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INTRODUCETON



En la formulacién de dietas eficientes para ani-
males domésticos todos los esfuerzos estdn dirigidos-
a proveer cada nutriente en un nivel que favorezca -
el crecimiento 6 produccidn dptima, lo que implica pa
ra los responsables de la manufactura de dichas dietas
conocer el destino de los nutrientes individuales en-
el organismo. Esto significa gque cada constituyente -
debe *estar en una proporcidn adecuada y todos los -
componentes en un balance ideal uno con otro.

Actualmente en la formulacidn de dietas avicolas
comerciales se di consjderable atencidn a la cantidad
de aminodcidos individuales en la dieta. La informa -
cifn a este reppecto se restringe a valores de conte-
nido total de aminodcidos, establecidos por determina
ciones gquimicas, mientras gue la proporcidn de cada -
aminod¢ido que es disponible al ave para su metabolis
mo, no es conocida. Tal informacidn es particularmen-

te valiosa en vista de los considerables efectos de

los métodos de procesamiento y almacenaje sobre la
disponibilidad de los aminodcidos (12).

En vista de que la lisina es uno de los amined

cidos méds importante en dietas avicolas pues impone

una limitacidn en el crecimiento y desarrollo del -



pollo, el presente trabajo tiene por objeto determi--

nar la lisina disponible en alimentos para pollos,

estimada por métodos microbioldgice vy quimico , ha -

ciendo una comparacidn de ambos mediante un bioensa

yo el cual se llevd a cabo utilizando el pollo como

animal de experimentacidn.



CENERALIDADES



PHUTEIPHS.

Eas protefnas son sustancias orgdnicas de ele -
vado peso molecular formadas por aminocdcidos, los -
cuales estdn unidos entre s{ por enlaces peptidicos.-
A semejanza de los carbohidratos y cgrasas, las protef
nas estdn compuestas de carbono, hidrdgeno y oxfaeno,
pero difieren de los ejemplos tipicos de estos comp -
uestos, en que contienen ademds nitrdgeno y a menudo.-
azufre,

Las protefnas son los compuestos ssenciales del-
protoplasma de las célulgs de los animales y de las -
plantas. En las plantas la protefna es concentrada
principalmente en aquéllas regiones de crecimiento
activo, como hojas y semillas. Las plantas pueden
sintetizar sus proteinas @ partir de compuestos rela-
tivamente simples comm difdxido de carbono, agua, ni -
tratos y sulfatos. Esta forma de vida representa una
fuente original de proteinas.

En los animales las protefnas son los constitu -
yentes principales de los drganos y de las estructu -
ras blandas del organismo. Los animales en general -
no poseen la capacidad de las plantas para sintetizar

protefnas a partir de compuestos simples, lo gue los-



hace dependientes de éstas (l?}. Una fuente liberal -
y continua de ﬁrntefna es esencial durante la vida -
del ﬁnimai para el crecimiento, mantenimiento y repa-~
racién de sus tejidos. Esta notable capacidad de los-
animales para convertir sus protefnas ingeridas en
otras diferentes y especializadas, es una fase vital-
importante del proceso de nutricién.

El requerimiento de proteinas en la dieta no es-
solo cuantitativo sino que también existe un aspecto-
cualitativo importante, ya que el metabolismo de las-
proteinas se encuentra intrfnsicamente relacionado

2

con el de los aminodcidos gque las constituyen. Cier -

tos aminodcidos son llamados indispensables, con lo

H

H

cual se quiere significar que deben ser adicionados
a la dieta debido 2 que el organismo animal es inca -
paz de sintetizarlos, Los llamados no indispensables,
también son necesarios para el organismo, puesto gue-
se encuentran en las proteinas de los tejidos, pero -
pueden ser sintetizados por el animal.

Los aminodcidos indispensables & esenciales va -
r{an seqln la especie animal, es decir los indispensa
bles para una especie no son necesariamente los mismos
que requiere otra. Por ejemplo; estudios hechos en po
1llo, han mostrado que dos aminodcidos (glicina y #ci-

do glumético) que no son esenciales para la rata, -



pueden serlo para éste. Los rumiantes son mucho menos
definidos en sds requerimientos de aminodcidos esen -
ciales que los animales monogdstricos como el hombre,
cerdo, rata y pollo. Losnumerosos microorganismos

c¢el rumen del ganado, son capaces de sintetizar ami

nodcidos y protefnas a pattir de los compuestos ni

trogenados ingeridos. Debito a ecsas diferencias en -

los reguerimientos de aminodcidos en las diferentes
especies; es obvio que el término aminodcido indis
pensable tiene signifitacidn tlLando se aplica a una -
especie animal partinulaa y de una edad detetminada.
LISINA

Un aminodcido se caracteriza por contener cuan -
do menos un grupo amino (NH;) y un grupo carboxilo -
(COOH) en su estructura quimica. €1 entdeec peptidico
se forma entre el grupo amino de un aminoAcido y el -
grupo carboxilo de otro aminodcido.

La ligsina es un aminodcido bdsico alifdtico con-
el nombre quimico de &cido alfa, epsilon diamino- ca-

proico. Su estructura quimica es;

HgN = CHy - CHp= CHp- CHp - CH - COOH
NH.



Dreschel,  (5) en 1889 aisld de un hidrolizado de-
casefna, precipitada con dcido fosfotlingstico, una -
sustancia que llapd lisatina, la cual despuds se vid -
que era una mezcla de lisina y arginina, Mds tarde -
Dreschel (5) y sus colaboradores reportaron la prepa-
racién del dicloruro de una base, la cual fué indenti
ficada como dcido diamino-caproico, pareciendo ser un
homélogo de ornitina. Esto fué confirmado por Ellin -
ger (7) gquin obtuve pentametilén diamina a partir de-
lisina por putrefaccién anaerdbica. Su estructura -

fué establecida en 1902s cuando Fischer y Weigert (8)-

la sintetizaron a partir del éster cianopropil-mald
nico y demostraron que su producto era idéntico al -
constituyente racemizado obteniendo de protefnas. -
No fué sino hasta 1928 que la lisina fué obtenida -
como una base cFistalina por Vickery y Leavenwortih -

(19). La lisina fue uno de los primeros aminodcidos -

que se demostrd su necesidad para el crecimiento de
animales.

La lisina es un aminodcido ampliamente distri -

bufido que existe en algunas fuentes de protefna en
proporciones moderadamente altas. Los granos de cerea

les y subproductos de cereales genmeralmente son fuen-



tes pobres de, lisina, mientras el pescado y subpro --
ductos animales son relativamente buenas fuentes de--
este aminodcido.

La lisina es un tonstituyente indispensable en -
la dieta del animal joven en crecimiento; es esencial
también para el mantenimiento del equilibrio nitroge-
nado en el humano adulto.

No ha sido posible demostrar la sfintesis de 1i -
sina en los animales superiores. Puede ser deaminada-
in vivo y asf proveer nitrdgeno para la sfntesis de -
otros aminodcidos, pero®no es regenerada. Su metabo -
lismo por consiguiente involucra una deaminacidn oxi-
dativa la cual es irreversible. E1 esquemn que se -
muestra a continuacidn, basado en los estudios reali-
zados en la rata, ha sido propuesto por Rothstein -

(1954,1960) (11).
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El primer paso en la desinteqracion de la liszin
que da como resultado la deaminacidn oxidativa del
aminodcido en cetodcido, no ha sido probado aislandi.
el cetodcido de la lisina (4cido alfa-ceto-epsilon --
amino-caproico) probablemente a que es rdpidamente -
convertido en una estructura ciclica, el 4cido dehi -
dropipecélico. Esta puede ser unma razén para la inca-
pacidad de la lisina de participar en la transamina -
cidn puesto gque el cetodcido es rdpida e irreversible
mente convertido en una molécula ciclica. Es por ello
que los requerimientos nytricionales de lisina son
altamente especificos ya que solo el L isémero y muy-
pocos derivados en los cuales el grupo amino ha sido-
sustituido, pueden ser utilizados (9).

Una deficiencia de lisina en la dieta generalmer
te causa una retardacidn en el crecimiento y pérdida-
del apetito. Estos sintomas de deficiencia no pueden-
ser considerados como (nicos ya que son cualitativa -
mente los mismos que los producideos por cualquier -
interferencia general con la sintesis de protefnas.

En la forma concluyente ha sido demostrado que -
la lisina de las protefnas corporales se deriva direc
tamente de la lisina de la dieta, ya que las fuentes-

dietéticas de nitrfgeno no pueden ser utilizadas en -



la sintesis de lisina como pueden serlo para ot:

-

w L -
aminoacidos,
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METODO MICROBIOLOCICO

E1l Empleh de microorganismos para el ensay:s de -
aminné:idas surgid como una consecuencia ldgica des -
pués de su uso en la determinacidn de vitaminas. Wond
et al., (20) fueron los primeros en sugerir que los -
microorganismos podrian ser usados para la determina-
cidn cuantitativa de aminodcidos. Sin embarge en ese-
tiempo (1940), no se tenfia el conocimiento necesario-

de los requerimientos para el crecimiento de microo--

ganismos adecuados para dicho ensayo. Usando 17 ami

nodcidos en lugar del hidrolizado Acido de case’na
L]

y un eluado de jugo de tomate como fuente de faniores

de crecimiento, Kuiken el al., (15). reportaron que

9 aminodcidos fueron esenciales para el crecimicnto

de Lactobacillus arabinosus 17-5, y que los aminndc’ -

dos: leucina, insoleucina y valina, podrian ser detrr

minados cuantitativamente por técnicas microbioldgi
cas similares a las previamente urilizades para sl -
ensayo de vitaminas. Esto se ha extendido a la dete:-
minacidén de 18 aminodcidos, con un buen grado de pre-
cisidn, exactitud y especificidad,

Los métodos microbioldgicos para determinar ami-
noAcidos se basan en la observacidn de que algunos -

microorganismos con caracterf{sticas bien definidas, -



pueden multiplicarse y producir ciertos productocs me-
.

tahﬁlicqs Unicamente en presencia de determinados -

aminodcidos cuando se cultivan en un medio nutritiveo-

dptimo.

En el presente trabajo las muestras a analizur -
Fueron: harinolina (harina de semilla de algoddn), -
harina de soya y harina de pescado comerciales, las -
cuales antes de ser ensayadas por este método, se so-
metieron a hidr6lisis dcida previa, con HCl, 6N a ten
peratura de 121°* C durante 12 horas, el término de las
cuales el hidrolizado sg neutralizd & pH 7 utilizan -
do NaOH 86N (sol. acuosa).

El aminodcido a determinar fue lisina y el mi -

croorganismo usado para ello Leuconostoc mesenterci -

des ATCC B042,el cual fué conservado en Micfo Assay -

Culture Agar (DIFCO), (4), y resembrado en Micro Ino-
culum Broth (DIFCO) (4), para la slaboracidn d=l -
infculo., E1 medio basal empleado pera el ensayn fud -
lysina Assay Medium (DIFCO) (4).

El método que se siguid fué el siguiente: se pre
pard medio basal conteniendo todos los constituyentes
especificos y estimulates requeridos por el microor -
ganismo, con excepcidn del aminodcido que se ensayd.

Alicuotas de las soluciones problemas, Que se encon-



traban dentro del rango de ensaye, se colocaror en --
tubos de anséyu asf{ como cantidades conocidas del cs-
tandard por triplicado, completando a un volumen de -
terminndo con agua, adiciondndose ensequida el medio-
basal. Posteriormente se esterilizaron durante 10 mi-
nutos a 15 libras de presidn, los tubos de 1la curvn -
estandard y los de las muestras,. Después sellevd -
a cabo la inoculacidn segdn el método propuesto por -
Kavanagh (13), incubandose enseguida las muestras pro
blemas y la curva estandard por un perfodnde 72 horas
de acuerdo con las recipendaciunss de Barton-UWright (
2), para el ensayo microbioldgico de Lisina. la can -
tidad del eminodcido presente en las muestras se cal-
culd a partir de la curva estandard .

METODO QUIMICO.

Experimentos con protefnas purificadas sugieren-

que la disponibilidad reducida de la lisina se dehe
en gran parte a su grupo E-NH5 combinado con otros -
grupos activos, ya que bajo condiciones de calor hd &
medo forman una wnidn gue resiste la hidrdlisis cnzi-
mitica (6). Esta hipétesis de que solo las moldculas-
de lisina con grupos E-NHoreactivos san nutridonalmen
te aprovechables, es la base de un procedimiento desa

+

rrollado recicntemente, en el cual el dcido2,4,6, tri



nitro -bencén-sulfénico se hace reaccionar cin aruy @ -

-NHy; libres en la proteina intacta

y la trinitiro =& -

nil lisina liberada por subsecuente hidrdlisis dcide -

se mide colorimétricamente (16). E1 principio s2 ilus -

tra a continuacidn;:
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BIOENSAYD

La multitud de caminos metabdlicos involucrados -
en la utilizacidén bioldgica de aminodcidos, hace muy -
diffcil una evaluacidn de disponibilidad en términos -
absolutos. La funcidn bioldgica mds impfortante de los-
aminodcidos esenciales es, en términos cuantitativos,-
la sintesis proteica. Por cansiguiente es claro gque el
bioensayo de un aminodcido esencial es me jor llevado -
a cabo en términos de la habilidad de promover la sin-
tesis proteica y la evaluacidn de ganancia de nitréga-
no corporal ( 6 retencidn), es la medida mds apropia -
da de sintesis. Sin embﬁrgm hay dificultades técnicas-
en la determinacidn de nitrédgeno total corporal y ba -
lance nitrogenado, que reducen la utilidad potencial -
de tal procedimiento.

En los animales en crecimiento la acumulacidn "
de nitrdgeno corporal estd generalmente correlacionada
con la ganancia en peso. Desviaciones a tal correla -
cidn se encuentran cuando hay un cambio en 1a composi-
cidn corporal; por ejemplo en el contenido de grasa, -
Sin embarco esto no invalida el criterio de gcanancia -
en pesa como un indice indirecto de disponibilidad i
de aminodcidos, es decir, como un procedimiento estan-

dard que mida la potencia de un material prueba, con -



respecto o un patrén establecido (10).

Para llevar a cabo el bioensayo seleccionaron po -
1los de 6 dfas de edad, que habfan sido alimentados con
una dieta 2 base de soya-malz antes de ser usados en -
este estudio. Al séptimo dia se les suspendid el alimen
to durante la noche y al siguiente dfa, después de ser-
pesados individualmente, se distribuyeron de acuerdo -
con su peso, en 8 tratamientos, 5 de los cuales fueron-
asionados para establecer la curva de respuesta tipo -
y los 3 restantes a cada uno de los alimentos a probar.
Los pollos asi distribuigos fueron alimentados con las-
dietns experimentales por un periodo de 7 dias, E1 ali-
mento fud suministrado ad libitum vy la ganancia en pe-
so fué anotada disriamente asi como el consumo del ali-
mento.

Como ya se mencion® fué necesario obtener una cur-
va de respuesta tipo, llevdAndose a cabo la incorpora -
cién del aminodcido prueba (lisina), en 5 niveles dec la
dieta basal dada a conocer por Dean y Scott (3) vy que =

se muestra a continuacidn.
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Dietes basal de aminodcidos cristalinos

Almidén de maiz Var.
Mmezcla de aminodAcidos var.
Aceite de maiz 15.00
Mezcla de Sales 5,37
Celulosa .00
NaHCO+ 1.00
Clorufo de Colina 0.20
Vitaminas (20/kao) (14) +
100.00

Harina de soya, harina de semilla de algddon y hoe
rina de pescado comerciales fueron las fuentes de pro @
teina a ensayas, las cuales se adicionaron a la dieta g °
basal en proporcién de 5% de su contenido de proteina,e
evitando el aminodcido %rueba. Estas adiciones fueron e
hechas a expensas del almidén de maiz. S5in embargo fuée
necesario adicionar una pequefia cantidad de lisina en @
forma cristalina a la dieta, a fin de llevar el creci e
miento del pollo al segmento lineal de la curva de rese
puesta.

El contenido total de lisina de las fuentes de g
protefna se establecid por cromatograffa, llevdindose g
a caobo estas determinaciones en la Universidad de Ari e
zona. La cuantificacidn de proteinas se hizo segldn el -
método Kjelcdahl (1).

Los cAlculos se basaron en el conocimiento de la @
composicidn quimica as{ como en el consumo de la pro e

tefna intacta durante los 7 dias de la prueba. La can e



tidad del aminodcido consumido, que se EXpPreso SOnRc
crecimiento del polla, fué determinado sustituyenco
el aumento en peso en la recta obtenida.

La disponibilidad del aminodcido proporcionadc

por la proteina intacta se calculd suponiendo que el

aminodcido suplementado fué utilizado 100% (18).
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B ISCUSION



Por el método microBiologico y tomando en cusnta
la fisiologia de¢l microorganismo usado se esperaba -
lograr la cuantificacién de lisina disponible ya gque-
es sumamente especifico y sensible a 1a L lisina que-
como se demostrd anteriormente es la forma utilizable
6 disponible de este aminodcido.

Sin embargo no se considerd que al hacer 1la -
hidrdlisis Acida previa de la muestrn, se romperiar -
los enlaces de lisina formados con otros Qrupos reac-
tivos diferentes de los grupos aldehfdos, lo cual tam
bién consitituye un criterio de disponibilidad ya q
cuando dicho aminodcido se encuentra unido a otros
grupos reactivos de otros aminodcidos sec reduce 1a -
disponibilidad de la lisina a las enzimas y por lo
tanto al animal. El1 aminodcido as{ unido puede ser -
regenerado por digestidn fAcida de la protefna y por -
consiguiente no es destrufdo gquimicamente.

Al hacer la hidrdlisis Acida solo se tomd en -
cuenta el enlace formade entre la lisina y el grupag -
aldehfdo de los carbohidratos, puesto que oste enla -
ce representa una pérdida quimicn pwrmanente, debido-
a que cl aminodcido as{ unidc no es regenerado por -
hidrdlisis quimica ni por las enzimas.

Adn cuando por el método quimico se cuantificd -



aparentemente la mayor narte de lisina disponible no -
sg puede considerar que sea un valor rocal puesto que -
se cunntifica la cantidad de lisima con el grupo -
EuI‘JH2 libre y no se toman en cuenta otros criterios a-

cerca de 1la disponibilidad.



CONCLUSIONES Y

RECOMEMNDACIOCNES



Con base en los resultados obtenidos en =1 traba-
jo experimental se puede concluir lo siguiento;

a).~ Por el método microbiologico empleado se de-
tectd el contenido total de L. lisina.

b).- E1 método quimico no detectd el contenido =~
total de lisina sino Gnicamente la lisina con el gru -
pe E-NH, libre.

c).- £E1 método microbiologico es mds exnacto y sen
sible, no obstante se corre el riesgo de sobreestimzar-
la lisina disponible en las muestras que no cortienen=
una cantidad anreciablegcarbohidratos.

d).- E1 método quimico es menos laboriosa, sin -
embargo se requiere mAs equipo.

e).= La carencia de exactitud del método quimico-
puede representar elevacidn de costos a escala indus -
trial.

RECOMENDACIDNES.-

Por lo anterior, si el trabajo exige gran exacti-
tud, el método a eleccidn es el microbiologico. Si no-
se dispone del equipo adecuado el método microbiologi-
co sigue siendo el de eleccidn,

~ Para obtener un valor real de lisina disponible -
en las muestras que contienen pocos carbohidratos se -
recomienda hacer una hidrdlisis enzimAtica de la nues-

tra.
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