema 42.3%
Clara 46.1%
Agua 73.9%
Proteinas 15.6%

Fuente: Closa, Marchesich, Cabrera , & Morales , 1999



Tabla 3

Composicién de la clara de huevo de codorniz

Componente Cantidad
Ovoalbumina 80%
Ovomucoide 10%
Ovomucina 7%
Ovoglobulina 3%

Fuente: Closa, Marchesich, Cabrera , & Morales , 1999

4.2.5 Informacion nutricional del huevo de codorniz

Tabla 4

Informacioén nutricional

Cantidad por 100g

Calorias

Grasas totales

Grasas totales

Acidos grasos saturados
Acidos grasos poliinsaturados
Acidos grasos monoinsaturados
Colesterol

Sodio

Potasio

Carbohidratos

Fibra alimentaria

Azucares

Proteinas

158
158
119
3.69
1.39
4.39
844g
141mg
132mg
0.49
Og
049
139

Fuente: Uruguay, 2015

Los principales constituyentes de la clara, ademas del agua, son las proteinas que

se segregan en el oviducto y que tienen primordialmente una funcion biolégica.
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4.2.6 Clara del huevo de codorniz

Est4 compuesta por agua y proteinas (fundamentalmente la ovoalbumina) vertida
por secreciones del epitelio del oviducto durante el paso del ovulo por él. Su funcion
natural primaria es la de proteger la yema del huevo y proveer nutrientes adicionales

para el crecimiento del embrion. (Wolk , 2015)
4.2.7 Yema

La yema de huevo es un tipo de huevo que contiene 16,12 gramos de proteinas, no
contiene carbohidratos, contiene 31,90 gramos de grasa por cada 100 gramos y no
contiene azUcar, aportando 353 calorias a la dieta. Entre sus nutrientes también se
encuentran las vitaminas A, B7, D y E. Ademas de estas propiedades, la yema de

huevo contiene hierro. (Fatsecret, 2018)

La yema tiene un alto contenido proteico, pero también es donde se concentra las

grasas y el colesterol que tan mala fama le ha dado a este alimento durante afios

La yema es donde existe una alta cantidad de proteinas de muy alto valor bioldgico.
(Delgado, 2009)

4.3. Proteinas

Las proteinas son las moléculas que desempefian un mayor namero de funciones en
el organismo. Uno de sus principales papeles es el estructural. Son las biomoléculas

que conforman casi todas las estructuras corporales, como los musculos, la piel, etc.

Las proteinas del cuerpo estan en un continuo proceso de renovacion. Por un lado,
se degradan hasta convertirse en aminoacidos y, por otro, se utilizan estos
aminoacidos junto con los obtenidos de la dieta para formar nuevas proteinas segun
lo que necesite el organismo en cada momento. Esto se denomina recambio
proteico. (Moréan, 2015)

La funcion principal de las proteinas en el cuerpo es la construccion de nuevas
células, el mantenimiento de células existentes y el reemplazo de células viejas. Las
proteinas son fuentes de energia en el cuerpo, la oxidacion de un gramo de proteina
produce cuatro calorias. Las proteinas son también necesarias para la formacion de

varias enzimas y hormonas que se encuentran en el cuerpo. (Delgado Fajardo, 2008)
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Las proteinas que poseen los huevos de codorniz ayuda a nuestro organismo a crear
nuevas proteinas estas seran las responsables de construir tejido y masa muscular
también regula los fluidos del organismo estan formadas por aminoacidos como
acido aspartico, acidos glutamico, , alanina, arginina, cistina, fenilalanina, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, serina, tirosina, treonina,
triptofano y valina estas son las responsable de crear las proteinas de los huevos de

codorniz.

Las proteinas son biopolimeros formados por unidades sencillas llamados a —
aminoacidos (aminoécidos cuyo grupo amino y carboxilo se localizan en el
carbono a de la molécula) a través de enlaces llamados peptidicos, con una
organizacion molecular generalmente caracterizada por cuatro tipos de estructura.
(Ulloa, Ulloa, Ramirez Ramires, & Ulloa , 2012)

4.4.  Tipos de proteinas

La diversidad de estructuras de las proteinas del huevo, con muy diferentes
propiedades fisicoquimicas, las hace especialmente atractivas para la basqueda de

nuevos péptidos bioldgicamente activos. (Lopez Fandifio, 2014)

La clara contiene més de 13 poli péptidos con caracteristicas de glicoproteinas que
integran una estructura bien organizada, gelatinosa y espesa. La composicion
proteica de las capas delgadas y gruesa de la clara se diferencia Gnicamente en el

contenido de ovomucina.
4.4.1 Ovoalbimina

Es la principal proteina de la clara del huevo (60-65% de las proteinas totales).
Pertenece a la super familia proteinica de las serpinas (son un grupo numeroso de
proteinas con estructuras similares identificados inicialmente como capases de

inhibir otras enzimas del grupo de las proteasas.

La ovoalbumina s considerada una serpina a diferencia de la mayoria de estas la
ovoalbimina no es capaz de inhibir cualquier peptidasa. La ovoalbumina se
considera que es un mecanismo protector contra las bacterias exteriores agresoras
al huevo. (Fernando, 2014)
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4.4.2 Ovotransferrina (Conalbimina)

Es la segunda proteina més abundante en la clara, la cual es una cadena de
aproximadamente 80kDa. Es una glicoproteina que contiene 0.8% de hexosa y
1.4% de hexosamina. Es obtenida de la clara por precipitacion fraccionada con
sulfato amonico, no contiene fosforo ni grupos sulfhidricos la ovotransferina es
muy sensible a la desnaturalizacion térmica (57-65°C) pero menos sensible a la

desnaturalizacion superficial que la ovoalbumina.
4.4.3 Ovomucoide

Ha sido identificado como uno de los alérgenos dominantes de la clara y es la causa
de la mayoria de las reacciones alérgicas en nifios. Ovomucoide exhibe grado
variable de actividad inhibitoria hacia varias proteasas de serina. Es una proteina
altamente glucosalida con 20-25% de carbohidrato, peso molecular de 28kDa y
punto isoeléctrico. EI ovomucoide estd compuesta de 186 aminoacidos arreglaos en
3 dominios en tandem, con 60 aminoacidos cada uno. Una variante genética con
eliminacién de un di péptido ocurre en aproximadamente el 20% de las moléculas

de ovomucoide. (Nutricionpersonalizada, 2010)
4.4.4 Lisozima

La lisozima de la clara de huevo de gallina es una de las principales proteinas que
se encuentran en ella, con una actividad antimicrobiana bien demostrada. No se han
notificado péptidos bioactivos distintos de los péptidos antimicrobianos de HEWL.
Tiene una alta concentracion (1.3g/L de clara de huevo). La lisozima de huevo es
una proteina que puede representar cerca del 3,4% de las proteinas de la clara del
huevo. Su masa molecular es 14.307 Da y esta compuesta por una secuencia de 129

residuos de aminoacidos.

Es una proteina muy catidnica, con un elevado punto isoeléctrico (pl.=10.7), con 19
aminoacidos en su secuencia cargados positivamente. Posee cuatro puntos disulfuro
que le confieren una alta estabilidad, en ellos se encuentra los ochos cisteinas

presentes en las moléculas. (You, Undeniwe, Aluko, R, & Wu, 2010)

13



4.45 Calorias

La cantidad de calorias que hay en 100 gramos de huevos de codorniz son 155 esto
le proporciona a nuestro cuerpo un aproximado de 6% de la cantidad que se
recomienda diariamente a un adulto de edad y estatura media que tenga una
actividad fisica moderada, estas proporcionan a nuestro cuerpo la energia necesaria

para realizar las actividades diarias es una fuente de energia.
4.5. Recolecta del huevo tras la puesta

Cuando el huevo es puesto no posee camara de aire, si no que ésta se forma después.
Cuando el huevo se seca y se enfria, el contenido se retrae y en el espacio restante
entra aire por aspiracion a travées de los poros de la Cascara, de manera que, si la
superficie esta sucia, de manera visible o no, o contaminada por bacterias
procedentes del oviducto del ave, los microorganismos pasan al interior del huevo
con el aire. Este fendmeno se realiza aproximadamente en unas tres horas después
de la puesta. (Garcia & Dalmau, 2003)

4.6. Influencia de la duracién y temperatura de conservacion sobre la

viabilidad del huevo

Segun (Proudfoot, 1969)La viabilidad del huevo disminuye con la duracion del
periodo de conservacion, la razon es que la deshidratacion del huevo aumenta
cuando la duracion de la conservacion se alarga, lo que significa en una pérdida del
peso del huevo. Esta pérdida de vapor de agua desde el interior del huevo contribuye

al envejecimiento o deterioro progresivo de su calidad interna. (Nahm, 2001)

Es decir que a medida que pase el tiempo se disminuye la tasa de supervivencia de
las células originales y disminuye el nivel sustitucion por parte de células nuevas,
aumenta el pH del albumen y disminuye la elasticidad de la yema. (Elibol , Peak,
& Brake, 2002)

4.7.  Aislados proteicos

Segun (Cardenas , 2016), un aislado proteico se obtiene aplicando un tratamiento
de solubilizacion alcalina seguido de una precipitacidn acida, la misma que se logra

ajustando el pH hasta alcanzar el punto isoeléctrico de la proteina. Este método es
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el méas empleado por su facilidad, por el alto rendimiento obtenido y por la mejora
de la digestibilidad que produce en la misma. Ademas, permite reducir o eliminar
los factores anti nutritivos o la presencia de componentes no peptidicos como

lipidos, azucares, fibra y otros no deseables en el producto final

4.7.1 Concentrados y aislados proteicos

Los aislados proteicos son la forma comercial mas purificada, se obtiene
eliminando los polisacaridos, oligosacaridos y otros componentes ya sea por
hidrolisis y posterior precipitacion, por adicion de acidos, controlando los diferentes
parametros como el pH, solubilidad y otros, que permiten el enriquecimiento de la
proteina requerida. Este tipo de producto posee entre el 85-95% de proteina, debido
a que es sometido a un proceso de cromatografia de intercambio ionico. Los
aislados proteicos se pueden conseguir a partir de un concentrado proteico, asi como
de materia prima natural los concentrados proteicos, se pueden variar
considerablemente el contenido de proteinas entre 35 y 85%, por lo que existe una

enorme diferencia en la calidad de este producto. (Rizo, 2012)

Una amplia variedad de herramientas de extraccion y fraccionamiento de proteina
y peptidicos se disponen en base a sus caracteristicas fisicoquimicas y estructurales,
tales como la solubilidad, hidrofobicidad, peso molecular, punto isoeléctrico (pl) y

asi sucesivamente. (Martinez, Hernandez, Amigo, Millares, & Gomez , 2013)
4.8. Cuantificacién proteica

Se han desarrollado diferentes métodos para cuantificar las proteinas totales, o
alguna en particular en un ensayo dado. Los métodos de cuantificacién de proteinas
totales incluyen métodos tradicionales tales como la medicién de la absorbancia a
280nm, electroforesis, los ensayos de Bradford y acido binciconinico, asi como
métodos alternativos como el de Lowry o ensayos novedosos desarrollados por los
proveedores comerciales. Los proveedores comerciales tipicamente proveen un Kit
bien disefiado y conveniente para cada tipo de ensayo. Los métodos para cuantificar
incluyen ELIS, el Western blot y, mas recientemente, espectrometria de masas entre
otros. (Johnson, 2016)
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4.9. AnAlisis elemental

Es una técnica que proporciona el contenido total de carbono, hidrogeno, nitrégeno,
y azufre presente en un amplio rango de muestras de naturaleza organica tanto
solidas como liquidas. La técnica esta basada en la completa e instantanea oxidacion
de la muestra mediante una combustion de oxigeno puro a una temperatura
aproximada de 1000°C.los diferentes productos de combustion son transportados
mediante el gas portador ((He) a través de un tubo de reduccion y después
selectivamente separados en columnas especificas para luego ser absorbidos

térmicamente.

Los campos de aplicacion de esta técnica son diversos y van desde el anélisis de
combustibles fosiles hasta la industria farmacéutica y la quimica fina, pasando por

el andlisis de suelos, industrial alimenticia, etc. (UA, 2012)
4.10. Métodos para cuantificar proteina

Determinar la concentracion de proteinas en una muestra bildgica, es una técnica
basica cuando se trata de purificar una proteina concreta, conocer la actividad
especifica de una preparacion enzimatica, para el diagnostico de enfermedades, asi
como para otros muchos propositos. Existen diferentes métodos para la
cuantificacion de proteinas basandose en: la propiedad intrinseca de las proteinas
para absorber luz en la zona ultravioleta (UV), formacion de derivados quimicos, o
la capacidad que tienen las proteinas de unir ciertos colorantes. (Reyes & Galvan ,
2001)

Es importante conocer el contenido de proteina de la muestra de estudio, es posible
utilizar un método oficial de analisis de proteinas como el de kjeldahl que determina

el contenido de nitrogeno total de la muestra. (Nielsen, 2010)

Aqui describimos algunos de los métodos cominmente utilizados para determinar

la concentracion de proteinas.
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4.10.1 Espectrometria de masas de proteinas

Es un método emergente para la cuantificacion de proteinas. Un paso importante en
el analisis proteémico, ademas de la caracterizacion proteica, es la posibilidad de

cuantificar una proteina especifica.

Normalmente, se afiade isdtopos estables méas pesados de carbono o nitrégeno a una
muestra (péptidos o proteinas) mientras que sus is6topos ligeros correspondientes
se afladen a una segunda muestra (estandar interno) que luego se mezcla en el
analisis. Debido a la diferencia de masas es posible analizar la relacion entre las
intensidades de los picos de las dos muestras por un analizador de masas la cual se
corresponde con relacion de sus abundancias relativas. (Jhonson & Carvajal, 2018)

4.11. Métodos basados en nanoparticulas y nanoporos

Se puede aplicar este método debido a sus propiedades dpticas. Brevemente una
propiedad importante es el cambio de la longitud de onda a la cual absorben luz
cuando su tamafio aumenta por la unién a otras moléculas o por agregacién. Dado
que el cambio de absorcidn de luz es el rango visible, el cambio se percibe como
un cambio de color. Hasta ahora se han utilizado en conjunto con particulas de

unién a proteinas. Por ejemplo, anticuerpos, péptidos o aptdmeros.

Mas recientemente (Rogowski , Verman, & Chen , 2016), propusieron un nuevo
tipo de sensores de nanoparticulas para la deteccidn y cuantificacion de proteinas,
al que llamaron “nariz quimica”. Su sensor consiste de una mezcla de
nanoparticulas de oro con diferentes formas que se puede agregar de diferente

manera diferencial cuando interactta con diferentes proteinas.

Un segundo método que ha sido desarrollado recientemente se basa en el uso de
nanoporos en estado sélido. Se utilizé moléculas largas de ADN como portadoras
y nanoporos de vidrio para medir la concentracion de proteinas en solucién en el
rango nanomolar. En el método las proteinas son capaces de unir proteinas en sitios
especificos, translocan a través de los nanoporos con la ayuda de una corriente

eléctrica.

Cuando transloca, el ADN causa una caida en la sefial de la corriente. Una segunda

caida se registra cuando la proteina se une al ADN. Cuanta mas alta es la
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concentracion de proteina, méas cargado se encuentra el portador. La frecuencia de
los picos de las caidas secundarias de corriente también incrementa con la

concentracion de proteina. (Kong, Bell, & keyser , 2016)
4.12. Digestibilidad Gastrointestinal

La combinacién de conocimientos sobre la composicion quimica y digestibilidad
de un aislado proteico permite su uso en la formulacion de un alimento y precisar
calculos sobre su contribucion en términos de energia y nutrientes. El conocimiento
de la digestibilidad viabilizada la inclusion de una variedad de productos y

subproductos de la agroindustria. (Pezzato, y otros, 2002)

El organismo humano ha desarrollado un sistema complejo para descomponer los
alimentos y extraer los nutrientes que necesita para mantener la salud. Los estudios
en sistemas animales son una alternativa eficaz para reemplazar los estudios en
sistemas humanos, especialmente cuando se refiere al caso de las alergias. Los
estudios en humanos se dificultan por consideraciones éticas y técnicas,
especialmente por la cantidad y el nimero de individuos voluntarios que se
necesitan. Por esta razon se ha desarrollado la aplicacién de modelos in vitro que
simulan condiciones que suceden en los procesos in vivo en el organismo humano.

(Carrillo W. , Digestibilidad de las proteinas alergénicas, 2014)
4.13. Fundamentos de la electroforesis

La electroforesis es la migracion de solutos i6nicos bajo la influencia de un campo
eléctrico; estas particulas migran hacia el catodo o anodo (electrodos —y +), en

dependencia de una carga, peso molecular y una estructura tridimensional.

Es de destacar que, a escala analitica, los métodos electroforéticos son de alta
sensibilidad, poder de resolucion y versatilidad, y sirven como métodos de
separacion de mezclas complejas de acidos nucleicos, proteinas y otras
biomoléculas, donde aportan un potente criterio de pureza. Es util a demas para
determinar otros parametros como peso molecular, punto isoeléctrico y numero de

cadenas polipéptidos de las proteinas.

La velocidad de migracidon de la particula es directamente proporcional al producto

de su carga efectiva y el gradiente de potencial eléctrico e inversamente
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proporcional al coeficiente de friccion relativo a la talla y forma de la molécula, o

sea, a la resistencia que le ofrece el medio. (Garcia Pérez, 2000)
4.14. Electroforesis NATIVE, SDS-PAGE

La tecnologia mas utilizada para obtener una separacion analitica de alta resolucion
de mezclas de proteinas es la electroforesis en el gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio. Esta técnica fue empleada por primera vez por Tiselius (1937),
quien descubrié que las proteinas se podian separar por accion de un campo
eléctrico y fue el inventor de un equipo para la electroforesis. Por otro lado,
(Laemmli, 1970) describié una nueva técnica que logra un incremento en la
resolucion por la utilizacién de dodecil sulfato de sodio (SDS). En los afios
posteriores se comenzaron a emplear agentes reductores y SDS, para la
determinacion del peso molecular de las proteinas a lo que se denominé
electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. (Carrillo, Candia , Lugo,
Espinoza, & Noriega , 2013)
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Figura 2. Proceso de electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

Fuente: Carrillo, Candia, Lugo, Espinoza, & Noriega , 2013.

El procedimiento implica una desnaturalizacion inicial de las proteinas
componentes con un detergente aménico que también se une a ellas, impartiendo a

todas las proteinas una carga negativa proporcional a su masa molecular.

A este paso le sigue la electroforesis a través de una matriz de gel de acrilamida
porosa que separa las proteinas con una resolucion excelente en la funcion de la
masa molecular. La evaluacion de la pureza de las muestras de proteinas, la
evaluacion de la expresion de proteinas y la identificacion y cuantificacion
inmunoquimica de proteinas son métodos que utiliza SDS-PAGE. (Nowakowski,
Wobig, & Petering, 2015)
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4.15. Electroforesis en gel de poliacrilamida

La poliacrilamida es un soporte empleado frecuentemente en electroforesis en gel,
es quimicamente inerte, de propiedades uniformes, capaz de ser preparado de forma
rapida y reproducible. Forma, ademas, geles transparentes con estabilidad
mecénica, insolubles en agua, relativamente no ionicos y que permiten buena
visualizacion de las bandas durante tiempo prolongado. Ademas, tiene la ventaja de
que, variando la concentracion de polimeros, se puede modificar de manera

controlada el tamafio del poro. (Garcia Pérez, 2000)
4.16. Protocolo de SDS-PAGE
4.16.1 Preparacion de la muestra

Las muestras de las proteinas son desnaturalizadas calentdndolos con un detrori
SDS y mercaptoetanol. Los lazos anteriores fuertemente a las proteinas y les dan
una alta cara negativa mientras que este ultimo libera grupos de sulfdrilo, asi en el
rendimiento del polipéptido en cadena llevar exceso de una carga negativa y la
carga similar al indice en masa. Esto ayuda a la resolucion de las proteinas basadas

estrictamente en su talla durante electroforesis del gel.
4.16.2 Preparacion de gel

El gel electroforético tiene generalmente varios componentes incluyendo la
acrilamida, el BIS, un almacenador intermedio. La mezcla se desgasifica para
prevenir la formacion de la burbuja durante la polimerizacion del gel. El persulfato
del amonio, una fuente del radical libre, y un estabilizador se agregan a la

polimerizacion del comienzo. (Cheriyedath, 2018)
4.16.3 Coloracion y visualizacion

Una vez que la electroforesis es completa, el gel se puede manchar usando los tintes
coloreados tales como azul de Coomassie o bromuro de etidio brillante para hacer

que las proteinas separadas aparecen como bandas coloreadas distintas en el gel.

Algunos sistemas del gel introducen un tinte de bdsqueda tal como azul de
bromofenol junto con la muestra de la proteina-la distancia visible viajo por el tinte

en las ayudas del gel en decidir a la duracién requerida de la electroforesis. El azul
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de bromofenol viaja junto con las moléculas de la muestra hasta que alcance

eventual la parte inferior del gel. (Cheriyedath, 2018)
e Preparacion gel separador 12%

Agregar agua destilado 1.425ml, Tris 1M HCI pH 8.8 3ml, Acrilamida 30% 3ml,
SDS10% 75ul, Temed 9ul, PSA10% 30ul.

e Preparacion de gel concentrador 4%

Se agrega agua destilado 2.2ml, Tris 1.5M HCI pH 6.8 0.42ml, Acrilamida 30%
0.7ul, SDS10% 75ul, Temed 6ul, PSA10% 20ul.

Sometiendo esto a influencias de un campo eléctrico con un voltaje de 200 voltios
con 50 mA por 1 hora. (Lee, Costumbrado, & et, 2012)
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V. MARCO METODOLOGICO
5.1. Materiales
5.1.1 Ubicacion de la investigacion

Tabla 5

Localizacion de la investigacion

Pais Ecuador

Provincia Bolivar

Cantdn Guaranda

Parroquia Gabriel Ignacio de Veintimilla
Sector Laguacoto I

Lugar Experimental

Laboratorio de Analisis del Departamento de

Investigacion UEB.

Direccion

Km 1 ¥ via Guaranda - San Simon

Elaborado por: Cornelio, J. 2018

5.1.2 Situacion geografica y climética

Tabla 6

Parametros de la situacion geografica y climatica del lugar de la investigacion

Parametros

Latitud 01° 34’ 15” Sur
Altitud 2622 msnm
Humedad relativa promedio anual 70 %
Precipitacion promedio anual 632 mm/ afio
Temperatura maxima 21°C
Temperatura media 144°C
Temperatura minima 7°C

Fuente: Estacion Meteoroldgica Laguacoto 1l, 2017
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5.1.3 Zonadevida

La zona de vida donde se realizd la investigacion, presenta un Bosque Humedo

Montano Bajo (bhmb), de acuerdo con la clasificacion de las zonas de vida de Leslie

Holdridge.

5.1.4 Material experimental
e 80 huevos de codorniz
5.1.5 Materiales de campo.

e Vasos de precipitacion
e Balones de aforo

e Magneto

o Espéatula

e Kit de micro pipetas

e Tubos para centrifugar
e Puntas para micropipetas
e Tubos eppendorf

e Gradilla

e Papel filtro

e Envases herméticos

e pH-metro

o (Goteros

e Rotuladores

e Guantes de latex

e Mascarillas
Materiales de oficina

e Computadora

e Céamara fotografica
e Flash memory

e |Impresora

e Papel bond tamafio A4
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Lapices y esferograficos

Cuaderno de apuntes

Reactivos

Hidroxido de sodio NaOH 2 N
Acido Clorhidrico HCL 2 N
Cloruro de sodio NaCl
Bicarbonato de sodio NaHCO3
Enzimas SFG, Pepsina; SFD, Protein Dual Xtra Standars
[-mercaptoetanol

Tris-ClapH 8,8y 6,8
Acrilamida 30%

Temed

SDS (dodecil sulfato s6dico) 10%
PSA 10%

Azul de coomassie

Buffer

Equipos de laboratorio

Balanza marca Citizem

Plancha de Agitador magnético marca ika cmag hs7
pH metro marca Hach

Centrifuga eppendorf 5804R

Liofilizadora marca christ, modelo alpal-4Dplus.
Equipo de electroforesis marca Analitikjena

Termo agitador marca lvymen TR100

Ultra congelador marca Panasonic

Analizador elemental VVario Macro Cube

Balanza analitica

Papel filtro
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52. METODOS
5.2.1 Factor en estudio

Huevo de codorniz en diferentes horas de recoleccion después de la postura

12horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas.

5.2.2 Tipos de Disefio Experimental o estadistico
Estadistica descriptiva

5.2.3 Procedimiento

NuUmero de localidades 1
NUmero de tratamientos 4
Numero de huevos por unidad experimental 20

Numero de unidades experimentales 80

5.2.4 Tipo de Analisis

Estadistica descriptiva segun el siguiente detalle:
Minimas = Min

Maximas = Max

Media =U

Prueba de Fisher

Prueba de Tukey

5.2.5 Métodos de evaluacion y datos a tomarse

e Peso del huevo (PH)

Dato que se registr6 por cada muestra utilizando una balanza analitica
seleccionando 5 huevos completamente al azar y sus datos fueron expresados en

gramos.

e Diametro transversal (DT)

Esta variable se tom6 en el momento que los huevos llegaron al laboratorio y
tomados completamente al azar por cada muestra con un calibrador de vernier y sus

datos fueron expresados cm
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e Diametro longitudinal (DL)

Esta variable se tomo en el momento que los huevos llegaron a los laboratorios y
fueron seleccionados 5 totalmente al azar por cada muestra mediante un calibrador

de vernier y sus datos serdn expresados en cm
e Extraccion de albumen (EXT ALBM)

Dato que fue evaluado utilizando albumen huevos de codorniz de cada tratamiento
extraido y depositado en un vaso de precipitacion de 100ml y sus resultados fueron

expresados en medidas de ml.
e Peso del albumen centrifugado (PAC)

Después que el albumen haya sido sometido a un proceso de centrifugado, el
sobrenadante seréa colocado en vasos herméticos y pesados en una balanza analitica

la cual sus datos seran expresados en gramos.
e Peso del albumen liofilizado (PAL)

El peso del albumen fue tomado después de que las muestras salieron del equipo de
liofilizacion, las cuales se pesaron en una balanza analitica y sus datos se expresaron

en gramos.
e Analisis elemental (AE)

Variable fue registrada en todos los tratamientos en la cual se utiliz6 el analizador

elemental y sus datos fueron expresados en %N.
e Cuantificacion proteica por analizador elemental (CPAE)

Se evaluo el porcentaje de nitrogeno obtenido en el analizador elemental y para

obtener el porcentaje de proteina aplicamos las siguiente formula
%P = 6.68 * %N =
e Rendimiento (R)

Dato que se evalu6 en relacion al peso del aloumen centrifugado con el albumen

liofilizado para lo cual se aplica la siguiente formula:
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wf

l

%R = * 100 =

e Electroforesis (SDS-PAGE)

Dato que se determiné con 20g de proteina liofilizada por muestra, se va utilizar el

equipo de electroforesis y sus datos seran expresados en PM
e Digestibilidad géstrica in vitro (DGIV)

Variable en la cual se tom6 de 10 mg de albumen liofilizado por cada muestra,
afiadiendo pepsina y simulador de fluido gastrico sometido a los pH 1,2: 2,0; 3,2
para obtener la proteina digerida y sus datos fueron evaluados mediante
electroforesis expresados en PM.

e Digestibilidad duodenal in vitro (DDIV)

Variable que se evaluo de los resultados de la digestion gastrica, por cada muestra
afiadiendo pancreatina y simulador de fluido gastrico duodenal con pH 7.0y sus

datos son evaluados mediante electroforesis expresados en PM.
5.2.6 Manejo del experimento
e Seleccion de los huevos

Se iran a lugar de produccion de las codornices en donde dependiendo del tiempo
de recoleccion los huevos seran tomados al azar colocandolos en una canastilla para

que los huevos no se estropeen.
e Llevado al laboratorio

Los huevos ya colocados en la canastilla son llevados con mucho cuidado al
laboratorio lo méas pronto posible para no alterar sus componentes y ser precisos en
las horas de las muestras.

e Extraccion de proteina de albumen de huevo de codorniz mediante su

punto isoeléctrico

Se obtuvo mediante el método descrito por (Carrillo , Tubon , & Vilcacundo ,

2016), con modificaciones la cual se detalla a continuacién:

1. Se extrajo aproximadamente 90 ml de clara de 20 huevos
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. Tomamos 90 ml de clara de huevo tratado con etanol al 30% en una relacion 1.1
respectivamente, se ajusto a pH 5,8 con la solucién de HCI y agitamos la muestra

a 500rpm/15min para separar la mucina.
. La mezcla fue llevada a centrifugar a 4°C durante 30 minutos a 4.500rpm
. Se descarto el precipitado y se trabajé con el sobrenadante.

. El sobrenadante quedo en reposo durante 3 dias en el ultracongelador marca

Panasonic a -80°C con la finalidad de precipitar las proteinas.

. Para el proceso de liofilizacion de las muestras se trabajé bajo condiciones

estandares del equipo de liofilizacién marca CHRIST modelo ALPA1-4Dplus.
Cuantificacion proteica mediante Analizador elemental

. Del material liofilizado se tomé 20mg aproximadamente de muestra liofilizada,
colocandolo en canastillas de papel aluminio, se comprimid en un peletizador

donde se obtuvo una pastilla la cual fue colocada en una gradilla numerada.

. Colocamos las pastillas contenidas con las muestras en el carrusel del analizador
elemental en el nimero que corresponda y obtuvimos los resultados en

porcentajes de nitrégeno.

Caracterizacion del perfil proteico de los aislados mediante la técnica de
electroforesis SDS-PAGE

Se empleo la técnica analitica de electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Utilizando el método
descrito por (Laemmli, 1970) con modificaciones, la cual serd descrita a

continuacion:

. Se preparo geles de 1 mm de espesor, en donde el gel separador sera preparado

al 12% y el gel concentrador al 4% de solucién acrilamida.

Preparacion gel separador 12%

Se utilizd agua destilado 1.425ml, Tris 1M HCI pH 8.8 3ml, Acrilamida 30%
3ml, SDS10% 75ul, Temed 9ul, PSA10% 30ul.
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e Preparacion de gel concentrador 4%

1.- Se utiliz6 agua destilado 2.2ml, Tris 1.5M HCI pH 6.8 0.42ml, Acrilamida 30%
0.7ul, SDS10% 75ul, Temed 6ul, PSA10% 20ul.

2.- Se colocd el peine para generar los pocillos.

3.- Preparacion de las muestras

4.- Se pesd 10 mg de proteinas aisladas de los mejores tratamientos
5.- Se afladié 1 ml de agua y se mezclaron en el vortex VWR.

6.- Se tomo 200 pL y se mezcld con 200 pL de buffer de muestra.

7.- Se llevo las muestras a una temperatura de 90 °C durante 5 minutos en un termo

agitador marca lvymen TR100-G

8.- Una vez gelificado, el gel fue trasladado a la camara electroforética donde se
puso 10 pL de la muestra y 10 pL del estdndar en los respectivos pocillos formados

por el peine.
9.- La camara fue llenada con la solucién del buffer running,

10.- La separacién electroforética se realiz6 bajo influencia de un campo eléctrico
con un voltaje de 200 Vv con 50mA y un tiempo de 45 min.

11.- Los geles fueron tefiidos durante 12h con solucién de azul de coomassie, y

fueron destefiidos con mezcla de metanol, etanol y acido acético.
12.- Los geles fueron interpretados de acuerdo a su peso molecular (PM

Estudio de la digestibilidad gastrointestinal in vitro de las proteinas del

albumen de huevo.
e Digestion gastrica in vitro

Para el proceso de la digestion gastrica in vitro se siguié la metodologia descrita
por (Quinteros , Vilcacundo , Carpio, & Carrillo , 2016) con modificaciones. Las
proteinas fueron sometidas a un proceso de hidrolisis gastrica simulando las
condiciones fisiologicas humanas del estomago. Para ello se usé la enzima pepsina

a dos concentraciones diferentes. Las digestiones se llevaran a cabo en fluido
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gastrico simulado de pH: 1,2; 2,0; 3,2, simulando condiciones estomacales de

adultos con trastornos géastricos, adultos sanos y nifios no lactantes.

Se pes6 10mg de proteina aislada a pH 5,8 en un tubo eppendorf de 1.5ml y se
afiadié 1 ml de agua mili Q o tipo 1 para ser diluida con fluido gastrico simulado
(SFG, NaCl 0,35 M) ajustados a diferentes pHs: 1,2; 2,0; 3,2 a 37°C durante 120
minutos con pepsina porcina. Para detener la hidrolisis, en cada muestra se debe
colocar 200uL de NaHCO3 (bicarbonato de sodio) 1M, deteniendo de esta manera
la reaccion enzimatica a 10 min por 80°c. Para comparar resultados se debe usar la
técnica de electroforesis SDS-PAGE para asegurar la repetitividad de los
resultados.

e Digestion duodenal in vitro

Para este proceso de digestion duodenal se sigui6 el método descrito por (Martos,
Contreras , Molina , & Lopez, 2010) , preparamos los simuladores de fluido
duodenal (SFD). Fosfato de potasio monobasico KHPO4 + NaOH ajustados a pH
6.8 a 7.0 neutro, en la cual se tomdé KHPO4 diluyéndolo en 200ml de agua a una
concentracion final de 100 pL; Proceso en la cual se tomo en cuenta una relacion
de 1:1 el digerido géastrico fue de 1ml + 1ml de SFD a pH 7 manteniéndolo en
temperatura de 373C durante 120 minutos, finalmente se elevo a una temperatura
de 80°C por 10 minutos la cual permite parar la reaccion enzimatica. Para
determinar resultados se obtuvo por electroforesis SDS-PAGE. Sometiendo esto a
influencias de un campo eléctrico con un voltaje de 200 voltios con 50 mA por 1

hora.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 7

Peso de huevos de codorniz tras el tiempo de recoleccion

Peso de huevo NS 2,07
Tratamiento Medias Tukey 5 % Minima Méaxima
H12 12,99 A 11,30 13,33
H72 11,82 A 10,83 12,93
H 24 11,61 A 10,16 13,12
H 48 11,37 A 10,58 12,20
Gran Media 11,95

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019

Peso de huevos
13,5
13 12,99
125 H 12
12 g 195
11.61 '
11,5 6 137 H 48
11 H 72
10,5 +—Gran Media
H 12 H 24 H 48 H 72 Gran
Media

Figura 3. Peso de huevos tras el tiempo de recoleccion

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019

En la tabla 7, se da a conocer los resultados estadisticos de la distribucion de Fisher
del peso de huevos de codorniz en donde obtenemos un peso minimo de 11,37g una
méaxima de 12,99¢g con una media general de 11,95¢g entre los tratamientos por lo
cual no observamos diferencia estadistica significativa con un CV de 9.34 y un nivel
de confianza del 95%.
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Tras la evaluacion de medias mediante la prueba de Tukey al 5% de significancia
determinamos que todos los tratamientos son homogéneos. Del cual el tratamiento
H12 se alcanza un peso mas elevado con 12,99g.

Tabla 8

Valor promedio de diametro longitudinal de huevos de codorniz

Diametro longitudinal NS 0,57
Tratamiento Medias Tukey 5% Minima Maxima
H 72 3,3 A 31 34
H 24 3,2 A 3,2 3,4
H 12 3,2 A 3 3,4
H 48 3,2 A 3 3,4
Gran Media 3,2

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019

Diametro longitudinal
3,35
3,3 3.3 H12
3,25 H 24
H 48
32 32 3,2 32— %32 H 72
3,15 +—Gran Media
H12 H 24 H 48 H 72 Gran
Media

Figura 4. Valor promedio de didametro longitudinal de huevos de codorniz

Fuente: Investigacidon de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019

En la tabla 8, damos a conocer los resultados segun la distribucion de Fisher del

diametro longitudinal del huevo en el cual obtenemos un minimo de 3,2 cm un

32



maximo de 3,3cm y un valor medio entre los tratamientos de 3,2cm con un CV de
4,79 demostrando que no existe diferencia estadistica entre los tratamientos.

Tras la evaluacion de medias mediante la prueba de Tukey al 5% de significancia
determinamos que todos los tratamientos son homogéneos. Del cual el tratamiento
H72 alcanza una longitud de 3,3cm.

Tabla 9

Valor promedio de diametro transversal del huevo de codorniz

Diametro transversal 6,63**
Tratamiento Medias Tukey 5% Minima Méaxima
H 24 2,5 A 2,3 2,6
H12 2,4 AB 2,3 2,5
H 48 2,2 AB 2,1 2,4
H72 2,1 B 2,1 2,3
Gran Media 2,3

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019

Diametro transversal
2.6
25
2.4 27 H 12
*23
2.2 22 H 24
21
) H 48
H 72
1,8 .
H12 ~ H24  H48  H72  Gran +~Gran Media
Media

Figura 5. Didmetro transversal

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019
Los resultados estadisticos segun la distribucién de Fisher damos a conocer los

resultados donde obtuvimos un valor minimo de 2,1cm una maxima de 2,5cm con
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un valor medio entre los tratamientos de 2,3cm, podemos notar que existe diferencia
estadistica altamente significativa con un valor de 6,63con un 99,0% de nivel de
confianza. (Ortiz, 2007), menciona que el tamarfio del huevo varia segln la genética
de las estirpes de puesta, seleccionando para producir mayor nimero de huevos,

menor peso corporal del ave y mejor indice de conversion.

Tras la evaluacion de medias mediante la prueba de Tukey al 5% de significancia
determinamos que existe diferencia altamente significativa ya que los resultados se
comportan de diferente manera.

Tabla 10

Extraccion proteica

Extraccion Proteica 36.74**
Tratamiento Medias Tukey 5% Minima Maxima
H 12 28,90 A 27,7 30,0
H 24 24,11 B 20,7 26,0
H 48 20,04 C 17,9 22,7
H72 19,98 C 18,4 21,9
Gran Media 23,26

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019

Extracion proteica

40
" 283 24,11 o
20 : 20.04——1g98 + 23:26 ——H 24
10 H 48
0 H 72
H12 H 24 H 48 H72 Gran +—Gran Media
Media

Figura 6. Extraccion proteica

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019
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Damos a conocer los resultados de extraccion proteica mediante la distribucion de

Fisher obteniendo datos con un valor minimo de 20,04g méximo de 28,99 con gran

media de 23,269 entre los tratamientos donde indica una diferencia altamente

significativa con un valor de 36.74** con el 99,9% de confianza.

Al comparar las medias obtenidas tras la evaluacion del test de Tukey al 5%

determinamos 3 grupos (A, B, C) del cual el tratamiento H12 ha alcanzado un valor

maximo de 28,909 de extraccion proteica en relacion a H48 y H72.Debido a que no

existen datos estadisticos referenciales sobre peso de extraccion proteica en huevo

de codorniz después del tiempo de recoleccidn tras la postura esta investigacion es

considerada innovadora.

Tabla 11

Valor promedio de albumen liofilizado

Albumen liofilizado 4,91*

Tratamiento Medias Tukey 5% Minima Méaxima

H 24 1,94 A 1,65 2,27

H12 1,64 AB 0,75 2,44

H 48 1,42 BC 1,17 1,95

H72 1,15 C 0,95 1,40

Gran Media 1,53
Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019

Peso albumen liofilizado

3 H 24

2 94 H 12

. 1,64 142 15 + 153

H 48
0 H 72
H 24 H 12 H 48 H72 Gran _
Media Gran Media

Figura 7.Albumen liofilizado

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019
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En la tabla 11, tenemos los datos estadisticos segun la distribucion de Fisher para
albumen liofilizado obteniendo un peso minimo de 1,15g una maxima de 1,94qg y
una media entre los tratamientos de 1,53g donde indica una diferencia significativa

con un 95% de confianza segun la distribucion de Fisher.

Los resultados analizados por el Test de Tukey al 5% dan como resultado que H24
tiene contenido elevado tras la liofilizacion 1,94g, H12 tiene un comportamiento
similar en los pesos con una media de 1,649 con relacion a H24 y H48 mientras que
H72 horas se obtiene una media de 1,15¢ representando una diferencia estadistica

entre los tratamientos.

Debido a que no existen datos estadisticos referenciales en investigaciones
anteriores a esta con respecto a peso de albumen liofilizado en huevo de codorniz

consideramos esta investigacion innovadora.
Tabla 12

Valor promedio de cuantificacion proteica de albumen liofilizado

Tratamiento Media % Medias % Tukey

Nitrdgeno proteina 5% 6,79%
H72 13,51 90,28 A
H?24 13,14 87,80 B %P
H 12 13,05 87,22 B — 6.68 * %N =
H 48 12,91 86,26 B
Gran Media 13,12 87,67

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019
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Cuantificacidén proteica
92
90 290,28 H12
H24
88 8/,8 % 87,67
87,22 , Has
86 86,26
H72
84 .
H12 H24 H48 H72 Gran +—Gran Media
Media

Figura 8. Cuantificacion proteica

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019

En la tabla 12, podemos observar el porcentaje de proteina dadas por el equipo de
analizador elemental donde cuantifica de manera porcentual el: Carbono (C),
Hidrogeno (H), Azufre (S) y Nitrégeno (N); en donde con el factor de conversion
para proteina de yema huevo de 6,8 mencionado por (Garcia Martinez & Fernandez
Segovia, 2013), la cual se calculd el contenido proteico a partir del dato de

Nitrogeno.

Segun la distribucion de Fisher para los datos evaluados de cuantificacion proteica
de albumen de huevo de codorniz, el porcentaje proteico obtenido en esta
investigacion es de una maxima de 90,28% a las 72 horas y una media minima de
87,22% a las 12 horas. Siendo que huevos de 72horas se comporta de una manera
heterogénea resto de tratamientos con un CV 1,33 siendo significativo

estadisticamente con un 95% de confianza.

En la figura 8, podemos observar donde H 72 contiene una porcentaje proteico
elevado con relacion a los otros tratamientos, dandonos a conocer que a medida que
transcurre el tiempo de recoleccion el porcentaje proteico se eleva. (Rodriguez,
2017) Menciona que las proteinas tienen capacidad desnaturalizante y
renaturalizante si esta no es sometida a cambios extremos de temperatura, agentes

fisicos u otros.
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En la cuantificacion proteica por analizador elemental de albumen liofilizado de

huevo de codorniz obtenido por su punto isoeléctrico nos mostrd un contenido de

proteico (87,22-90,28%) comparacion con el valor reportado por (Verdezoto,

2019), cuantificacion proteica por analizador elemental en albumen liofilizado de

huevo de gallina produccion comercial vs produccion ecoldgica obtenido por su

punto isoeléctrico (79,90-84,01%). Dandonos a conocer que el huevo de codorniz

contiene mayor valor bioldgico con relacion al huevo de gallina.

Debido a que no existen datos estadisticos reportados en investigaciones anteriores

a cuantificacion proteica en albumen de huevo de codorniz los datos de esta

investigacién son innovadora en cuanto a esta matriz.

Tabla 13

Evaluacion del rendimiento de proteinas aisladas y liofilizadas

Rendimiento 4,89*

Tratamiento Media Tukey 5% Formula

H 24 12,24 A

H12 10,37 AB %R=(K_f>><100
H 48 8,94 AB wi

H72 7,27 B

Gran Media 9,70

Elaborado por: Cornelio J, 2019

Rendimiento
15
10 12,24 1037 H 24
e v 97 H12
8,94 —
5 H 48
0 H 72
H 24 H12 H 48 H 72 Gran
Media +— Gran Media

Figura 9. Rendimiento de proteinas aisladas y liofilizadas

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019
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Se reportan los valores promedios de rendimiento de las proteinas liofilizadas; los
cuales son similares a los mencionados por (Verdezoto, 2019) en rendimiento de
proteina liofilizada de huevo de gallina por su punto isoeléctrico pH 5,8 reporta el
valor de 13,18%

Se demuestran los resultados de analisis de varianza para rendimiento dio como
resultado significativo demostrando que el tratamiento (Tiempo) existe diferencias

estadisticas sobre las réplicas con un 95% de confianza.

Al observar los rangos obtenidos tras la prueba de Tukey al 5% determinamos dos
grupos A y B del cual el tratamiento H124 ha alcanzado el rendimiento més alto
con un valor de 12,24% demostrados en la Tabla 13

Caracterizacion del perfil proteico mediante la técnica de electroforesis

Los aislados proteicos de yema de huevo de codorniz fueron analizados mediante
la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE), aislado por su punto isoeléctrico a pH 5.8.

Técnica de electroforesis SDS-PAGE con -mercaptoetanol la cual ayuda a romper
los enlaces disulfuro. Pocillo 1: estandar; pocillo 2, 3, 4, 5 proteina aislada de huevo
de codorniz con buffer + 3; pocillos 6, 7, 8, 9 proteina aislada de huevo de codorniz

en sus respectivos tiempos con buffer - f.

estandar 12h+B 24h+B 48h+B 72h+8 12h-B 24h-B 48h-pB 72h-B
e 348 340 389 433 433 — 433 ass
258 1 217 E3 S %ﬁ 217 ®

1S5S0~ 4d
100

7Scnjiipie
50 acdaiius

b

Olupimubes Plinfimats 2 laashiisinl.

37—

3 8 | 5 2
e L A R L=

20 “hsmwmdie
19 19 19 19
15
12 12 12 12 12 12 12 12
P | 11 11 11 11
m— -t - o=, m—— gy oengan s o
L3 3 £ S5 x L6 3 i £ 8 8 9 3

Figura 10. Gel de poliacrilamida con pesos moleculares de huevo de codorniz

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019
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Se muestra en el patron electroforético de las muestras liofilizadas de clara de huevo
de codorniz, en donde se encontraron 8 bandas siendo las de mayor contenido las
de 77, 39 y 27 kDa también encontramos bandas de menor contenido que
pertenecen a pesos moleculares de 270, 65, 55, 19 y 12 kDa dando los mismos
patrones en huevos de 12,24 48 y 72 horas en presencia del agente desnaturalizante

[-mercaptoetanol.

En el patron electroforético de muestras liofilizadas en ausencia de PB-
mercaptoetanol, Muestra 3 banda siendo de mayor cantidad las de 69,52, 39kDa y
en menor cantidad las proteinas de 433, 91 y 12kDa. Conteniendo el mismo patrén
en huevos de 12, 24, 48 y 72 horas.

Las proteinas con pesos moleculares de 218,55- 500kDa pertenece a ovomucina
encontradas en menor cantidad, la presencia de esta fraccion proteica puede deberse
a residuos que sobraron ,ya que cuando encontramos el punto isoeléctrico
separamos la ovomucina, segun (Cienfuegos, 2006), esta proteina junto al
ovomucoide y lisozima confiere al albumen las caracteristicas espesas y gelatinosas
; Labanda de 91, y 77 kDa, pertenecientes a la fraccion proteica de Ovotransferrina
(Conalbumina) ( PM 76.60 - 85 kDa) mostrando un contenido considerable
(Seicap, 2004) menciona que un 12% de albumen corresponde a esta proteina.

En las lineas 2, 3, 4 ,5 podemos verificar una proteina con peso molecular 65kDa
en presencia de B-mercaptoetanol en baja cantidad, debido a que se rompe los
puentes disulfuros, en lineas 6, 7, 8, 9 apreciamos proteinas con escasa diferencia
en su peso molecular pero en mayor cantidad con 69kDa segin (Molecular
Diagnostic Service, 2016) este peso pertenece a la proteina Avidin (PM 65 -69
kDa), esta proteina tiene afinidad por la Biotina (National Institutes of Health,
2017) menciona que es una vitamina B y ayuda a convertir los carbohidratos, grasas

y las proteinas en energia.

Las bandas de ovoglobulina G3 con PM de 55kDa se aprecian en las lineas 2,3 4 5,
en presencia del agente reductor; en lineas 6, 7, 8, 9 en ausencia del mismo
observamos esta proteina en menor concentracion al resto con PM de 52kDa siendo

el rango de peso para esta proteina (PM 50- 55 kDa); (Arzeni, 2014) menciona que
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esta es una glucoproteina cuya funcion bioldgica ain se desconoce y que tiene

caracteristicas de ser un buen agente espumante.

La banda de 39 kDa fue la de mayor intensidad en relacion al resto de proteinas
siendo esta la ovoalbdmina con PM que va de (39-45kDa), se observa en todas las
lineas tanto en huevos de 12, 24, 48 y 72 horas en presencia y ausencia del agente
reductor; segin (Pérez Herndndez, 2004) esta proteina representa el 50% del
contenido proteico, no sufre alteracion a la temperatura por los cuales sus

componentes no se desnaturalizan con el tiempo y se conservan.

Lineas 2, 3, 4, 5 presentan la misma banda perteneciente a ovomucoide con PM de
27kDa donde el rango para esta proteina es de (PM 25-28kDa) por lo cual esta
determinada basandose en ese dato; a diferencia de en lineas 6, 7, 8 y 9 esta proteina
no se presenta. Segun (Jiménez, 2012) esta proteina representa en un 11%de en
clara de huevo. La banda de lisozima con PM de 12kDa esta presente en todas las
lineas con un rango de (PM 12-14,3 kDa).

Podemos corroborar que no existen diferencias entre huevos de 12horas, 24 horas,
48 horas y 72 horas de recoleccidn después de la postura ya que se conservan las

proteinas en todas las muestras analizadas.

Evaluacion de la digestibilidad gastrica y duodenal in vitro mediante la técnica
de electroforesis SDS-PAGE

Digestion gastrica Digestion duodenal

oM 2

4
estandar 12N 24 S8 72N 22 IaErn asn T

1 2 3 4 = 6
Figura 11. Digeridos a pH1,2

~l
w
©

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019
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Los hidrolizados fueron analizados mediante electroforesis SDS-PAGE dando
como resultado que las proteinas de los pocillos 2, 3, 4 y 5 que simulan un pH (1,2)
de adultos con problemas gastricos comparados con el estandar las bandas son
inexistentes, lo que evidencia una digestion total evidenciados también en la

digestion Duodenal que observamos en los pocillos 6, 7, 8 y 9.

Digestion gastrica Digestion duodenal

PH 2.0 2.0

12h 24an <a8h 72h 22 25 ™ —— T2

—>| 77kDa

39 kDa

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 12. Digestion in vitro pH 2,0

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019

En el siguiente gel donde se realiz6 la digestién en pH (2,0) que simula el estbmago
de un adulto sano, podemos evidenciar que en los pocillos 1, 2, 3 y 4 de digestidn
gastrica encontramos bandas con PM de 39kda correspondiente a ovoalbimina las
cuales al pasar al siguiente proceso de digestion como es la duodenal aun quedan

residuos.

También se evidencia las bandas de 77 kDa en baja densidad en los pocillos 2, 3, 4
correspondientes a ovotransferrina, pero al completarse la digestion esta proteina
desaparece en su totalidad demostrando que esta proteina es digerible para las

personas adultos sanos.
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Digestion gastrica Digestion duodenal

pH3,2 pH3.2

estandar 12h 24h ash  72h 12m 24w 48m T

—> | 77kDa

—> | 39%kDa

A
[=)]
~J
[°2]
O

1 2 3 4

Figura 13. Digestion in vitro pH 3,2

Fuente: Investigacion de campo
Elaborado por: Cornelio J, 2019

En el siguiente gel correspondiente a digestion in vitro a pH 3,2 que simula el
estbmago de un nifio no lactante, se evidencia dos proteinas cuyas bandas
pertenecen a 77 kDa ovotransferrina, y 39kDa ovoalblimina su presencia es en todos

los pocillos.

Segun (Hoffmann-Sommergruber & Mills, 2009), la ovoalbimina se encuentra en
el grupo de los alérgenos animales la cual pertenece a la familia proteica de las
serpinas cuya funcion es inhibidores de proteasas, (Mine & Yang, 2008) mencionan
que el determinante antigenico de la ovoalbumina es reconocida por IgE y por la
célula T por lo que se determina que es un alérgeno. (Mine, Y; Zhang, JW, 2002)
Dicen que la ovoalbimina es una proteina que cambia al ser expuesto al calor y se
produce una desnaturalizacién, disminuyendo asi su reconocimiento por el IgE
calentado a temperatura superior a 90°C.La ovotransferrina tiene actividad
transportadora de hierro y bacteriostatica gracias a la capacidad de union al metal
mencionado, también se le han atribuido efectos inmunomoduladores vy
antioxidantes (Mine, Y; Zhang, JW, 2002) describe que aln no se han caracterizado
los epitopos responsables que atribuyen actividades alergénicas a esta proteina pero
estas son l&biles al tratamiento térmico de 95°C durante 15 minutos.
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VIl. VERIFICACION DE HIPOTESIS

De acuerdo a la evidencia estadistica, numerica y bibliografica existe diferencia
significativa en el valor bioldgico del huevo de codorniz vs el huevo de gallina; por

lo que se acepta la hipdtesis alternativa ya que existe la suficiente evidencia para
esta no ser rechazada.
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VIIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

8.1.

Conclusiones

El contenido proteico encontrado en las muestras utilizadas para este estudio
(87,22-90,28%) es superior a porcentaje proteico de huevo de gallina
(82,11%) reportado en antiguas investigaciones.

El tiempo influye en proporciones estadisticas significativas en cuanto a la
obtencion de un producto proteico como en este caso fueron huevos de 72
horas tras su recoleccion obteniendo un alto porcentaje en esta muestra, esto
pude deberse a que al recolectarse en este tiempo no existe cambios en
temperatura, movimientos u otros factores que degraden la proteina.

Las proteinas ovotransferrina y ovoalbdmina son las que se encuentran en
mayor cantidad en la yema de huevo de codorniz mostradas en la
caracterizacion proteica mediante electroforesis SDFS-PAGE.

La ovoalbdmina fue mostrada en grandes proporciones esta proteina
pertenece al grupo de los alérgenos animales, familia serpinas la cual cumple
una funcién de inhibidores de proteasas las cuales encontramos en
medicamentos antirretroviral contra el VIH.

Al haber realizado la simulacion de digestion gastrica y duodenal se ha podido
establecer que las proteinas del huevo de codorniz son de facil digestion en
adultos que presentan problemas gastrointestinales pH 1,2 mientras que en la
simulacion in vitro de menores no lactantes a pH 3,2 estas proteinas son

parcialmente digeribles lo cual puede representar un problema.
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8.2.

Recomendaciones

Realizar estudios bromatoldgicos con respecto a esta matriz usando la
misma metodologia de extraccion proteica.

Se recomienda utilizar aves que estén en un mismo tiempo de postura, con
diferente tipo de alimentacidn a ver si esto influye en el contenido proteico
de la yema de huevo de codorniz.

Continuar con futuras investigaciones y determinar si las proteinas
presentan alteraciones mas significativas a medida que pase el tiempo, se lo
podria realizar en el periodo para el consumo 35 dias o semana 1, semana 2,
semana 3, semana 4, semana 5.

Realizar estudios aislando las proteinas por especifico, determinar funcion,
actividad alergénica, actividad antiinflamatoria etc.

Tomar en cuenta la proteina ovoalbumina para futuras investigaciones y
centrarse en la bioactividad de esta proteina ya que no existen
investigaciones actualizadas en donde corroboren que esta pertenezca al
grupo de los alérgenos animales, familia serpinas la cual cumple una funcion
de inhibidores de proteasas las cuales encontramos en medicamentos

antirretroviral contra el VIH.
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Anexo 1.Mapa Satelital del Lugar de la Investigacion




Anexo 2 Base de datos

lhuevos de codorniz

12 hoaras Tratamientd Fepeticion | longitud cm | Om trans cm pesoengr |extproteica  |liofiizado gl < M > Proteic| Fendimiento
1 1 3.4 2.4 13.95 =239.34 1,28 13,1 a7.51 .10
1 = 3.1 2.5 11.50 Z8.37 1.55 12,73 55,44 3.77
1 <] 3.2 2.5 12,23 =335 =07 15,25 S5.71 15,10
1 g4 3 z.d 1215 23,395 1,75 11.03
1 5 3.3 2.4 15.23 2771 0. 76 475
1 =] =507 =45 15,45

Z2d haras
= 1 3.4 2.6 .57 26.01 2.23 15,05 S7.37 14,07
= = 3.3 =4 15,12 =5.73 =27 15,13 g5.11 14,355
= ] 3.2 =5 .26 =d ES 1.7d 15,16 S7.91 10,35
= 4 3.1 =4 10,165 24,86 =05 12,92
= 5 3.1 2.5 1.6 22 62 1.66 10,45
= =] 20,70 1.70 10,72

45 horas
3 1 3.4 =4 12,20 15,60 124 12,82 8564 7.585
3 = 3 =2 11,03 17,55 1,36 12,51 S6.2d §.55
3 3 3 z.d 10,33 13.73 17 13.01 S6.91 T35
3 4 3.2 =1 11,395 15,76 1.335 g.4=2
3 5 3.2 2.5 10.55 =255 1.4 53.07
3 1.96 12.35
3 =22 .66

T2 haras
d 1 3.1 =1 12,33 21,85 1.40 15,45 53,55 5.55
4 = 3.4 2.2 12,31 =140 1.35 15,55 30,71 5.71
d 3 3.3 2.5 1213 2037 115 77
d d 3.4 =1 10,535 13,40 1.05 5.5d
d =) 3.2 2.2 10,391 15,41 0,36 5.05
d =] 15,44 0.35 .03




Anexo 3 Tabulacion de datos obtenidos en los geles SDS-PAGE Caracterizacion
de huevo de codorniz
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Anexo 4 Fotografias del trabajo durante el proceso investigativo

Obtencidn de las muestras

Seleccion de huevos completamente al azar Seleccion de huevos de acuerdo a las horas de
postura

Recepcion de las muestras en el laboratorio

revisar si los huevos se encuentran en buenas
condiciones
Toma de datos de las muestras

b

evision de calidad de huevo

Verificacion de pesos Verificacion de medidas longitudinales y
transversales

Extraccion de albumen de huevo de codorniz

v S A e

Extraccion 90ml (95g) total divididos en

Extraccion por tratamiento

proporciones de 30ml




Pesado de albumen extraido aislando la lisozima

Centrifugado de albumen Conservacion a-80°C en el ultracongelador

Liofilizacion Analizador elemental




Preparacion de muestras para electroforesis (caracterizacion proteica)

Pesar 10gde muestra de cada tratamiento

Adicionamos 1ml de agua

Mesclamos Muestras con Buffer +8 y -
Tomamos 200ug de muestras y 200ude Buffer
+p

Tomamos 200ug de muestras y 200ude Buffer




Preparacion del equipo de

electroforesis y geles

Depositando las muestras junto al estandar en los
pocillos del gel

Cambiar de solucion

Cambiar de solucién de tefiido a destefiido Cambiar de solucién de destefiido a agua




Interpretacion de geles en el fotoducomentador | Pesos moleculares de la proteina

Geltowner

Digestion in vitro

i 2 ~ 5 A S -~y

Simulacion dedigestion gatrica AfadimosNaHCo3(stopt de ladigestion G)







Anexo 5. Glosario de términos

e Hidrolizados proteicos. -El hidrolisis proteico es la ruptura del enlace
peptidico y en consecuencia de este proceso a la generacion de péptidos de
menor tamafio incluso de amino&cidos libres, y esta rotura de enlaces puede
ser por métodos quimicos con acidos o bases, o bioldgicos con enzimas

e Aislados proteicos. -Un aislado proteico es la solubilizacion alcalina
seguido de una precipitacion acida, la misma que se logra ajustando el pH
hasta alcanzar el punto isoeléctrico de la proteina.

e Punto isoeléctrico. -El punto isoeléctrico es el pH al que un polianfélito
tiene carga neta cero. EIl concepto es particularmente interesante en los
aminoacidos y también en las proteinas. A este valor de pH la solubilidad
de la sustancia es casi nula.

e Técnica de electroforesis. -La electroforesis es una técnica para la
separacién de moléculas segun la movilidad de estas en un campo eléctrico
a través de una matriz porosa, la cual finalmente las separa por tamafios
moleculares y carga eléctrica, dependiendo de la técnica que se use.

e EI pH. - Coeficiente que indica el grado de acidez o basicidad de una
solucion acuosa.

e Proteinas. - Las proteinas son biopolimeros formados por unidades
sencillas llamados o-aminodcidos (aminoacido cuyo grupo amino vy
carboxilo se localizan en el carbono o de la molécula) a través de enlaces
Ilamados peptidicos.

e Enzima pepsina. -La pepsina es una enzima digestiva que es liberada por
las células principales del estdmago y cuya funcion es degradar las proteinas
de los alimentos en péptidos (proteasa). El precursor de la pepsina es el
pepsindgeno, una proforma cuya estructura primaria tiene 44 aminoéacidos
adicionales.

e SDS (dodecil sulfato sodico). - El dodecilsulfato sodico (SDS o NaDS)
(C12H25Na045S), también conocido como laurilsulfato sédico (SLS), es un

compuesto tensioactivo anionico, empleado en diversos productos de



higiene personal, como pasta de dientes, champu y jabones de bafio. EI SDS
es probablemente el compuesto anidnico tensoactivo mas investigado.
PSA (persulfato de amonio). - El persulfato de amonio forma los radicales
libres que inducen la polimerizacion de la acrilamida y la bisacrilamida.
Esta solucion se descompone lentamente y debe renovarse cada semana.
Hidroxido de sodio. - Hidroxido de Sodio. Su formula quimica es (NaOH),
también conocido como sosa caustica es un solido blanco cristalino sin olor
que absorbe humedad del aire (higroscépico). El hidréxido de sodio es muy
corrosivo, generalmente se usa en forma solida o como una solucién de
50%. Es usado en la industria (principalmente como una base quimica) en
la fabricacion de papel, tejidos, y detergente.

Tris. - es el nombre abreviado del compuesto organico conocido como
(hidroximetil)aminometano. se utiliza ampliamente en bioquimica y bilogia
molecular.

Metanol. - liquido incoloro y muy toxico, obtenido por destilacion de la
madera la reaccion de mondxido de carbono y el hidrogeno, que se emplea
etilico y como activo de combustibles liquidos.

Temed. - la tetrametiletilendiamina conocida también como TEMED, es
una diamina.

Azul de comassie. - es un colorante derivado del trifenilmetano.
Originalmente se utiliz6 en la industria textil, pero actualmente se emplea
principalmente en bioquimica para tefiir proteinas en geles de electroforesis.
Vortex. - 0 mezclador de vértice es un dispositivo simple que se utiliza
comunmente en los laboratorios para agitar pequefios tubos o frascos de
liquidos

Sistema de ordenacién del color de Mussell. - una forma precisa de
especificar y mostrar las relaciones entre los colores. Cada color dispone de
tres cualidades o atributos: tono, valor y croma o saturacion. Creo unas
escalas numéricas que intentaba mostrar los colores separados por espacios

visualmente iguales.



Serpinas. — son un grupo numeroso de proteinas con estructuras similares
identificados inicialmente como capaces de inhibir otras enzimas del grupo
de las proteasas.
Peptidasas o proteasas. — son enzimas que rompen los enlaces peptidicos
de las proteinas.

Fasianidas. - Familia de aves gallinaceas, a la cual pertenece el faisan.



