ESTUDIO COMPARATIVO DE METODOS DE HIDROLISIS
ENZIMATICA, PARA LIBERAR TRIPOFANO EN
PROTEINAS DE ALIMENTOS

Por MILENA MONARI ¢ IRMA PENNACCHIOTTI

Cdtedra de Bromatologia. Facultad de Quimica y Farmacia
Universidad de Chile, Santiago de (Chile)

SUMMARY

The importance of triptophan in food value and the problems that are still
«encountered when it is measured prompted the comparison of different techni-
»ques of hydrolysis by means of which it can be freed from food protein. To
wit: tripsin, and hydrolysis with papain in a neutral medium.

After it was thus isolated, triptophan was measured by the colorimetric tech-
mnique of Spies and Chambers, using the internal standard variant.

The raw marterials used were pure protein (casein), polenta (ground corm)
and clams (Ameghinospa antigua).

Recuperation techniques were;used to measure how much triptophan is des-
troyed during treatment,

The best results were obtained by hydrolysis with papain in an alcaline me-
-dium, which is recommended for adoption as the standard technique for the
determination of triptophan. Hydrolysis with pepsin and tripsin is discarded,
but hdeOI_VSIS with papain at pH 7 should be further studied before a con-
«clusion is reached.

The use of an internal standard minimized the weight of errors of measure-
‘ment on the precicion of results.

INTRODUCCION.

El objeto de este trabajo ha sido efectuar un estudio critico y a la
vez comparativo, de métodos de hidrélisis enzimdtica para liberar trip-
téfano en las proteinas de los alimentos y para poder cuantificarlo luego
en su totalidad, por un método quimico o microbiolégico. En este tra-
bajo se empled el primero por ser més corto y facil de reproducir.
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202 M. MONARI e I. PENNACCHIOTTI!

Numerosas investigaciones referentes a métodos de hidrélisis acida.
y alcalina para liberar trgptéfano de las proteinas, concluyen que éstas
no son de ninglin caso recomendables, ya que se produce una considera--
ble destruccién de este aminodcido, ademas de una racemizacidén como-:
_en el caso de Ia hidrélisis alcalina. .

En cuanto a las publicaciones revisadas referentes a la hidrolisis.
enzimatica, no se han encontrado més de dos o tres trabajos y mds atin
no son suficientemente completos como para llegar a conclusiones defi--
nitivas, como es el caso. de las otras hidrélisis.

De la revisién realizada se desprende que los resultados de trip-
téfano obtenidos para la hidrélisis enzimatica, son mas altos que para.
las hidrélisis dcida y alcalina.

De estas consideraciones se desprende la necesidad de realizar un
estudio metédico v completo de la hidrélisis enzimatica en lo que se
refiere: 1) tipc de enzima; 2) temperatura; 3) pH del medio en que se
realiza la hidrélisis y 4) tiempo de duracién de la hidrélisis. En esta
forma serd posible contar con un método eficiente, comprobado y preciso:
para liberar la totalidad del triptéfano de las proteinas.

En el presente trabajo se estudiaron 3 métodos de hidrélisis enzimad-
tica. El sustrato usado fuc una proteina pura: caseina, comun para los
3 tipos de hidrélisis. Una vez estudiados los tres métodos, se aplicarom

a protefnas en dos tipos de alimentos: vegetal y animal.

REVISION BIBLIOGRAFICA.

Los diversos métodos de determinacién de triptéfano han llevado-
a diferentes autores a obtener resultados muy variados; por ejemplo,
los valores de triptéfano en caseina obtenidos cuando se determina por
métodos quimicos o microbioldgicos que van del 1 por 100 al 2,4 por
100. Sin embargo, esta discrepancia de cifras, que a primera vista parece
deberse a los diferentes métodos aplicados, viene de una etapa anterior
a la de la cuantificacién misma, y es la etapa de hidrolisis para liberar
el triptéfano de la proteina. Estc queda claro al observar que alguncs
autores obtienen diferentes resultados, cuando aplican un mismo método
de valoracion, pero métodos distintos de hidrélisis, como en el caso de-
mostrado por HORN y JONES (1), WOOLEY y SEBRELL (2), quienes hacem
un estudio comparativo de diferentes tipos de hidrdlisis para liberar este
amino4cido. :

- Los autores citados realizan: 1) hidrdlisis alcalina con hidréxido de:
sodio en diferentes condiciones; 2) hidrdlisis enzimatica usando diferen~
tes enzimas, o combinacién de éstas. ;
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‘HIDROLISIS ENZIMATICA DE TRIPTOFANO EN PROTEINAS 203

- Estos autores concluyen que son las enzimdticas las que dan valores
‘més altos y reproducibles de triptéfano en proteinas puras o en ali-
mentos. : : :

GREENHUT (3) efectia un estudio de hidrélisis enzimdtica con pan-

- .creatina, pero-no-compara con hidrélisis realizadas con otras enzimas.

De lo expuesto hasta aqui se puede deducir como lo han hecho
SpiES y CHAMBERS (4), después de revisar los frabajos sobre este tema,
-que no se han hecho demostraciones criticas de los procedimientos de
hidrélisis enzimética para liberar triptéfano de proteinas, no implican
destruccién del aminodcido.

Es necesario dejar en claro que, respecto a la hidrdlisis 4dcida y alca-
lina, son sin lugar a dudas poco aconsejables para la liberacién de este
amino4cido, y a este respecto, précticamente, todos los investigadores
-en este campo estdn de acuerdo en las siguientes conclusiones:

1.° La hidrdlisis alcalina, ademds de una destruccién del triptéfano,
produce una racemizacién del aminodcido (5).

2° La hidrélisis dcida ha demostrado que el l-triptéfano pierde
gran parte de su actividad. GREENHUT, demuestra que en acido clorhi-
drico 2N durante dos horas, el triptéfano pierde el 25 por 100 de su
-actividad (3).

Los estudios realizados para hidrélisis 4cida y alcalina son nume-
rosos, la mayorfa muy completos y criticos, razén por la cual se con-
-sideran sus conclusiones como definitivas. No sucede lo mismo con Ia
‘hidrélisis enzimdtica, en cuyo campo hay mucho que investigar.

Por este motivo, se pretende en este trabajo hacer un estudio exhaus-
tivo y critico sobre el mejor método enzimdtico a aplicar para la libera-
¢ién de este importante aminodcido en los alimentos.

MATERIAL Y METODOS.

: Material.

Se analizaron las siguientes muestras:
I. Casefna “MERCK” para fines bioquimicos.
II. Polenta (adquirida en el comercio de Santiago).

III. Almejas (Ameghinospa antigua), se analizaron desecadas a
105° C., desgrasadas y luego pulverizadas.

La grasa de las muestras de almejas se extrajo con éter etilico en
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204 M. MONARI ¢ 1. PENNACCHIOTTE

agotador Soxhlet durante ocho horas (6). La extraccién se realizd con.
el fin de eliminar las pequefias cantidades de grasa con pigmentos lipo-
solubles que dificultaban mds tarde la lectura colorimétrica.

Para hidrolizar estas tres muestras se usaron las siguientes enzimas.
_para fines bioquimicos: i S e

1. Papaina “MERCK”, 12.000 E/g.

2. Pepsina Hopkin y Williams; 1; 10.

3. Tripsina “MERCK”: 1; 300.

Las curvas patrones se obtuvieron con dl-triptfano “Merck™..

Todo el material de vidrio usado en este trabajo fue de clase “A”.

Métodos.

En todas las muestras se determind:
a) Humedad, por desecacion en estufa a 105° C. (6).
b) Nitrdgeno total. Se aplicé el método indicado por la A.0.A.C. (6).

Para convertir el nitrégenc total a proteina se empled el factor
6.25 (7), en el caso de proteina animal, y 5.7 (7) para polenta.

¢) Hidrdlisis para liberar triptdfano.

A cada muestra se le aplicaron por quintuplicado los tres métodos:
de hidr6lisis que se indican a continuacién:

A) Hidrdlisis con papaina en medio alcalino {1).

En un matraz Erlenmeyer de 125 ml. se colocd una cantidad de
muestra correspondiente a 1 g. de protefna y se suspendié en un volu-
men de 10 a 20 ml. de agua destilada; se agregb a continuacién 17,5 ml.
de hidréxido de sodio 0,05 N, 5 ml. de solucién de papaina (1 g. en
50 ml. de agua, se agit6, se dej¢ reposar a 37° C. por 30 minutos, luego’
se filtrd), se agregaron 5 gotas de cianuro de sodio al 5 por 100 como:
catalizador.

El matraz tapado se dejé toda la noche (16 horas) a 70° C.

Una vez realizada la hidrélisis se procedi6 a acidificar y a pasar una
corriente de N durante quince minutos con el fin de inactivarse la en-
zima y eliminar el 4cido cianhidrico, respectivamente.

La mezcla se filtré y se llevé a 100 ml.; la muestra asi obtenida estd
lista para la determinacién del tript6fano. No es aconsejable mantenet
la muestra mas de dos dias en refrigerador, pues se ha comprobado que
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HIDROLISIS ENZIMATICA DE TRIPTOFANO EN PROTEINAS 205 -

se obtienen resultados mds bajos que si se procede dentro del tiempo -
indicado.

B) Hidrdlisis con pepsina y tripsina (2).

- . -En un matraz de 125 ml. de tapa esmerilada, se suspendié una can-

 tidad de material correspondiente a 1 g. de proteina en 50 ml. de acido -
sulfirico 0,1 N, agregindose 10 mg. de pepsina, y se mantuvo durante

Ia noche (16 horas) a 37° C.

Una vez cumplido este tiempo se agregaron tres g. de fosfato 4cido -
de potasio con 12 H,0 y se llevaron a pH 8.4.

Luego del ajuste de pH, se agregaron 50 mg. de tripsina, se tapé el
matraz y se mantuvo tres dias a 40° C. En este método es necesario
trabajar con material muy limpio, destapdndose sélo en el momento de
usarse el material y reactivos y llamear la boca de los matraces antes
de abrir o cerrar ya que la temperatura, el pH a que se trabaja y la pre-
sencia de protefnas proporcionan un medio en que proliferan hongos, lo
lleva a valores erréneos. Al cabo del tiempo sefialado, se filtraron y se
llevaron al volumen deseado, segin la cantidad de proteina y triptéfano
de la muestra.

C) Hidrdlisis con papaina en medio neutro pH 7.

Se pes6 la cantidad de sustancia correspondiente a 1 g. de proteina .
y se le agregd 40 ml. de una solucién de papaina (4 mg./ml de tam-
p6én, usindose como tampén fosfato de sodio pH 7 0.3 M). La solucién
de enzimas se preparé diariamente.

Las muestras tapadas se colocaron en un bafio termorregulado a
65° C. con agitacién por cuatro horas. Se mantuvieron dos horas mds, a
la misma temperatura, pero sin agitacién, completandose asf seis horas -
de hidrdlisis.

METODO QUIMICO PARA VALORAR TRIPTOFANO.

En todas las muestras hidrolizadas se aplicé el método quimico de -
SpIES y CHAMBERS (8), citado por estos autores como métode B, para
la_cuantificacion del tript6fano liberado, aplicando los tres procedimien-
tos de hidrélisis ya descritos. Se eligié el método B de una serie dados
por ellos y que van de la letra A a la R, por ser mds corto y recomen-
dado también por otros autores (9) y con el cual se han obtenido bue--
nos resultados.

Este método se basa en una reaccién de coloracién que se realiza en-
dos etapas:
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D206 M. MONARI e I. PENNACCHIOTTI

1. La formacién de un complejo de triptéfano-aldehido (incoloro).

2. Oxidacién del complejo, para obtener un color azul cuya inten-
- sidad se midié en un espectrofotometro.

. Reactivos. :
Solucién de H,S0, 23,8N. Se usé H,SO, Merck p. a.

Solucién de p-dimetilaminobenzaldehido (p-DAB) en H.,SO, 2 N a
-tazén de 3 g. de p-DAB en 100 ml. del 4cido.

Solucién de nitrito de sodio al 1 por 100 en agua. Antes de usarla se
- diluye 25 veces. La solucién asi obtenida debe ser usada el mismo dia
.de su preparacién. Se usé NO,Na Hopkin y Williams Ltd. 98 por 100.

Es importante que los reactivos sean purisimos puesto que cualquier
. oxiGante o metal presente puede conducir a una oxidacion y dar, por lo
tanto, una coloracién azul que no corresponde a triptéfano.

Método.

En una serie de 6 matraces o tubos de 20 ml. con tapa esmerilada,
por duplicado se colocan los siguientes reactivos:

Ocho ml. de H,80, 23,8 N.

Un ml. de p-DAB al 3 por 100 en H,SO, 2 N y las siguientes alicuo-
“tas de solucién problema: ml.: 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0.

Las alicuotas tomadas pueden variar segin sea la cantidad de trip-
~téfano de la proteina de la muestra.

Estos voltimenes se completan a 10 ml. con H,SO, 2N, luego de
: agitar bien se dejan reposar en la oscuridad a 25° C. durante una hora.

Al cabo de este tiempe se agrega 0,1 ml. de Nf.qué cada tubo, luego
se agita y se dejan en reposo en la oscuridad a 25° C. Cumplido este
plazo se procede a leer al espectrofotémetro. Se vuelve a agregar 0,1 mf.

~del nitrito de sodio, se deja reposar otros treinta minutos y se vuelve 2
“leer, con el fin de tener la seguridad de que el nitrito agregado ha sido
-suficiente para oxidar tedo e! complejo.

En este trabajo se usé el espectrofotémetro Zeiss, modelo PMQ 11.
“La Jongitud de onda a usar en este aparato se encontré haciendo um
~espectro de abscrcién para Ja muestra; el peak mdximo resulté estar
-en 600 nm. Las muestras, por lo tanto, se leyeron a A = 600 nm.
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HIDROLISIS ENZIMATICA DE TRIPTOFANO EN PROTEINAS 207

Curva standard.

En este estudio se usé un método de standard interno, que elimina
una serie de errores, entre ellos, el hecho de que el triptéfano puro da
coloracién distinta a la del triptéfano en presencia de proteina y esto
‘puede llevar a error. Con este método se evita este problema.

Para construir la curva standard, se trabajé con una serie por du-
plicado de 6 matraces o tubos graduados, en las mismas condiciones que
para la solucién problema, con la diferencia que a cada tubo se le
agrega 0,2 ml. de una solucién de dl-triptéfano al 0,015 por 100 en agua,
siendo el volumen final de 10,2 ml

La recta standard resultd paralela a la recta problema y la diferencia
entre las dos rectas corresponde a las 30 gammas de triptéfano que hay
en 0,2 ml de solucién al 0,015 por 100 del aminodcido.

Pruebas de recuperacion.
Las pruebas de recuperacién se realizaron por cuadruplicado en los
tres tipos de hidrélisis, usando casefna como proteina patrén. Con estas
pruebas se pretendié estudiar si hay alguna destruccién de triptéfano
a medida que éste se va liberando, ya sea por el pH del medio, por ac-
cién de otros aminodcidos presentes en la solucién (4), o bien por la
temperatura y tiempo de la hidrélisis.

Estas pruebas se efectuaron en forma paralela en cada método de
hidrélisis colocando en los matraces los mismos reactivos que para la
hidrélisis, més 15 mg. de dl-triptéfano.

Todas las etapas posteriores (hidrélisis y determinacion quimica)
fueron iguales que para la muestra problema v el standard.

Con las pruebas de recuperacién se obtiene una curva cuya pendiente
es diversa a las obtenidas para el standard y la muestra problema. En
estas condiciones es posible expresar analiticamente el tanto por ciento
de recuperacién. No estd demds sefialar que la pendiente de estas curvas,
es directamente proporcional al coeficiente de absorbilidad molar.

Procedimiento estadistico {10) (11) (*).

Las determinaciones analfticas consistieron en grupos o arreglos
de valores de la variable aleatoria Yjk (k = 1, mj), correspondientes a
distintos valores de la variable controlada xj (j = I, n). Se calcularon las
regresiones lineales, seglin el principio de minimos cuadrados, entre los

{*) Los datos fueron procesados en el computador IBM 360/40 del Centre
de Computacién de la Facultad de Ciencias Fisicas y Matemdticas de la Univer-
sidad de Chile, mediante el programa TAXIS en lenguaje F RTRAN IV/G
{anexo). : -
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208 M. MONARI e I. PENNACCHIOTTE

valores xj y las medias wj = X Yjk/mj de los arreglos. Los valores de:
varianza y desviacion standard del pardmetro £ se calcularon segin:

o2
cﬁz ] S
na*
con:
N—2 s (Z y»
(32 — E VB e IBE! O_\-_-
= N
y
1 ( (X x)*
g \ P —H
Nel N

Para docimar si la regresion lineal describe satisfactoriamente el
fendémenc fisico, se efectud un andlisis de varianza como sigue:

grados de cuad.
suma de cuadrados libertad medio F computado
n A SSD Q1
j N-2 Q2
n mj SSW
SSW =2 X (Y jk—wj)* M-N QR=—
ik M-N
N
M = ¥mj
1

A

wj; valor de w estimado para xj, segin la ecuacion de regresion, en
donde Q1/Q2 se distribuye segiin F con N, = N-2 y N, = M-N grados
de libertad como la hipétesis de linealidad H,, es verdadera.

Se distinguen los siguientes casos:
(i) Si

Fc (N2, N1) = F.05 (N1, N2)
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Se acepta H. y se rechazan H,. No hay razones para pensar que el
modelo lineal no describe bien el fendmeno.

(i) Si
Fc (N1, N2) = F.01 (N1, N2)

Se rechaza H. y se acepta H,. Hay razones para pensar que el modelo-
lineal no describe bien el fendmeno.

(iii)
F.05 (N1, N2) < Fe (N1, N2) < F.01 (NI, N2)

. Hay duda. No hay razones para pensar ni lo uno ni lo otro. Es nece--
sario peseer mds informacion para decidir.

Procedimiento de cdlculo.

1. Contenido de triptdfano—El contenido de triptdfano en las pro-
tefnas estudiadas se calculé mediante la siguiente expresién (grafico 1)..

HG X .
= —; como HG = (,030 mg. de triptéfano, entonces
AD 100 g.

100 . 0,030
X = —————— (mg./100 mg. de proteina)
- AD

Para el célculo de AD se utilizaron las ecuaciones ajustadas de las.
respectivas rectas.

2. Recuperacion.

A partir del contenido de triptéfanc en la proteina y de la ecua-
cién de la recta problema se predijo el valor tedrico de los pardmetros
de la recta de recuperacién. Comparando las pendientes de ésta y de
aquella obtenida experimentalmente, se calculé un indice #, denomi-
nado de recuperacidn, v cuya expresidn es:

B exp.

n— —— 100
B exp.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

1. Caseina.

" “El contenido de triptéfano en la caseina hidrolizada con papaina en
medio alcalino (pH 8,16 hrs.) result6 ser de 1,51 g./100 g. de proteina,
valor que es semejante al sefialado por varios autores. La recuperacion
del triptéfano agregado fue de 96,73 por 100. Este resultado indicaria
que en las condiciones de trabajo, pH, temperatura, tiempo de acciomn
de otros aminodcidos libres presentes, no provocan destruccion del
triptéfano (Grafico T A).

GRAFICO 1A —Hidrdlisis de caseina con papaina en medio alcalino (16 hrs.).
Recta 1: Solucién Problema. Recta 2: Standard Interno.
Recta 3: Recuperacidon

800k
700}
00}

500+

Abscrbancia ——— e
A
o

400

300+

200

100}

ml. de solucion ———w
1 1

0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

Para la caseina hidrolizada con papaina y tripsing, se obtuvo un va-
lor de triptéfano de 0,89 g./100 g. de proteina pura. La recuperacién
en este caso alcanzé sélo el 69 por 100, lo que indica que hubo destruc-
cién del aminoacido librado durante el proceso (Grafico I B).
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212 : M. MONARI e I. PENNACCHIOTTI

GRAFICO 1B.—Hidrdlisis de casefna con pepsina v tripsina
Recta 1: Solucién Problema. Recta 2: Standard Interno.
Recta 3: Recuperacién
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La hidrélisis de caseina con papaina a pH 7 (6 hrs.) dio un valor de
1,44 3./100 g. de protefna pura y una recuperacién de un 96,66 por 100
(Grafico 1 C).

De acuerdo con los valores de triptéfano en casefna obtenidos por
los tres métodos es posible sefialar que los mejores resultados se obtu-
vieron usando papaina en medio alcalino (pH 8).

La hidrdlisis con papaina en medio neutro dio cifras relativamente
mds bajas que las obtenidas con la hidrélisis anterior, lo que se deberia
a la liberacion incompleta del triptéfano de la protefna. Si se toma en
consideracién que el tiempo de hidrdlisis fue el mis corto para este
método, no ha habido, sin embargo, destruccién del aminodcido, cosa
que se deduce del tanto por ciento de recuperacidn.

Los valores de triptéfano obtenidos de la casefna hidrolizada por la
combinacién de pepsina y tripsina fueron notoriamente mds bajos. Por
la prucba de recuperacién que también dio cifras muy bajas, se pucde
senalar que hubo destruccion de triptéfano liberado. Esta destruccién
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‘HIDROLISIS ENZIMATICA DE TRIPTOFANO EN PROTEINAS 213

podria deberse a: 1.°) Al medio dcido durante su primera efapa
(H,S0, 0.IN) y 2. Al largo tiempo de hidrélisis (72 hrs.) a pH 8.4.

GRAFICO 1C.—Hidrélisis de caseina con papaina en medio neutro.
- Recta 1: Solucién Pioblema. Recta 2: Standard Interno.
Recta 3: Recuperacion
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2. Polenta.

Los resultados de triptéfanc en polenta de acuerdo a los tres méto-
«dos de hidrolisis aplicados permiten indicar que:

— Fl valor méds alto se obtuvo usando papaina en medio alcalino
(16 hrs.) vy que fue de 0,86 2./100 g. de proteina, valor que concuerda
con el encontrado en trabajos anteriores,

— Al usar papaina cn medio neutro, el valor fue semejante al anterior
0,83 por 100.

— FEl contenido mas bajo se logré con la hidrolisis que empled pepsina-
tripsina, que dio un valor de 0,54 por 100.

Si se comparan los valores para polenta, con los de caseina, es im-

Anal. Bromatol. XXIII-2 (1971) 201-216



214 M. MONARI e 1. PENNACCHIOTTE

portante sefialar que, es el mismo método el que da los mejores resul-
tados, tanto para proteina pura (caseina) como para las proteinas que
forman parte de los cereales (polenta); razén por la cual el método se
hace mds general.

GRAFICO 1 A-B-C.—FEstudio comparativo de los tres tipos de hidrdlisis.
Recta 1: pepsina tripsina. Recta 2: papaina pH 7.
Recta 3: papafna medio alcalino
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3. Almejas.

En el caso de las almejas, también al igual que en los dos casos an-
teriores, se encontré que la hidrélisis con papafna en medio alcaline
da el valor mds alto de triptéfano; 0,67 ¢./100 g. de proteing, lo que
hace que el método pueda aplicarse a proteinas puras, proteinas de
cereales y en proteinas animales.

A diferencia de los casos anteriormente discutidos, llama la atencidr
que en las almejas, la hidrdlisis con pepsina y tripsina de un valor mas
alte que con papafna a pH 7; 0,48 por 100 y 0,39 por 100, respecti-
vamente.

Este método de papaina a pH 7 se ha usado hasta el presente sdlo
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para cereales y no usa activador de la papaina. Si bien ha dado buenos-
resultados para polenta en este trabajo y para otros cereales indicados:
en la literatura, puede que sea insuficiente para liberar la totalidad del”
triptofano de las proteinas en el caso de alimentos animales. Serfa acon- -
sejable estudiar este método en los alimentos recién mencionados, pues
* la investigacién hecha de este método en almejas, es el primero reali--
zado hasta el presente y aunque no dio resultados satisfactorios, no es
razon suficiente para una conclusién definitiva.

En relacién al método colorimétrico de SPIES y CHAMBERS, para la
valoracién del triptéfano liberado, si bien es preciso se requiere de tiem- -
po, dedicacién y atencién minuciosa para su aplicacién.

De aqui la sugerencia de aplicar a la muestra hidrolizada, un métedo -
instrumental mas moderno para valorar triptéfano, como podria ser-
el que emplea el analizador automatico de aminodcidos.

CONCLUSIONES.

Del presente estudio sobre tres métodos de hidrélisis para liberar-
triptéfano de proteinas de alimentos, s¢ puede concluir que:

1. El mejor método de los tres estudiados es el que emplea papaina .
en medio alcalino (pH 8) a 70° C. durante 14-16 horas.

2 El método anteriormente indicado da la seguridad de que el
triptéfano no es destruido a medida que se va liberando, como se ha
comprobado con las respectivas pruebas de recuperacion.

3. La técnica propuesta para este método presenta la ventaja de -
requerir equipos corrientes en los laboratorios de control y analisis de-
alimentos, v tiempo de hidrolisis relativamente corto.

4. Las cifras obtenidas para el triptéfano de las proteinas hidroli--
zadas por este método son semejantes a las consideradas por varios:
autores como las mds exactas.

5. De este estudio se puede deducir que ¢l método de hidrolisis con
papaina en medio alcalino, dio resultados muy satisfactorios tanto en
caseina como en las proteinas de polenta y almejas. Esto coincide con
las indicaciones de la literatura (12) sobre la determinacién de muchas:
otras proteinas, tanto animales como vegetales, por lo cual estz métado-
es recomendable para su aplicacién general.

6. Los resultados que se obtienen por hidrolisis con papaina en
medio neutro parecen depender de Ia naturaleza de la proteina a hidre--
lizar,
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7. No serfa aconsejable la aplicacion de la hidrélisis con pepsina
¥ tripsina, pues da valores notablemente mas bajos, ademss presenta
el inconveniente de emplear muchos dias (4 dfas) y facil contaminacién
durante las etapas que se realizan en el periodo previo y la determi-
nacién colorimétrica.

8. La utilizacién del procedimiento del standard interno permitio
minimizar el efecto de los errores de medicién.
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