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RESUMEN

Se aplican a albimina de buey condiciones de hidrdlisis Acida concre-
tadas a dos temperaturas y distintos tiempos.

Las condiciones que parecen mas adecuadas cuando se pretende deter-
minar los contenidos aminoacidicos aparentes son: 110°C y 16 horas. Para
los reales, se obtienen resultados andlogos a 110°C, 32 horas y a 145°C, 12
horas.

INTRODUCCION

Establecidas en un trabajo anterior (7), las degradaciones que sufren los
aminoacidos libres al ser sometidos a diversas condiciones hidroliticas 4ci-
das, se ha considerado también necesario estudiar el proceso sobre protei-
nas patron. Con ello pretendemos, por una parte, conocer las relaciones
que existen entre la hidrdlisis propiamente dicha vy la degradacién amino-
acidica; y por otra, la concentracion verdadera de sus aminoacidos cons-
tituyentes. '

Se puede denominar contenido “aparente” de un aminodcido en toda
proteina, el que corresponde a los valores obtenidos directamente del ani-
lisis realizado después de la hidrélisis. Sin embargo, estos valores no refle-
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jan verdaderamente el contenido aminoacidico de la proteina, ya que hay
que considerar las modificaciones y degradaciones de los aminoacidos, si-
multaneamente al proceso de ruptura de los enlaces que los unen duran-
te el proceso hidrolitico.

Por esta razom el conocimiento de estos valores “aparentes”, es necesa-
rio para determinar, hechas las oportunas correcciones, el contenido “real”
de los aminodcidos constituyentes de las proteinas. Y, también desde el
punto de vista aplicado, puede servir para conocer las concentraciones
efectivas de los aminoacidos presentes en el hidrolizado cuando éstos se
utilizan como posible suplemento en dietas alimenticias pobres (1, 2, 4, 9).

Por todo lo anteriormente expuesto, en este trabajo abordamos el estu-'
dio de la hidrolisis 4cida proteica en diversas condiciones de temperatura
y tiempo.

MATERIAL Y METODOS

La proteina patron utilizada ha sido albamina de buey cristalizada
BDH. Los 4cidos clorhidrico y tioglicdlico calidad andlisis.

Para la realizacion de las experiencias se partié de alicuotos de una di-
solucién patrén conteniendo cada uno de ellos 5 mg de proteina. Para su
hidrdlisis se emplearon 50 ml de 4cido clorhidrico 6N y acido tioglicdlico
al 0’5 % (V/V).

La metodologia seguida para la realizacion del proceso hidrolitico se
describe en un trabajo anterior (7).

La determinacién de los aminoicidos en el proceso hidrolitico se efec-
tud por cromatogratia liquida automatica (3).

RESULTADOS Y DISCUSION

Alicuotos 4cidos de la disolucién de albimina patrén se sometieron a
110°C durante intervalos de tiempo de 8, 16, 24 y 32 horas. Los valores ob-
tenidos en pg/ml para cada uno de los aminoacidos constituyentes se expo-
nen en la Tabla 1.

En la suma obtenida para cada uno de los tiempos empleados, no se
incluyen los correspondientes a los acidos aspartico y glutamico; ya que
estos sdlo son aproximados a causa de las dificultades planteadas en su
cuantificacion.



Aspectos del proceso hidrolitico dcide de proteinas 123

TABLA 1

Hidrélisis acida de albiimina patrén a 110°C. Contenido aparente de sus
aminoacidos constituyentes expresados en pg/ml. Media de muestras por

triplicado.
Horas

Aminoacidos 8 16 24 32
Tirosina 20 21 20 20
Fenilalanina 25 27 27 26
Lisina 60 67 65 65
Histidina 19 21 21 20
Arginina 26 27 27 27
Acido Aspdrtico 61 62 62 61
Acido Glutamico 88 87 88 90
Treonina 25 27 26 26
Serina 21 21 20 19
Prolina 15 16 17 17
Alanina 27 26 26 26
Glicina 10 11 10 10
Valina 20 26 26 27
Metionina : 4 4 4 4
Isoleucina 10 12 12 12
Leucina . 50 55 54 54

SUMA 332 361 355 353

Los datos expuestos muestran que en general, hasta las 16 horas de
hidrolisis, el proceso predominante es el de ruptura de enlaces, aunque esto
no excluye la posibilidad de una cierta degradacién. Pero en el intervalo
de tiempo comprendido entre 16 y 32 horas, la degradacién aminoacidica
es mas acusada y enmascara notablemente el proceso hidrolitico, que se da
en menor proporcion., No obstante, ciertos aminoacidos difieren de este
comportamiento general; citemos como ejemplo Ia prolina, cuyo contenido
aparente miximo se obtiene a las 24 horas y la alanina que lo presenta a
las & horas,

Para la experiencia a 145°C se utilizaron alicuotos idénticos a los ante-
riores, pero los intervalos de tiempo en esta fueron: 4, 8, 12 y 186 horas.

En la Tabla I se presentan los valores obtenidos. Al igual que en el
caso anterior no se incluyen los correspondientes a los 4cidos aspartico y
glutamico.
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TABLA II

Hidrélisis acida de albiimina patrén a 145°C. Contenido aparente de sus
aminoacidos constituyentes expresados en pg/ml. Media de muestras por

triplicado.
Horas

Aminoaecidos 4 8 12 16
Tirosina 18 19. 19 18
Fenilalanina 24 25 26 25
Lisina 60 62 6 63
Histidina 19 20 20 19
Arginina 27 27 27 26
Acido Aspirtico 64 64 63 62
Acido Glutimico a9 91 9] 89
Treonina 25 25 23 22
Serina 20 19 16 14
Prolina 15 16 15 14
Alanina 26 26 27 27
Glicina 10 10 11 -1l
Valina 22 29 29 .29
Metionina 3 3 4 4
Isoleucina 8 12 12 11
Leucina 51 58 28 56

SUMA 328 351 351 339

Puede apreciarse en esta experiencia, que entre los periodos de tiempo
de 8 y 12 horas, no hay practicamente cambio en la concentracion total de
aminoicidos. Esto podria interpretarse admitiendo que en el intervalo de
4 a 8 horas, la hidrélisis supera a la posible degradacién; y que en el com-
prendido entre 8 y 16 horas, el proceso fundamental es el de degradacién,
con lo que el contenido total de aminoicidos disminuye.

Lo apuntado anteriormente puede ser considerado como un comporta-
miento general. Pero también aqui, aminodcidos como serina y arginina
presentan a las 4 horas un contenido aparente maximo. Este hecho ha sido
puesto de manifiesto por otros autores gue utilizan otras condiciones hidro-
liticas y métodos diferentes para su determinacién (5, 6, 8).

La informacién obtenida sobre el efecto de la hidrélisis 4cida a 110 y
145°C sobre albdimina de buey, puede resumirse en la Figura 1, en donde
se representan los valores obtenidos en cada caso.
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FIGURA 1

Hidrélisis &cida de albumina patrdn. Contenido aparente de la suma
de aminoacidos constifuyentes.,

Varios aspectos importantes son dignos de ser senalados: 1.°) A 110°C
durante 16 horas, se alcanza el contenido global maximo en aminoacidos;

contenido éste que no llega nunca a igualarse a lo obtenido en la expe-
riencia a 145°C en cualquier tiempo.

2.° La hidrolisis a 110°C a las 32 horas, da resultados analogos a los
obtenidos a 145°C entre 8 y 12 horas.

3.°) A las 8 horas de hidrélisis, la realizada a 145°C muestra un ma-
yor contenido en amino4cidos que la de 110°C, mientras que a las 16 horas
presenta un contenido menor. A

4*) El aumento de temperatura en el proceso hidrolitico acide provo-
ca, en igualdad de tiempo, mas pérdidas por degradacién, auncue inicial-
mente ocasione una mayor hidrélisis.

Los aspectos sefialados indican que las condiciones hidroliticas mas
apropiadas aparecen a las 16 horas a 110°C, aunque en nuestro caso, no
emitimos ain juicio definitivo sobre las mismas, hasta introducir en los va-
lores obtenidos, las correcciones correspondientes a la degradacién de los
distintos aminodcidos (7).

Los valores corregidos teniendo en cuenta la degradacién que los ami-
noacidos experimentan durante el proceso hidrolitico 4cido, pueden consi-
derarse como contenido real de aminoécidos en la proteina.

Algunos investigadores, para realizar estas correcciones, hidrolizan las
muestras de proteinas durante distintos intervalos de tiempo y temperatu-
ras y obtienen el contenido real de cada aminodcido referido a un tiempo
cero por extrapolacién en las graficas correspondientes (8, 10, 11),
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En nuestro criterio, el procedimiento no nos parece correcto, ya que en
él se considera la degradacion aminoacidica como proceso totalmente pos-
terior e independiente del hidrolitico, cuando en realidad, ambos procesos
se dan conjuntamente; si bien, como ya se ha demostrado anteriormente,
en una primera fase predomina la hidrdlisis v en la segunda, la degra-
dacion.

Por este motivo consideramos mas adecuado efectuar las citadas co-
rrecciones en funcién de la variacién que experimenta cada aminoacido
patrén en idénticas condiciones de temperatura y tiempo de hidrélisis (7).

Los contenidos reales de los aminodcidos constituyentes de albiimina
de buey, cuando ésta se somete a condiciones de hidrélisis acida a 110°C
y distintos tiempos se recogen en la Tabla IIL.

TABLA 1II

Hidrélisis dcida de albtimina patron a 110°C. Contenido real de sus aminoacidos
constituyentes expresados en ug/ml. Media de muestras por triplicado.

Horas
Aminocacidos 8 16 24 32
Tirosina 20 23 23 . 23
Fenilalanina 25 28 28 29
Lisina 61 70 70 71
Histidina 20 22 22 22
Arginina 27 29 29 30
Acido Aspartico 62 64 64 66
Acido Glutamico 72 72 72 75
Teonina 26 28 28 28
Serina 21 23 22 22
Prolina 15 16 19 19
Alanina . 28 29 28 29
Glicina 9 10 10 10
Valina 19 25 .26 26
Metionina 5 5 5 5
Isoleucina 10 14 14 14
Leucina 50 56 35 56
# SUMA 336 378 379 384

En la suma no se incluyen los valores correspondientes a los écidos
Aspértico y Glutdmico.
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El examen de los datos expuestos muestra que a las 16 horas de tra-
tamiento, la hidrolisis se ha realizado casi completamente para todos los
aminodcidos, con la excepcion de prolina. A las 32 horas ya es total.

Para la experiencia a 145°C, los contenidos se exponen en la Tabla IV.

TABLA IV

Hidrdlisis dcida de albimina patrén a 145°C, Contenido real de sus aminodcidos
constituyentes expresados en pg/ml. Media de muestras por triplicado.

Horas

Aminoacidos 4 8 12 16
Tirosina 23 23 24 23
Fenilalanina 29 29 30 30
Lisina 65 67 71 71
Histidina 21 22 22 22
Arginina 30 31 32 32
Acido Aspartico 55 56 55 56
Acido Glutimico 70 77 7 79
Treonina 26 27 27 28
Serina 23 23 23 22
Prolina 14 16 16 17
Alanina 28 . 28 29 29
Glicina 10 10 10 10
Valina 19 26 26 26
Metionina 4 4 3 5
Isoleucina 9 13 13 13
IL.eucina 49 56 55 55

* SUMA 348 375 383 383

En la suma no se¢ incluyen los valores correspondientes a los dcidos
Agpartico y Glutamice.

En este caso, los resultados indican que la mayor parte de la hidrélisis
se verifica ya a las 8 horas y es total a las 12. A las 16 horas los resultados
son similares.

En la figura 2, y para una comparacién de los resultados de ambas ex-

peciencias, se pone de manifiesto la evolucién de los contenidos reales de
aminodcidos de albimina de buey a 110°C y 145°C.
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FIGURA 2

Hidrélisis dcida de albdmina patrén. Contenido real de la suma
de amincacidos constituyentes.

Del examen de la misma se deduce:

1%y A 110°C durante 32 horas, los contenidos reales de aminoacidos
son practicamente los mismos que los que se obtienen cuando se emplea
145°C durante 12 horas.

2.°) Para un mismo periodo de tiempo, 8 0 16 horas, el grado de hi-
drélisis aumenta con la temperatura.

3.9) Las condiciones hidroliticas: 110°C durante 16 horas que en prin-
cipio (Figura 1) parecian ser las mas aproptadas, deben ser sustituidas por
una de las indicadas en el apartado primero.

4.°) Para un determinado aminoacido, el tiempo apropiado de hidré-
lisis de Ja proteina en cualquiera de las dos temperaturas consideradas,
serd el que corresponda a la aparicién de su contenido real maximo (7).

Del conjunto de estas experiencias y entre las citadas condiciones hi-
droliticas: 110°C-32 horas y 145°C-12 horas, creemos que las primeras son
las mas adecuadas por presentar menos inconvenientes operatorios. Las
segundas, parecen mis indicadas s6lo para experiencias que requieran una
economia de tiempo.
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