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5.3.4.3 Determinacién de acido urénico. La reaccion de carbazole se utilizo para

llevar a cabo la cuantificacion de acido urdnico (Bitter y Muir, 1962).

Procedimiento de preparacion de la curva estandar:
1. Se prepararon diluciones partiendo de una solucion de 1 mg/mL de
glucoronolactona (lactona de &acido urénico) y se le adiciond agua destilada tal

como lo muestra el Cuadro 3.

Cuadro 3. Preparacion de las diluciones de la solucién estandar de glucoronolactona.

Tubo # Sol. de H,O Concentracion
glucoronolactona (uL) final
(1 mg/mL) (mg/L)
(uL)
1 0 500 0
2 2 498 4
3 10 490 20
4 20 480 40
5 40 460 80

2. Los tubos se colocaron en bafo de hielo y lentamente se les adicionaron 2.5 mL de
solucién 25mM de tetraborato de sodio en H,SO4. Se agité vigorosamente cada
tubo con ayuda de un vortex durante 10 segundaos.

3. Después de vigorosa agitacion se calenté durante 10 minutos a ebullicién
constante, trascurrido este tiempo se enfrio en baho de hielo hasta alcanzar la
temperatura ambiente.

4. Se adicionaron 0.1 mL de solucién de carbazole 0.125% vy se calenté de nuevo en
un bafo maria a ebullicion constante durante 15 minutos.

Se sumergieron los tubos en bafio de hielo hasta alcanzar la temperatura ambiente.

6. Se midio la densidad 6ptica a 530 nm en el espectrofotometro Spectronic Genesys
5 UV-Vis utilizando el tubo #1 como blanco para ajustar el espectrofotometro a cero
(Bitter y Muir, 1962).

Procedimiento para la determinacién de acido urdnico en tejidos de pollo:

1. Para esta determinacion se midieron 5 uL del extracto de cada tejido (cresta de



pollo, piel y cartilago) y por triplicado se colocaron en tubos de ensaye con tapa de
rosca. Se les adicionaron 495 L de H»O destilada a cada tubo.

2. Para la preparacion del blanco se midieron 500 uL de H»>O destilada.

3. Se continué con la determinacion siguiendo los pasos del 2 al 6 descritos para la

preparacion de la curva estandar de glucoronolactona.

Reactivos utilizados:

1) Solucion estandar de glucoronolactona (lactona de acido urdnico) 1 mg/mL
25 mg de glucoronolactona (pureza minima 99%, Sigma) disueltos en 25 mL de agua
destilada.

2) Solucién de carbazole 0.125%.
Se disolvieron 31.25 mg de carbazole (pureza aproximada de 95%) en 25 mL de
metanol y se guardd en refrigeracion protegido de la luz.

3) Solucién de tetraborato de sodio 25mM en HySO4,
Se disolvieron 476.7 mg de tetraborato de sodio10H20 en 50 mL de éacido sulfarico

concentrado.

5.3.5 Electroforesis de glucosaminoglicanos

La electroforesis se llevo a cabo en tiras de acetato de celulosa utilizando las
muestras liofilizadas del dializado obtenido después de la digestion enzimatica (Nakano
et al., 1994a).

Procedimiento:

1. Las soluciones obtenidas después de la dialisis y después de la determinacion de
acido urénico fueron liofilizadas individualmente a una temperatura de -50°C
durante 24 horas.

Se preparo una solucion de 1 pug/ul disolviendo la muestra seca en agua destilada.

3. Se humedecio la tira de acetato de celulosa (Sepraphore lll, 2.5 x 15.2 cm, Gelman
Science) con la solucion amortiguadora de piridina 0.1M/ acido acético 1.2M/ agua
(1:9:115) pH 3.5.

4. El exceso de solucion amortiguadora fue eliminado colocando la tira sobre papel
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filtro. Se debe de cuidar que no seque por completo.

5. La tira se extendi¢ sobre el puente de la cubeta de manera tal que el lado
penetrable quede hacia la parte superior.

6. A 3.4 cm del extremo de la tira cercana al catodo se depositaron 5 pl de muestra
(Ver Figura 10). Cada tejido fue analizado de manera individual utilizando una tira
de acetato de celulosa para cada muestra.

7. En la misma tira se llevd a cabo la electroforesis de los estandares para lo cual se
depositaron 5 uL de la mezcla de estandares conteniendo 1 pg/ul de los siguientes

compuestos: acido hialuronico, sulfato de condroitin y sulfato de dermatan.

Aplicacion de la
muestia &
eatandar

Figura 10. Tira de acetato de celulosa en camara de electroforesis

8. La camara se conecté a una fuente de poder para aplicar una corriente constante
de 1 mA/cm durante aproximadamente una hora.

9. El revelado se llevé a cabo sumergiendo las tiras en solucion azul alcian 8GX al
0.5% en acido aceético al 5%.

10. Después se procedié al destefiido utilizando agua destilada.

Reactivos utilizados:

1) Tiras de acetato de celulosa Seprapore Il 2.5 cm x 15.2 cm, Gelman Science Inc.,
Ann Arbor, MI USA.

2) Solucién amortiguadora de piridina 0.1 M/ &cido acético 1.2 M/ agua destilada
(1:9:115) pH 3.5

3) Solucion de azul alcian 8GX al 0.5% en acido acetico al 5%.
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5.3.6 Densitometria

Las electroforesis obtenidas fueron fotografiadas y convertidas en la escala de
grises para ser analizadas mediante el densitometro Imagen J version 1.32j. Los
densitogramas permitieron comparar la movilidad electroforética de las muestras
respecto a los estandares para elucidar qué glucosaminoglicano se encontraba
presente en la muestra, también permitid medir la intensidad de las sefiales asi como el
area bajo la curva y de esta manera conocer la concentracion del glucosaminoglicano

presente respecto a la concentracion total de acido urdnico.

5.3.7 Determinacion de acido sialico

Las concentraciones de acido sialico fueron determinadas mediante la reacciéon
del acido tiobarbiturico (Nakano et al., 1994b; Warren, 1959).

Procedimiento:

1. Las muestras deshidratadas en acetona fueron desengrasadas sumergiéndose en
50 mi de mezcla cloroformo-metanol 2:1 durante 24 horas.

2. Las muestras desengrasadas se retiraron de la mezcla cloroformo-metanol 2:1 y se
secaron con papel absorbente. Se colocaron en la estufa para eliminar el exceso de
solvente por evaporacion a una temperatura maxima de 60 °C durante 3 horas.

3. El éacido sidlico presente en 30 a 50 mg de tejido seco fue liberado mediante
hidrolisis por calentamiento a 80 °C en bafio maria durante una hora después de la
adicion de 1 mL de &acido sulfurico 0.1 N. Cada tejido se traté individualmente por
triplicado. Se tomd una alicuota de 50 pL de cada muestra hidrolizada y se sometié
a la reaccion del acido tiobarbiturico.

4. Por otro lado se prepar6 una solucion de estandar de &cido sialico en una
concentracion de 1 mg/mL. Se realizaron diluciones del estandar de acuerdo a lo
descrito en el Cuadro 4.

5. Se agreg6 0.1 mL de solucién de periodato de sodio a las muestras y a las
diluciones del estandar, se mezclo y se dejbé reposar 20 minutos a temperatura

ambiente.
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6.

Cuadro 4. Preparacion de diluciones de la solucion estandar de acido sialico.

Tubo # Acido sialico 0.1 NH>SO,  Concentracion
1 mg/mL (uL) final
(HL) (mg/L)
Blanco - 200 0
1 2 188 10
2 8 192 40
3 12 188 60
4 16 184 80

Se anadio 1.0 mL de solucion de arsenito de sodio, se mezcld y posteriormente se
adicionaron 3.0 mL de solucion de acido tiobarbiturico al 0.6%, seguido de un
calentamiento en agua hirviendo durante 15 minutos y su posterior enfriamiento con

agua.

. Al final se agregd 4.3 mL de 1-propanol, se mezcld y se centrifugd durante 2

minutos, para leer en el espectro a una longitud de onda de 549 nm.

Reactivos utilizados:

1)

Solucion estandar de acido sialico 1 mg/mL.

Disolver 5 mg de acido sialico (N-acetilneuraminico) tipo VI (pureza aproximada de
98%, Sigma) en 5 mL de agua destilada.

Solucion H;SO4 0.1N

Aforar a 250 mL con agua destilada 1.4 mL de acido sulfurico concentrado (pureza
95%, densidad 1.84 g/L).

Solucién de periodato de sodio 0.2M en acido fosférico 9M.

Se mezclaron 1.04 g de periodato de sodio con 15.36 mL de acido fosforico y se
aforo con agua a 25 mL.

Solucién de arsenito de sodio al 10% en soluciéon de sulfato de sodio 0.5M y acido
sulfurico 0.1 N.

Se mezclaron 100 g de arsenito de sodio, 71 g de sulfato de sodio y 2.8 mL de
acido sulftrico 0.1 N para aforar a 1 L de agua.

Solucion de acido tiobarbiturico al 0.6% en sulfato de sodio 0.5M.

Se anadieron 1.5 g de acido tiobarbiturico y 17.755 g de sulfato de sodio aforando a

250 mL con agua destilada.
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El Cuadro 6 muestra los resultados obtenidos para el contenido de hidroxiprolina
en los tejidos del pollo de engorda mexicano. El promedio de los resultados
correspondientes al contenido de hidroxiprolina en la cresta de pollo mexicano es
menor en un 20% al valor reportado por Nakano et al. (1989), quienes indican un
contenido de hidroxiprolina de 69.4+5.2 mg/g de peso seco en cresta de pollo
canadiense de 52 semanas. Por su parte Pulido et al. (2008) presentaron por primera
vez en el XXl Congreso Nacional de Nutricién Clinica los resultados de un estudio en
donde compararon el contenido de hidroxiprolina en crestas de gallinas y pollo de
diferentes razas, edades y nacionalidades (White Leghorn, 45 y 72 semanas; Rhode
Island, 42 semanas y pollo de engorda mexicano, 8 semanas) encontrando diferencias
significativas (p<0.05) entre los tres tipos de gallinas canadienses respecto al pollo
mexicano, por lo que la edad y nacionalidad podrian ser factores que influyen en el
contenido de este aminoacido. El estudio antes mencionado fue realizado a la par del
presente estudio. No existen reportes disponibles del contenido de hidroxiprolina en la

piel del pollo ni en el cartilago del esterndn de la misma ave.

Cuadro 6. Contenido de hidroxiprolina para las muestras analizadas de tejidos de pollo

de engorda mexicano: cresta, piel y cartilago del esterndn.

TEJIDO HIDROXIPROLINA DESVIACION ESTANDAR
(mg/g de peso seco)
Cresta 55.4a 70
Piel 42.3a 2.3
Cartilago del esternon 48.6a 1.3

Letras diferentes indican diferencia significativa p<0.05
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El Cuadro 7 presenta el contenido de colageno en los tejidos estudiados. Cliche
et al. (2003) reportaron:un contenido de colageno de 0.86% en la piel del pollo
sacrificado a los 36 dias de edad, éste fue obtenido en una cooperativa avicola en la
ciudad de Quebec, Canada. En el presente estudio se encontré que el mismo tipo de
tejido perteneciente a pollo de engorda mexicano sacrificado a los 56 dias contenia
33% mas de colageno que el tejido canadiense. Aunque no se encontraron reportes
disponibles del contenido de colageno en crestas de pollo se puede hacer un calculo
matematico utilizando el factor dado por el método 990.26 de la AOAC, en donde se
calcula el contenido de colageno a partir del contenido de hidroxiprolina. Utilizando los
datos obtenidos por Pulido et al. (2008) para el contenido de hidroxiprolina en crestas
de gallinas canadienses, se observa diferencia significativa entre el colageno contenido
en las crestas del pollo de engorda mexicano y el encontrado en las crestas de las
gallinas originarias de Canada. No se encontraron reportes disponibles del contenido de

esta proteina en el cartilago.

Cuadro 7. Contenido de colageno para las muestras analizadas de tejidos de pollo de

engorda mexicano: cresta, piel y cartilago del esternon.

TEJIDO COLAGENO DESVIACION

(mg/g de peso seco) ESTANDAR
Cresta 443.2a 56.1
Piel 338.1a 18.2
Cartilago del esternon 388.5a 10.6

Letras diferentes indican diferencia significativé pSO.'OS

41



El Cuadro 8 muestra los contenidos de acido sialico presentes en los tejidos de
pollo analizados. El contenido de acido sialico en la cresta del pollo de engorda
mexicano es 39.2% menor al contenido en la cresta de gallina canadiense (Single
Comb White Leghorn) analizada por Nakano et al. (1994b). El acido sialico cuantificado
por estos investigadores fue de 2.3+0.2 pg/mg. No se encontraron reportes disponibles

para el contenido de este acido en piel y cartilago del esterndn del pollo.

Cuadro 8. Contenido de acido sialico para las muestras analizadas de tejidos de pollo

de engorda mexicano: crestas, piel y cartilago del esternon.

TEJIDO ACIDO SIALICO DESVIACION
(ug/mg de peso seco) ESTANDAR
—— —— e )
Piel 2.1b 0.06
Cartilago del esternon 1.6a 0.06

Letras diferentes indican diferencia signiﬁcatWa p<0.05
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El contenido de &cido uronico en los tres tejidos: cresta, piel y cartilago del
esternén son mostrados en el Cuadro 9. El presente estudio indica que el contenido de
acido uronico en la cresta del pollo de engorda mexicano es 10 veces menor que el
contenido en el pollo canadiense. Nakano et al. (1983) reportaron 45.4+6.3 mg/g de
este carbohidrato. Esta diferencia en el contenido de acido urdnico puede deberse a la
edad de las aves. El pollo mexicano fue analizado a la edad de 8 semanas y el pollo
canadiense a las 52 semanas. Pulido et al. (2008) compararon el contenido de acido
uronico en crestas entre gallinas y pollo de diferentes razas, edades y nacionalidades
(White Leghorn, 45 y 72 semanas; Rhode Island, 42 semanas y pollo de engorda
mexicano, 8 semanas) encontrando diferencias significativas (ps0.05), por lo que se
podria decir que la raza y la edad pueden ser un factor de influencia en el contenido de
dicho acido. Por otra parte, Nakano y Sim (1995b) investigaron cdmo influye el factor
edad en el contenido de acido urdnico en el cartilago de la tibia proximal del pollo que
aunque se trata de un tejido diferente a los estudiados en este trabajo estos
investigadores demostraron que el acido uronico se ve incrementado con la edad de las

aves.

El cartilago del esternén del pollo de engorda mexicano de ocho semanas
contiene menor cantidad de acido urdnico que lo reportado por Lou et al. (2002), los
cuales reportan 308.4 mg/g en pollo de seis semanas obtenido en la granja de la
Universidad de Pennsylvania, EU. El método de extraccibn empleado por estos
invesﬂgadores es diferente al desarrollado en el presente estudio, en éste se lleva a
cabo el desgrase del cartilago con acetona previo a la hidrélisis con papaina, en cambio
Lou et al. (2002) utilizan una extraccion previa a la hidrélisis con Guanidina-HCI y
MgCls,.









En la figura 12 se muestra la densitometria de la electroforesis del extracto de
crestas. El primer pico corresponde al acido hialurdnico el cual representa el 57.6% del
total de acido urdnico presente en la muestra. El segundo pico corresponde al sulfato
de dermatan el cual indica 42.4% del acido urdnico presente en la muestra de este
tejido. Las concentraciones de acido hialuronico y sulfato de dermatan se muestran en
el Cuadro 10. La cantidad de acido hialurdnico encontrado en las crestas del pollo de
engorda mexicano es menor al reportado por Nakano y Sim (1989), en este estudio
estos investigadores asumen que el 93% de contenido de acido urdnico en las crestas
de pollo canadiense (45.4+6.3 mg/g) corresponde a acido hialurdnico y el 7% a sulfato
de dermatan. Por otra parte, Nakano et al. (1994), reportan un metodo rapido vy
economico para la obtencion de acido hialurdnico a partir de crestas y barbas de pollo,
en este estudio, el contenido de acido hialurénico en crestas de pollo canadiense de 52
semanas es de 4.5+0.3 mg/g de tejido humedo. Es importante mencionar que en este

ultimo método no se lleva a cabo la deshidratacidn en acetona ni la desproteinizacion.

57.6%

SD 42.4%

el

&f“l%w‘v’“

et N e,

Figura 12. Densitometria de la electroforesis en gel de acetato de celulosa para extracto

de crestas de pollo.
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Cuadro 10. Contenido de glucosaminoglicanos en las muestras analizadas de crestas

del pollo de engorda mexicano.

GLUCOSAMINOGLICANOS mg/qg de peso seco % de acido uronico

EN CRESTA total
Acido hialuronico 2.48 57.6
Sulfato de dermatan 1.82 42 .4

Sulfato de condroitin ND ND
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Figura 14. Densitometria de la electroforesis en gel de acetato de celulosa para el

extracto de piel de pollo.

La electroforesis en gel del extracto de piel fue sometida a un andlisis por
densitometria, el resultado es mostrado en la Figura 14. En ésta se pueden observar
dos picos, uno correspondiente al acido hialuronico el cual equivale a 33.4% del total de
acido uronico. El segundo pico corresponde a sulfato de dermatan el cual, equivale a

.

66% del total de acido urdnico cuantificado para este tejido (Cuadro 11).

El polisacarido mas abundante en la piel de pollo es el sulfato de dermatan, 1.46
mg/g de peso seco; el menos abundante es el acido hialurénico con 0.74 mg/g de peso

seco (Cuadro 11).

Cuadro 11. Contenido de glucosaminoglicanos en las muestras analizadas de piel del

pollo de engorda mexicano.

GLUCOSAMINOGLICANOS mg/g de peso seco % de acido urdnico

EN PIEL total
Acido hialurénico 074 334
Sulfato de dermatan 1.46 66.5
Sulfato de condroitin ND ND
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La electroforesis del cartilago del esternon del pollo de engorda mexicano es
presentada en la Figura 15. El movimiento electroforetico de la banda observada en la
linea 2 tiene un desplazamiento intermedio (R=0.57) entre los presentados por los
estandares sulfato de dermatan (R=0.54) y sulfato de condroitin (R=0.60). Lo anterior
sugiere la presencia de un copolimero formado por sulfatos de condroitin y dermatan.
La presencia de estos copolimeros se ha reportado en fracciones de
galactosaminoglicanos sulfatados de varios tejidos tales como: cartilago de la rodilla
humana, cordon umbilical, crestas y barbas de pollo (Habuchi et al., 1973; Inoue vy
lwasaki, 1976; Nakano y Sim 1991)

AH SD SC

Ry 0.57
Figura 15. Electroforesis en gel de acetato de celulosa para extracto de cartilago del
esternén del polio de engorda mexicano. El extracto obtenido después de la
dialisis fue corrido en gel de acetato de celulosa. La linea 1 corresponde a
los estandares acido hialuronico (HA), sulfato de dermatan (SD) y sulfato de
condroitin (SC). La linea 2 corresponde a la electroforesis del extracto de

cartilago del esternén del pollo.

La densitometria de la electroforesis del extracto del cartilago del esterndn del
pollo (Figura 16) muestra claramente un pico alto ubicado, comparativamente entre los
picos correspondientes a los estandares de sulfato de dermatan y sulfato de condroitin.
Esta ubicacion indicaria la presencia de un copolimero formado por sulfato de dermatan
y sulfato de condroitina; el area bajo la curva de este pico corresponde a 55.2 mg/g de
acido urdnico presente. Lo anterior difiere a lo reportado por Lou et al. (2002), los
cuales indican la presencia de un solo glucosaminoglicano sulfatado en cartilago del
esternén de pollo de seis semanas, sulfato de condroitin, con una concentracion de

232.84+41.2 mg/g (75.5+4% del total de glucosaminoglicanos presentes).
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Figura 16. a) Densitometria de los estandares acido hialuronico (AH), sulfato de
dermatan (SD) y sulfato de condroitin (SC). b) Densitometria de la
electroforesis en gel de acetato de celulosa para el extracto de cartilago del

esternon del pollo (panel b).

Los resultados antes mencionados sefialan la presencia de acido hialurdnico en
la cresta y piel de pollo de engorda mexicano. Es factible mencionar que este acido
podria utilizarse para la elaboracion de nutraceuticos en forma de pastillas o capsulas,
ya que por cada 980 g en base humeda de cresta se podria obtener 1 g de acido
hialurénico. Esta misma cantidad del acido podria ser obtenido a partir de 2.6 kg en
base himeda de piel. Algunos estudios realizados con el fin de reducir la afeccion de
articulaciones afectadas con osteoartritis parten de la ingesta diaria de 1500 mg de

glucosamina, hexosamina que compone al acido hialurénico. La dosis se reduce al
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paso del tiempo hasta 250 mg al dia para mantener el control de dicha enfermedad
(Pujalte et al., 1980; Drovati et al., 1980). Considerando que la adquisicion de los tejidos
es practicamente gratis, la rentabilidad de la idea de utilizar la cresta y piel de pollo de
engorda mexicano como materia prima para la produccion de nutraceuticos esta en
funcion de conseguir una técnica rapida y econdmica de extraccion de este acido asi

como un metodo adecuado vy eficiente de acopio y recoleccidn de los tejidos.

Por otra parte a partir de 1 kg en base humeda de cartilago del esterndn del pollo
de engorda mexicano se podrian obtener 10.65 g del copolimero formado por sulfato de
condroitin y sulfato de dermatan. Michael et al. (2005) seflalan que la dosis oral diaria
efectiva para el mejoramiento de rodillas dafadas estructuralmente es de 800 mg de
sulfato de condroitin. Por lo que el copolimero encontrado en el cartilago del esterndn

podria ser procesado para la elaboracion de nutracéuticos.
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Por lo anterior, se sugiere que las crestas y piel del pollo mexicano pueden ser
aprovechados para la obtencion de acido hialurénico, nutracéutico de gran importancia
en la prevencion y tratamiento de la enfermedad crénico degenerativa conocida como
osteoartritis, o consumidos de forma natural y segura como alimento funcional para la
prevencion de esta enfermedad. De igual forma el cartilago del esterndn del pollo de
engorda mexicano contiene sulfato de condroitin como parte del copolimero encontrado
en él, el cual puede ser utilizado como alimento funcional para la prevencién de la
osteoartritis. Ademas estos tres tejidos contienen sulfato de dermatan,
glucosaminoglicano que puede ser aprovechado en la industria médica como

antitrombotico y anticoagulante.

De los tejidos estudiados la piel del pollo fue el tejido con mayor contenido de
acido sialico, sustancia que forma parte de las glucoproteinas del liquido extracelular
donde se encuentran los glucosaminoglicanos y que juega un papel importante en los

sistemas de reconocimiento biologico y en la transmision sinaptica.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las determinaciones de hidroxiprolina y
colageno, en las crestas del pollo mexicano es en donde se encuentra el mayor
contenido de esta proteina respecto a los otros tejidos analizados. Sin embargo, es
solamente 14 mg/g de peso seco, menor a lo reportado en las crestas de pollo
canadiense. Este alto contenido de colageno en crestas de pollo de s6lo ocho semanas
indica la presencia de glucosaminoglicanos unidos a proteinas formando
protéoglicanos, en donde se sugiere que la proteina de soporte estda dada
principalmente por el colageno. El colageno tiene gran demanda en la industria
cosmeética por lo que se sugiere que las crestas, piel y cartilago del esternédn del pollo

mexicano pudieran ser una alternativa para la obtencion de éste.
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