HIDROLIZADOS

DE PROTEINAS




Hidrolizados de
proteinas




Las proteinas son macromoléculas que consisten en la union de moléculas mas pequeiias, llamadas
aminoacidos, que se disponen en secuencia para formar largas cadenas plegadas sobre si mismas,
que se denominan cadenas polipeptidicas.

AMINOACIDOS PEPTIDO PROTEINA

Los hidrolizados de proteinas son productos derivados de la hidrolisis de las proteinas que,
cuando se aplican a los cultivos, mejoran su rendimiento productivo y cualitativo. Estan compuestos
por fracciones de proteinas de diferente longitud (aminoacidos libres, oligopéptidos, polipéptidos)
que, de forma mas o menos directa, influyen en diferentes procesos fisioldgicos de las plantas mejo-
rando su desarrollo radicular y vegetativo, la tolerancia al estrés abidtico, la floracion, el cuajado, el
desarrollo de los frutos y también la calidad final.

Los aminoacidos libres y los oligopéptidos, estos tltimos a menudo simplemente llamados "pépt-
idos", debido al nimero limitado de aminoacidos de los que estin compuestos, son identificables
como "oligobmeros", mientras que los polipéptidos y las proteinas como "polimeros".

El efecto sobre las plantas puede ser multiple, dependiendo de la longitud de las fracciones de pro-
teinas (aminoacidos libres, oligopéptidos, polipéptidos) y, por lo tanto, de su peso molecular.

» Los polipéptidos, que son fracciones formadas por unos 50-100 aminoécidos, con un peso mo-
lecular entre 5.000 y 10.000 Da (Dalton), son utilizados por las plantas para una funcién princi-
palmente nutricional y normalmente se aplican por via radical;

» Los oligopéptidos, que son fracciones formadas por unos pocos aminoacidos (< 50), con un peso
molecular inferior a 5.000 Da (Dalton), y los aminoacidos libres, presentes en forma individual,
son utilizados por las plantas tanto para una funciéon nutritiva como bioestimulante y se
aplican por via foliar y radical.
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Funciones de los
pricipales aminoacidos
para las plantas




Los aminoacidos (AA) presentes en las proteinas de todos los organismos vivos (AA proteicos)
son 20 y, entre estos, algunos intervienen de manera positiva en varios procesos metabolicos impor-
tantes, como se informa de manera sintética en el cuadro que figura a continuacion:

PROCESO FISIOLOGICO

AMINOACIDOS PRESENTES

Estimulo de la fotosintesis
Apertura de los estomas
Accién antioxidante
Accidn complejante
Germinacién del polen
Precursores de los aromas
Precursores de las hormonas
Precursores del color
Precursores del sabor
Regulacién de la osmosis
Resistencia contra el estrés
Sintesis del ADN

Sintesis de las proteinas

Prolina, Acido Glutamico, Glicina, Alanina, Lisina
Prolina, Acido Glutamico, Alanina, Metionina, Lisina
Serina, Lisina, , Histidina, Metionina, Cisteina

Acido Glutdmico, Glicina, Acido Aspértico

Acido Glutamico, Prolina

Leucina, Isoleucina, Alanina, Valina

Metionina, Triptéfano

Serina, Fenilalanina

Prolina, Glicina, Alanina, Arginina

Prolina

Serina, Prolina, Acido Glutamico, Valina, Lisina, Cisteina

Acido Glutdmico, Acido Aspartico

Acido Glutamico )
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El aminograma, una
informacion importante
para saber




El aminograma de un hidrolizado de proteinas, es decir, el tipo y la cantidad de cada aminoécido pre-
sente, es un primer dato importante que hay que conocer. De hecho, cuanto mas diferentes
tipos de aminoacidos estén presentes, mas completa sera la accion del hidrolizado de proteinas sobre
los diferentes procesos metabolicos de la planta.

La mayor presencia de algunos aminoacidos, ademas, indica una mejor accion sobre los principales
procesos fisiologicos: por ejemplo, la prolina, la glicina, el 4cido glutamico, la alanina, la arginina y el
acido aspartico son los aminoacidos siempre presentes en todos los procesos del metabolismo prima-
rio de las plantas, ya que influyen positivamente en la fotosintesis, la sintesis de proteinas, la sintesis

de ADN, etc..
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La materia prima y el
proceso de produccion
determinan la mayor
efectividad en la planta
y la mejor calidad del
hidrolizado de proteinas



Materia prima

Lo que distingue a un hidrolizado de proteinas de otro y lo hace mas eficaz en las plantas y de mejor
calidad es la combinacién "materia prima - proceso productivo'.

La combinacion de estos dos factores determina el tipo de aminoacidos presentes, la longitud de las
fracciones de proteinas, la configuracion de los aminoacidos libres y las demas caracteristicas quim-
ico-fisicas de los productos

Las materias primas proteinicas de origen natural, tanto animales como vegetales, contienen hasta 20
aminoacidos diferentes (AA proteicos), presentes en proporciones variables segln su origen.

Dependiendo de la materia prima, algunos aminoacidos pueden ser predominantes y otros pueden
estar menos presentes. Este es un factor caracteristico que permite comprender cual es
la materia prima de origen de un determinado hidrolizado de proteinas. Por ejemplo, los
hidrolizados de proteinas obtenidos del colageno contienen una mayor concentraciéon de glicina, pro-
lina e hidroxiprolina, mientras que los de origen vegetal, obtenidos de las legumbres, contienen altas
concentraciones de triptéfano y lisina.

En el cuadro que figura a continuacion se muestran los principales aminoacidos presentes en las dife-
rentes materias primas utilizadas para la produccion de hidrolizados de proteinas:

AMINOACIDOS
CARACTERISTICOS

MATRIZ PROTEICA MATERIA PRIMA

ORIGIN ANIMAL

Colégen Glicina, Prolina,
OHageno Hidroxiprolina
Queratina Cisteina, Serina
ORIGIN VEGETAL
Cereales Metionina, Cisteina
Legumbres Triptéfano, Lisina
OTRO
" Levaduras Acido Glutamico,
A Acido Aspértico

) Acido Glutamico, Leucina,
Microalgas .
, Alanina
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Proceso productivo




Los hidrolizados de proteinas se obtienen a través de un proceso de hidrolisis en el que las largas
cadenas polipeptidicas de las proteinas son cortadas por el agua y otras sustancias y/o agentes y/o
calor que reaccionan. Este proceso puede lograrse de varias maneras:

o Hidrolisis térmica;
« Hidrdlisis quimica;

o Hidrolisis enzimatica;

e Hidrolisis mixta.

En la hidrdélisis térmica, el calor se utiliza para cortar las cadenas de proteinas, por lo que el corte
de los enlaces peptidicos entre las proteinas es debil y se produce de forma aleatoria. El resultado es
la formacion de un hidrolizado de proteinas dentro del cual las cadenas de aminoacidos son todavia
bastante largas (polipéptidos, con més de 50 aminoacidos), por lo que la funcién del hidrolizado es
principalmente nutricional. Generalmente, este tipo de hidrolisis se utiliza para la produccion de
hidrolizados de proteinas solidas para su aplicacion en el suelo, donde la materia organica y los po-
lipéptidos son mineralizados por la microflora del suelo, para poner a disposicion de las plantas el
nitrégeno y otros elementos de manera gradual.
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La hidroélisis quimica es un proceso en el que, para romper las cadenas proteinicas, se utilizan
acidos o bases fuertes (acido sulftarico, hidroxido de sodio), obteniendo asi un ambiente muy acido o
muy basico y que tiene lugar a alta temperatura para acelerar el tiempo de reaccion. El resultado es
la formacion de un hidrolizado de proteinas con una mayor presencia de oligopéptidos (fracciones
de proteina muy pequefias) y aminoacidos libres (forma individual), en comparacién con los tipos
de hidrolisis, pero que no es muy estable. Al final del proceso, se afiaden 4cidos o bases para que el
producto obtenido vuelva a tener un pH neutro y pueda aplicarse a las plantas, pero esto da como
resultado una alta salinidad del producto final. Ademas, se afiaden conservantes para estabi-
lizar la formulacion y aumentar su conservacion, lo que afecta a sus caracteristicas quimico-fisi-
cas y limita su miscibilidad.

A pesar del alto grado de hidrolisis y la consiguiente formaciéon de muchos aminoacidos libres, la hidrolis-
is quimica causa un porcentaje consistente de "racemizacion” de los aminoacidos libres que se forman, es
decir, alrededor del 50 % de los aminoacidos libres presentes en el hidrolizado de proteinas resulta tener
una forma denominada "dextrogira", debido al cambio en la estructura quiral. Las plantas, como todos
los seres vivos, no pueden utilizar directamente los aminoacidos libres dextrogiros en su metabolismo y,
por lo tanto, no se utilizan realmente por su funcién bioestimulante, por el contrario, su acumulacion en
las células vegetales puede ser toxica.

Ademas, el proceso de hidrélisis quimica, debido a
las condiciones extremas de temperatura y pH:

1. no es selectivo con respecto a los enlaces peptidicos (no es posible establecer con anteriori-
dad los aminoacidos libres y otras fracciones de proteinas que se formaran);

2. causa la destruccion de muchos aminoacidos, como el triptéfano, que se destruye totalmente,
la cisteina, la serina y la treonina que se destruyen parcialmente;

3. puede inducir la formacion de sustancias potencialmente toxicas, como la lisinoalanina;

y
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En la hidrolisis enzimatica se utilizan enzimas estereoespecificas que cortan las cadenas de pro-
teinas en condiciones de pH neutro y baja temperatura (< 60 °C). El resultado es un hidrolizado
de proteinas altamente estable y reproducible (composicidon constante en el tiempo), ya que cada
enzima seleccionada corta solo un tipo especifico de enlace entre los aminoacidos y al trabajar en
condiciones mas neutras, no hay problemas de destruccion de los aminoacidos. Por ultimo, al menos
el 95 % de los aminoacidos libres formados por hidroélisis enzimética permanecen en la forma levég-
ira, es decir, la presente en la naturaleza, con un porcentaje de "racemizacion” (transformaciéon de

levogiros a dextrogiros) casi nulo.

La hidroélisis mixta implica el uso conjunto de técnicas de hidrolisis quimica y enzimatica.
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¢Cuales son los
parametros que
establecen la calidad
de un hidrolizado de
proteinas?




e El contenido total de aminoacidos y el perfil aminoacidico, es decir, el tipo de ami-
noacidos mas presente. La presencia de todos los aminoacidos es importante para las plantas
y en particular: la glicina, la prolina, la hidroxiprolina, el 4cido glutdmico, el acido aspartico, la
serina, la arginina y la alanina son las méas relevantes para todas las funciones primarias de las
plantas.

e El contenido de nitrégeno y carbono organicos del hidrolizado de proteinas, que resul-
tara mas alto cuanto mayor sea la presencia de aminoacidos.

» La presencia de fracciones muy pequeias de proteinas, es decir, aminoacidos li-

bres y oligopéptidos que tiene un efecto inmediato y bioestimulante para las plan-
tas, ya que se absorben rapidamente a nivel foliar y radical, gracias a su bajo peso molecular.
Se utilizan inmediatamente en los procesos de sintesis de proteinas acelerando la respuesta me-
tabdlica de las plantas.
Los oligopéptidos pueden reconocerse por su peso molecular, menos de 5.000 Da, pero un peso
molecular inferior a 600 Da, (Dalton) indica la presencia tanto de aminoacidos libres como de
oligopéptidos formados por un maximo de 4-5 aminoacidos con una fuerte accion bioestimulan-
te.

e La presencia de un alto porcentaje de aminoacidos libres en forma de "levogira".
Los aminoacidos libres se distinguen cualitativamente segin su forma "levogira" y "dextrog-
ira", evaluados por un anélisis especifico de laboratorio mediante luz polarizada que muestra la
orientacion de los grupos COOH y NH2. La planta utiliza principalmente aminoacidos libres en
forma levogira, ya que son la forma mas presente en la naturaleza y adecuada para todos los
procesos fisiologicos.
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Segun el proceso de hidrdlisis utilizado, como ya se ha mencionado, puede haber
un cierto grado de "racemizacion", es decir, el cambio de la estructura de "levo-
gira" a "dextrogira". Cuanto mayor es el grado de racemizaciéon, mas aminoacidos libres dex-
trogiros se forman, menor es la calidad del hidrolizado de proteinas porque la planta utiliza
principalmente aminoécidos libres en forma levégira, ya que son los més presentes en la nat-
uraleza y adecuados para todos los procesos fisioldgicos. Por otra parte, los aminoacidos libres
dextrogiros a menudo no son reconocidos inmediatamente por las plantas y, por lo tanto, no
los utilizan para su funcion bioestimulante. La hidroélisis enzimatica garantiza al menos el 95 %
de los aminoacidos en forma levogira presentes en el hidrolizado, en contraste con la hidrolisis
quimica, donde este porcentaje puede ser de un maximo del 50 %.

HIDROLISIS ENZIMATICA | HIDROLISIS QUIMICA

Grado de racemizacion de los Bajo Alto

aminodcidos libres

Aminodacidos libres en forma

. > 95% < 50%
levogira

y

« El caracter de "polimero natural" de un hidrolizado de proteinas se mide por la pro-
porcion entre los contenidos de las diferentes fracciones de proteinas y por el origen de la
materia prima de la que se obtiene.

Por "polimeros naturales" se entiende los polimeros resultantes de un proceso de polim-
erizaciéon que ha tenido lugar en la naturaleza, independientemente del proceso de ex-
traccion por el que se hayan extraido (ECHA, Orientacion sobre monoémeros y polimeros,
Version 2.0).

En consecuencia, solo los polimeros derivados de materias primas de origen natural son nat-
urales, independientemente del proceso tecnologico por el que se extraigan. Los polimeros
naturales se caracterizan por no tener mas de la mitad del total de aminoacidos en
forma libre y, ademas, siempre es necesaria una cierta variabilidad de composicion entre
las diferentes fracciones poliméricas, ya que un producto natural no puede contener mas del
50 % del mismo aminoacido libre u oligopéptido.

Si un polimero cumple los estrictos requisitos del articulo 3(5) del Reglamento REACH CE
1907/2006, puede quedar exento de él. En cambio, los productos a los que se aiaden
aminoacidos sintéticos no cumplen estos parametros y, por lo tanto, deben es-
tar sujetos al registro REACH.
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En resumen, los principales pardametros que caracterizan
la calidad de un hidrolizado de proteinas son:

} Alto niimero de aminoécidos totales y su tipo;
} Alto contenido en nitrégeno organico y carbono organico;

’ Alto contenido de aminodacidos libres en forma levogira + oligopéptidos, que también ejercen un

efecto bioestimulante en las plantas;

’ Caracteristicas quimico-fisicas de baja salinidad y pH subacido, que también permiten la miscibi-

lidad de estos productos con otras formulaciones comerciales;

’ Exencion del Reglamento REACH CE 1907/2006, que determina el caracter de "polimero natural”

del hidrolizado de proteinas.

4

Por consiguiente, para evaluar la calidad de un hidrolizado
de proteinas seria 1til disponer de certificados de andlisis
relativos a:

} Aminograma;

’ Contenido de aminoéacidos totales y libres;

’ Contenido de nitrégeno organico y carbono orgénico;
’ Salinidad, pH y densidad;

} Distribucion del peso molecular de fracciones proteicas;
’ Grado de racemizacion;

’ Declaracion de exencion REACH.
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GEL MIN

gelatina fluida para uso agricola
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N
FCEH

FULLY
CONTROLLED
ENZYMATIC
HYDROLYSIS

GEL/AMIN'

gelatina fluida para uso agricola

GELAMINE® es la matriz proteica de ILSA (gelatina hidrolizada fluida para uso agricola) obte-
nida mediante un proceso de hidrolisis enzimatica (FCEH®: Fully controlled enzymatic hy-
drolysis) del coldgeno. La materia prima utilizada, especificamente, es el wet blue, una etapa
intermedia del proceso de procesamiento de la piel que, segin el Reg. CE 142/2011, esta abso-
lutamente libre de riesgos para la salud y contiene un porcentaje muy alto de colageno.
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La combinacién de la materia prima y el proceso productivo hace de GELAMIN® el hidrolizado
de proteinas con las mejores caracteristicas de calidad del mercado:

« Nitrogeno organico = 9 % (p/p)

« Carbono organico = 24,5 % (p/p)
« Aminoé4cidos totales > 50 % (p/p)
« Aminoécidos libres levogiros + oligopéptidos > 22 % (p/p)
« pH=5-6

« Conductividad eléctrica (1:100) = 0,7-0,95 dS/m
« Densidad = 1,22 kg/dm?

« Permitido en la agricultura orgéanica
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PRO=PROLINA ~ SER=SERINA ILE=ISOLEUCINA
HYP=HIDROXIPROLINA HIS=HISTIDINA THR=TREONINA
GLU= ACIDO GLUTAMICO  LYS=LISINA " TIR = TIROSINA
ALA=ALANINA LEU=LEUCINA CYS=CISTEINA
ARG=ARGININA VAL=VALINA MET=METIONINA
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El analisis de los aminoacidos que contiene revela la elevada presencia de glicina, prolina e hi-
droxiprolina, tipicas de la matriz de proteina animal de la que esta constituida la materia prima, es
decir, el colageno. Es posible observar la variabilidad de los aminoacidos presentes, que ponen de
relieve el caracter natural del hidrolizado de proteinas.

El analisis de los pesos moleculares también muestra que las fracciones proteinicas de la GELA-
MIN® son muy pequenas y que alrededor del 22 % del producto, sobre el peso seco, es decir,
después de la eliminaciéon del agua, esta compuesto de aminoacidos y oligopéptidos
libres con un peso molecular inferior a 600 Da, por lo tanto, con un claro efecto bioe-
stimulante (Fig.1). La parte restante de las fracciones proteinicas tiene un peso molecular inferior
a 2620 Da, lo que sin embargo indica una rapida absorcion por parte de las plantas y una accién
complejante y de soporte hacia otros nutrientes y productos mezclados.

78%

200 g/mol 1440 g/mol 2620 g/mal

Fig.1 - Distribucién de los pesos moleculares de GELAMIN®

Por altimo, las técnicas analiticas modernas han definido que la cantidad de moléculas poliméricas
de los productos ILSA y la distribucion de sus pesos moleculares respetan las estrictas limitacio-
nes del Art. 3 (5) del REACH, por lo tanto, los productos ILSA pueden definirse como polimer-
o0s, y la exencion del registro REACH certifica que el producto es seguramente un "polimero
natural" y esto garantiza que, en la matriz GELAMIN®, hay una composicién equilibrada de
componentes con diferentes pesos moleculares, que van desde los aminoacidos libres hasta los
oligopéptidos, capaces de actuar muy eficazmente sobre la planta. Esto se debe a que ILSA utiliza
unicamente materias primas naturales y procesos tecnologicos de hidrolisis para la produccion de
sus productos, que actiian inicamente acortando la cadena polimérica sin modificar su secuencia
en monoémeros y permiten transformar un producto que dificilmente puede ser utilizado por las
plantas en un producto altamente biodisponible.
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Otros hidrolizados de
proteinas




Los hidrolizados de proteinas de la hidrolisis
quimica
También son productos "naturales", ya que se obtienen a partir de materias primas naturales, pero

el proceso de produccion més "agresivo", como se explica en el capitulo sobre la hidroélisis quimica,
tiene algunas desventajas:

’ Degradacion de algunos aminoacidos, ya poco presentes en la materia prima, que pueden estar
ausentes en el hidrolizado porque se degradan durante el proceso de hidrolisis (por ejemplo, el
triptofano, la cisteina). Esto también causa una reduccion del contenido total de aminoacidos;

} Reduccion del contenido de nitrégeno organico y presencia de nitrégeno amoniacal producido
durante el proceso relacionado con la degradacion de los aminoéacidos;

’ Alto contenido de aminoacidos libres en forma dextrégira: al menos la mitad de los aminoacidos
libres obtenidos por hidrolisis quimica se encuentran en forma dextrogira, por lo que no tienen
una accion bioestimulante sobre las plantas, que no pueden utilizarlos en su metabolismo;

’ Caracteristicas quimico-fisicas de alta salinidad y pH excesivamente acido o basico, que causan
contraindicaciones de miscibilidad con otras formulaciones;

’ Aminograma desequilibrado en unos pocos aminoacidos, especialmente si la materia prima utili-
zada no es el colageno.

Yy

Hidrolizados de proteinas sintéticos

Ademas de los hidrolizados de proteinas obtenidos a partir de la hidrélisis de proteinas vegetales y/o
animales, existen en el mercado productos obtenidos mediante la mezcla de aminoacidos de origen
sintético. Aunque puedan ser etiquetados como "hidrolizados de proteinas"”, estos productos no son
verdaderos hidrolizados, ya que no se ha llevado a cabo ningin proceso de hidrolisis para produ-
cirlos. Los aminoacidos se sintetizan directamente en el laboratorio mediante reacciones organicas
especificas o procesos de ingenieria genética. Posteriormente, se disuelven en agua, incluso junto con
residuos de aztcar, y luego se venden a muy bajo costo, asi como son o liofilizados.

’ Los hidrolizados de proteinas de origen sintética tienen aparentemente caracteristicas similares
a los hidrolizados de proteinas naturales, pero su uso en la agricultura organica, si se
descubriera, causaria la pérdida de la certificacion de los cultivos y de las granjas
productoras en las que se utilizan.
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¢Puede uno defenderse
de tales estafas?




Realizando el analisis del contenido total de
aminodcidos y de aminoacidos libres, lo que

permite comprobar si estos productos:

’ contienen mezclas de unos pocos aminoacidos: a lo sumo solo 3 o 4 tipos de aminoacidos, lo que
no es posible en la naturaleza;

} contienen aminoacidos presentes solo en forma libre, es decir, el porcentaje de aminoacidos to-
tales coincide con el de los aminoéacidos libres, lo que es imposible con cualquier proceso de hi-
drolisis;

’ contienen un solo aminoacido en exceso del 50 % del total de aminoacidos presentes en el produc-
to, lo que confirma que la formulacién no es un "polimero natural" (segiin el REACH).

} En general, el aminoacido sintético mas anadido es la lisina, ya que se caracteriza por su alta so-

lubilidad;
} contienen muchos aminoacidos libres pero, en proporcion, poco nitrogeno organico (de origen
natural). 4

Ejemplo del perfil de aminodcidos totales y libres de un hidrolizado de proteinas sintético:

AMINOACIDOS LIBRES
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¢Existen otras
verificaciones analiticas
stmples que nos
permitan "detectar la
supuesta estafa"?




Pueden ocurrir:

’ el alto contenido de cloruros, debido a que algunos aminoacidos se producen en forma de sal de
cloruro (por ejemplo, la lisina y la cisteina). En algunos casos, el porcentaje de cloruros puede
ser superior al 10 %, lo que da lugar a una alta conductividad eléctrica de la formulacion, que
puede tener efectos fitotoxicos en la planta y limita su miscibilidad con otros productos;

v

la alta presencia de aminoacidos en forma dextrogira;

v

posibles contraindicaciones de la mezcla con otros productos.

iCuidado con la etiqueta!

Algunos productores de hidrolizados de proteinas en el mercado utilizan otros "trucos" para decla-
rar valores mas altos de aminoacidos totales y libres o para enmascarar el tipo de proceso de produc-
cion utilizado.

Entre ellos, los mas utilizados son:

} Expresar los valores en peso/volumen, de modo que el valor es mayor que el expresado en peso/
peso;

’ Expresar los valores en seco (no tal cual, lo que deberia hacerse para los productos liquidos), por
lo que al eliminar el agua, el valor es significativamente mayor;

» Comercializar productos con valores de densidad muy altos, por lo que diluyen menos el produc-
to, con el consiguiente riesgo de reducir la estabilidad y la vida til;

’ Declarar la hidrolisis enziméatica como proceso, pero el costo del producto es muy bajo (la hi-
drolisis enzimatica implica la compra de enzimas especificas, tiene lugar a bajas temperaturas y,
por lo tanto, tiene un proceso con una duracién mucho mayor y un rendimiento menor, caracte-
rizado por costos de produccion mas elevados);

’ Declarar valores muy elevados de aminoéacidos libres, que no pueden justificarse ni en relacion
con la materia prima declarada ni con el proceso de produccion ante un precio excesivamente
bajo del producto.

y

iFinalmente, lo que permite distinguir un hidrolizado de proteina de calidad de otro es la facilidad
de uso y el resultado agronémico en términos de calidad y cantidad de la produccion obtenida en el
campo!
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Meétodos de analisis

GRADO DE HIDROLISIS

Indica la cantidad de cortes de las cadenas de polipéptidos. Esté establecido con el método previsto
por la ley, es decir en base a la relacion entre nitrogeno aminico (N-NH2) y nitrégeno organico total
(N org). Se dosifica el nitrégeno aminico (N-NH2) mediante espectrofotometria haciendo reaccionar
una alicuota del hidrolizado proteico, habiendo diluido en agua con una solucién de o-ftaldialdehido
(OPA) en presencia de N-acetil-cisteina (NAC) y sodio dodecasilsulfato (Garcia Alvarez-Coque et al.,
1989; Nielsen et al., 2001).

El nitrégeno organico total (N org) se calcula por diferencia, restando al nitrégeno total la fraccion
mineral (N nitrico y N amoniacal). y

TAMANO MOLECULAR MEDIO (MW)

El tamafio molecular medio esta establecido por cromatografia liquida de exclusiéon por tamano
(HP-SEC). Los cromatogramas se registran a la longitud de onda de 214 nm. Todas las muestras se
diluyen a la misma concentraciéon de carbono organico total (1 g/L TOC) en la fase movil y se filtran
a 0,2 um antes de inyectarse en la columna (20 pL).

Para la curva de calibraciéon estandar, se usan polipéptidos con peso molecular comprendido entre
1,35 (vitamina B12) y 670 (tiroglobulina) kDa. 4

AMINOACIDOS LIBRES

Los aminoacidos libres (AAL) se extraen poniendo en contacto los hidrolizados proteicos con HCI
0,1 M durante 1 ora y determinados con el extracto filtrado a 0,45 um per cromatografia en fase
liquida de altas prestaciones (HPLC) después derivatizacion con 9-fluorenilmetoxicarbonil cloruro
(FMOC-CL), segtn Cunico et al. (1986).

GRADO DE RACEMIZACION

El grado de racemizacion (RD) se calcula sobre las formas quirales de la alanina libre (D-ala y L-Ala)
segun el método propuesto por Cavani et al. (2003). Los hidrolizados proteicos se diluyen en agua
desionizada y en el filtrado de 0,45 mm se determinan las siguientes formas quirales de la alanina
libre por electroforesis capilar ad altas prestaciones (HPCE) utilizando [-ciclodestrina como selec-
tor quiral y cloruro de dansil como agente derivatizante. y
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