Tiempo de calentamiento y digestibilidad verdadera de aminoéacidos
en harina de carne para gallos Leghorn
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ABSTRACT: Knowledge of the true digestibility of amino acids in the ingredients of a poultry ration is important in or-
der to use them properly, especially the proteinic ingredients that have been heated during processing, such as meat meal.
Protein solubility is a good indicator of heat damage. To estimate true digestibility, Leghorn White cockerels were fasted for
24 h and then force fed with meat meal autoclaved at 121°C and 1.5 kg/cm2 for 0, 15, 30, 45 and 60 minutes. A correction for
endogenous amino acids was included. Nitrogen was determined by micro Kjeldahl; protein solubility by the methods of 2%
KOH and coomassie blue; amino acids concentrations were also determined by HPLC. Treatments had an effect (P < 0.05)
on meat meal protein solubility, means being 89% and 84% for the KOH and coomassie blue methods, respectively. How-
ever, protein solubility increased until 30 minutes and then decreased according to the KOH method, whereas it increased
until 15 minutes (P <0.05) and then remained constant by the coomassie blue method. Autoclaving had an effect on true di-
gestibility of all amino acids, except methionine. There was a high and significant correlation (0.81) between protein solubil-
ity by the KOH method and true digestibility of amino acids.

Key words: Amino acids, force feeding, hydrothermal treatment, protein solubility, true digestibility

©2000 ALPA. Todos los derechos reservados Arch. Latinoam. Prod. Anim. 2000. 8(1): 8-12

RESUMEN: El conocimiento de la digestibilidad verdadera de los aminoacidos de los ingredientes de una dieta avicola
es importante para usarlos adecuadamente, especialmente los ingredientes proteinicos que han sido calentados durante su
elaboracion, como la harina de carne. La solubilidad de la proteina es un buen indicador del dafio causado por el calor. Para
estimar la digestibilidad verdadera de harina de carne se utilizaron gallos adultos Leghorn Blanco no cecotomizados ayuna-
dos por 24 horas, a los cuales se les dio alimentacion forzada con harina de carne calentada por 0, 15, 30, 45 y 60 minutos en
autoclave a temperatura de 121°Cy presionde 1.5 kg/cmz. La medicion incluy6 una correcciéon por aminoacidos endégenos.
Se midieron nitrégeno, por micro Kjeldahl; solubilidad de proteina, por KOH a 2% y por azul de coomassie; y los amino4ci-
dos por HPLC. Los tiempos de calentamiento afectaron (P <0.05) la solubilidad de la proteina de la harina de carne estimada
por los dos métodos citados, obteniéndose en promedio 89% y 84%, respectivamente; sin embargo, no la afecto de la misma
forma, ya que con KOH se detectd un incremento hasta los 30 minutos y luego decrecié (P < 0.05), en cambio con azul de
coomassie la solubilidad de la proteina se incremento hasta los 15 minutos y luego se mantuvo constante. El calentamiento
afectd la digestibilidad verdadera de todos los aminoacidos excepto metionina. Se obtuvo una correlacion alta y significativa
(0.81) entre la solubilidad de la proteina por KOH y la digestibilidad verdadera de los aminoacidos.
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Introduccion

La harina de carne se utiliza en la elaboracion de alimen-
tos balanceados para aves por poseer un alto contenido de
proteina y lisina, ademas de otros componentes que pro-
mueven el crecimiento de los pollos de engorda y la produc-
cion y calidad del huevo en gallinas en postura (Kratzer y
Davis, 1959; Scott ef al., 1969).

La harina de carne es un ingrediente que se somete a ca-
lentamiento en su elaboracion, lo que puede ocasionar una
variacién considerable en su valor nutritivo, aunado a la hete-
rogeneidad de la materia prima empleada (Johnston y Coon,
1979). Ademas, durante esos procesos de elaboracion se for-
man compuestos no disponibles para las aves (Sibbald,
1987), por lo que es necesario determinar la cantidad y cali-
dad de su proteina. Para evaluar la calidad, se han propuesto
metodologias rapidas como la solubilidad de la proteina
usando KOH (Araba y Dale, 1990), y por medio de coloran-
tes (Fernandez et al., 1993); sin embargo, aun se requiere co-
nocer la confiabilidad de este tlltimo método para la harina de
carne. Ademas, existen aspectos de ésta que requieren inves-
tigarse, como es lo relacionado con la digestibilidad verdade-
ra de los aminoacidos (Lewis and Bayley, 1995).

Por lo anterior, la presente investigacion tuvo el proposi-
to de: 1) Comparar los valores de solubilidad de la proteina
de la harina de carne sujeta a tratamientos hidrotérmicos, al
utilizar el método del KOH respecto al del azul de coomas-
sie; 2) Medir el efecto del tratamiento hidrotérmico en la di-
gestibilidad verdadera de algunos aminoacidos de la harina;
y 3) Evaluar la relacion entre solubilidad de la proteina y la
digestibilidad de los aminoacidos.

Materiales y Métodos

Esta investigacion se hizo en las instalaciones de la sede
del Colegio de Postgraduados, en Montecillo, Estado de
México. Se evalu6 una muestra de harina de carne comer-
cial nacional, de las mas comunes en el mercado, cuya com-
posicion se presenta en el Cuadro 1. La harina de carne se
sometid a calentamiento en autoclave,a 121°Cy 1.5 kg/crn2
durante 0, 15, 30, 45 y 60 minutos.

Evaluacién in vitro. La solubilidad de la harina de carne
sujeta a los cinco lapsos de calor mencionados, se estimé
mediante dos métodos: hidréxido de potasio (KOH) a 2%,
segun Arabay Dale (1990), y azul de coomassie (Fernandez
etal., 1993). Se utiliz6 un disefio completamente al azar con
arreglo factorial 2 x 5, cuyos 10 tratamientos resultaron de
la combinacion de los dos métodos con los cinco tiempos de
calentamiento.

Para cada método se calcularon las ecuaciones de regre-
sion entre el tiempo de calentamiento y el valor de la solubi-
lidad; ademas se calculd el punto de inflexidn, o sea, el
tiempo de calentamiento al cual la solubilidad de la harina
de carne alcanz6 su maximo valor. Con los valores de solu-
bilidad se efectud un analisis de correlacion entre ambos
métodos.

Cuadro 1. Composicion quimicade la harina de carne (%).
Concepto Valor
Materia seca 92.00
Proteina (nitrégeno x 6.25) 47.00
Extracto etéreo 12.00
Cenizas 22.10
Aminoécidos'
Arginina 2.70
Glicina 5.45
Isoleucina 0.95
Leucina 2.99
Lisina 291
Metionina 0.60
Fenilalanina 1.49
Valina 2.49
Acido aspartico 2.83
Acido glutamico 1.66

1 - - -
Contenido de Aminoacidos expresado en base seca como porcentaje
del ingrediente sin tratamiento.

Evaluacién in vivo. Se utilizaron 15 gallos adultos Le-
ghorn Blanco intactos con peso promedio de 2142 =254 g,
de 32 semanas de edad, ayunados por 24 h, a los cuales se
les dio alimentacidn precisa o forzada (Sibbald, 1987). La
asignacion de tratamientos a las unidades experimentales
(gallos) fue aleatoria, con tres repeticiones por tratamiento
y las mediciones se hicieron por triplicado.

Transcurridas 48 h de coleccion luego de la alimentacion
forzosa se retiraron las charolas con la muestra, se dejaron
libres de polvo, plumas, escamas y alimento y se pesaron.
Posteriormente se congelaron, liofilizaron y molieron en
mortero hasta tener un tamario de particula que pasara a tra-
vés de una criba del Numero 60. El nitrégeno se cuantificd
de acuerdo con la técnica de micro Kjeldahl; 1a materia seca
mediante AOAC (1984); y para cuantificar aminoacidos se
utilizé la técnica de Lindroth y Mopper (1979), en un cro-
matdgrafo HPLC Varian.

Se estim¢ la digestibilidad verdadera (Sibbald, 1987) de
los aminoacidos valina, arginina, lisina, glicina, metionina,
isoleucina, leucina, 4cido aspartico, fenilalanina y acido
glutdmico de harina de carne. También se estudio el cambio
en la digestibilidad verdadera de los aludidos aminoacidos
al someter la harina de carne a los progresivos tiempos de
calentamiento.

Las variables fueron peso del gallo (covariable), y la can-
tidad de aminoacidos consumidos, excretados y de origen
enddgeno. Los datos se analizaron de acuerdo con un disefio
completamente al azar con covariable. Con el objeto de re-
mover el efecto lineal de la covariable de las medias de trata-
miento e incrementar la precision del analisis de datos, se
ajustaron las medias, obteniéndose las de minimos cuadra-
dos con las cuales se hicieron las comparaciones multiples.
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Para conocer la relacion entre la digestibilidad verdadera
de los aminoacidos y los tiempos de calentamiento se ajustd
un modelo polinomial de segundo orden (Steel y Torrie,
1985), con el cual se calculd el tiempo de calentamiento en
el que la digestibilidad verdadera de cada aminoacido fue
méxima. El modelo utilizado fue: Yi =+ OX; + [bX" +
[ donde Y; es la digestibilidad verdadera de los aminoaci-
dos, [, O, [J son los parametros del modelo; X; es el tiem-
po de calentamiento (min) en su forma lineal y cuadratica y
Ules el error aleatorio inherente a cada observacion. Asimis-
mo, se aplico un analisis de correlacion entre las variables
de solubilidad, medida por los métodos de KOH y azul de
coomassie, y la digestibilidad verdadera de los aminoacidos
de la harina de carne.

Resultados y Discusion

Solubilidad de la proteina. En el Cuadro 2 se observa
que en general la solubilidad de la proteina estimada con
KOH tuvo un promedio mayor (P < 0.05) que la obtenida
con azul de coomassie. Al comparar ambos métodos en sus
distintos tiempos de calentamiento, la solubilidad es mayor
(P <0.05) con el método KOH que con el azul de coomas-
sie, excepto a los 60 minutos donde ya no se detectaron di-
ferencias. La solubilidad de la proteina con el método azul
de coomassie mostré diferencias (P < 0.05) solamente entre
el tratamiento de 0 minutos y el resto, lo que indica que este
método no fue lo suficientemente sensible para detectar di-
ferencias como el de KOH.

En esta investigacion, la correlacion calculada entre am-
bos métodos fue de 0.18, lo que indica que no hay asocia-
cién entre los valores de solubilidad de la proteina obteni-
das con el método de KOH y el azul de coomassie. Este re-
sultado no concuerda con el de Fernandez y Parsons (1995),
quienes encontraron una alta correlacion (0.90) entre am-
bos métodos al incluir pastas de soya y girasol en las dietas.
También Martinez et al. (1996), con frijol soya integral, en-
contraron que la solubilidad fue similar en los dos métodos.
Los bajos valores de correlacion entre los métodos KOH y
azul de coomassie que se obtuvieron en el presente estudio
respecto a los obtenidos por los autores mencionados, qui-
z4s se deba a que en sus investigaciones estudiaron pastas
de oleaginosas, y en la presente se estudié harina de carne,
que es de origen animal.

Cuando la harina de carne se sometio a calentamiento la
solubilidad de la proteina por KOH alcanzé su maximo
(P < 0.05) a los 30 minutos (Cuadro 2) y luego decrecid
(P <0.05). Por su parte, Martinez ef al. (1996) observaron
una tendencia cuadratica en la solubilidad de la soya inte-
gral, lo cual es similar a los resultados de Araba y Dale
(1990) y Fernandez et al. (1993).

Latendencia de la solubilidad a disminuir con el calenta-
miento prolongado, en este caso a partir de 30 minutos, tie-
ne relacién con la productividad de los pollos. Goh et al.
(1979) mencionan la importancia de las técnicas desarrolla-
das con colorantes para determinar la solubilidad de protei-

Cuadro 2. Solubilidad de la proteina de la harina de carne,
determinada con KOH y azul de coomassie y
tratada a diferentes tiempos de calentamiento.

Tiempo de Hidroxido Azul
calentamiento (min) de potasio de coomassie
0 87.63% 80.78¢
15 89.87° 84.56"
30 92.02° 84.66°
45 89.00° 85.04°
60 86.51% 85.70°
Promedio 89.01 +£2.01 84.1
a,b,c,d e f

Medias con distinta letra en la misma columna son diferentes
(P <0.05). La temperatura de calentamiento fue de 121°C y la presion de
1.5 kg/cm2 en autoclave.

na, al encontrar una correlacion alta (r = 0.81) entre la capa-
cidad de la proteina a enlazarse y el contenido de lisina dis-
ponible en las harinas vegetales, e indican que los aminoa-
cidos que tienen grupos libres son los que tienen posibilida-
des de enlazarse con el colorante. En el intestino, al digerir-
se la proteina, los aminoacidos libres pueden ser absorbi-
dos, no asi los que se encuentren enlazados a carbohidratos,
de tal forma que si existe menos lisina disponible, la pro-
ductividad de los pollos disminuye.

Las regresiones para los cambios en la solubilidad de
proteina al calentar la harina de carne estimada por cada
método fueron: para KOH, Y = 87.55 + 0.258X -
0.004465X? (R? = 0.80); y para azul de coomassie, Y =
81.23 + 0.18X - 0.002X” (R* = 0.81), donde X = tiempo
(min) de calentamiento (0, 15, 30,45 6 60) y Y = porcentaje
de solubilidad de la proteina. Respecto al tiempo de calenta-
miento donde ocurrid la mayor solubilidad, se encontr6 que
con el método de KOH el punto maximo estuvo localizado
a los 28.89 min, mientras que por el método de azul de coo-
massie el maximo se encontr6 a los 45 min.

Digestibilidad verdadera de aminoacidos. Los resul-
tados indicaron diferencias (P < 0.05) en la digestibilidad
verdadera entre aminoacidos de la harina de carne (Cua-
dro 3). Al analizar el efecto del tiempo de calentamiento, se
observo que, en promedio de los 10 amino4cidos, a los 30
min la digestibilidad verdadera fue mayor (P < 0.05) que a
los demas tiempos, sin diferencias significativas entre 0 y
60 minutos ni entre 15 y 45 min; sin embargo, estos dos tra-
tamientos tuvieron una mayor digestibilidad (P < 0.05) que
los dos anteriores.

Al analizar cada aminoacido, se observa (Cuadro 3) que la
metionina no mostré cambios en su digestibilidad debido a
los tiempos de calentamiento. Carpenter (1973) también ob-
servo que la metionina sélo disminuy6 su digestibilidad en
0.3 unidades de porcentaje al término del tratamiento. En
cambio, los demas aminoacidos mostraron diferencias
(P < 0.05) por efecto del tiempo de calentamiento. Cabe
destacar que la lisina fue uno de los aminoacidos que pre-
sentd una respuesta mas marcada, ya que su digestibilidad
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Cuadro 3. Medias de minimos cuadrados y desviacion estdndar de la digestibilidad verdadera de los aminoacidos de la
harina de carne sometida a diferentes tiempos de calentamiento.
Aminoacido Minutos de calentamiento

0 15 45 60 Promedio
Valina 81.0% 1.0° 83.0+2.0™ 85.0+ 1.0° 82.0+1.0° 80.0+ 0.0° 82.0%2.0°
Arginina 76.6+1.1° 83.0+ 04" 853+ 1.4 81.8+03° 76.8+0.7° 80.7 £ 3.0°
Lisina 763 £ 1.0 78.6 £ 0.6% 81.8+2.12 78.4 £ 0.6% 76.9 £ 0.6° 78.4£22
Glicina 73.5+£04° 77.7 £0.6% 79.4+0.5" 77.5+0.5% 73.7+£0.2° 763+2.5°
Metionina 75.6 +£0.4% 76.0 + 0.6° 76.7+ 0.6 75.7+0.4% 75.8+0.3% 76.0 £ 0.6°
Isoleucina 73.8+0.8° 77.1 £ 0.6 78.0+0.3 76.6 % 0.6 74.0+0.6° 759+ 1.8
Leucina 745+ 12° 76.1 % 02% 77.1£0.6° 75.0%0.1%° 73.7+0.1° 753+ 1.3°
A. aspartico 62.4+£2.4° 65.9£3.1% 679+19" 65.7+2.9% 623+ 0.6° 64.8+0.4"
Fenilalanina 61.8+0.7° 67.0 £ 0.6% 68.7+0.8 66.5 £ 0.5 61.7+0.4° 65.1£3.0!
A. glutamico 61.5+0.8° 65.7+0.6™ 67.1+1.1° 65.1%0.1% 62.1£0.6° 64.3+23"
Promedio 72.4+63° 758+5.7° 77.7+58° 75.1£5.6 72.0 £ 5.0°

a.b.c.d.p.a.r. s thedias con distinta letra en la misma hilera o en la columna de promedio son diferentes (P < 0.05).

se incrementd de 76% cuando no se le aplico calor, hasta
82% alos 30 min de calentamiento y posteriormente dismi-
nuyd. Arginina respondié de forma similar a lisina, lo que
quizas se deba a que la lisina tiene un grupo amino libre y la
arginina un grupo guanidino que reaccionan con azucares
reductores cuando se le aplica calor (Hodge 1953, Samant
etal., 1993).

Al comparar los resultados de este experimento con otros
donde se utilizaron ingredientes de origen vegetal, como
maiz, pasta de soya y alfalfa, se observa que la digestibilidad
de los aminoacidos de los ingredientes vegetales es mayor;
por ejemplo, en el caso de maiz y pasta de soya, Likuski y
Dorrell (1978) encontraron que ninguno tuvo digestibilidad
menor que 96.5%. Estas discrepancias pueden deberse a di-
ferencias entre ingredientes y a que la materia prima con que
se elabora la harina de carne es mas variable que los ingre-
dientes de origen vegetal mencionados. Parsons (1986) sefia-
lan que la calidad de la harina de carne es muy variable debi-
do a sus componentes y procesamiento, entre otros factores.

En general, la digestibilidad de los aminoacidos estudia-
dos present6 variaciones al someter la harina a diferentes
tiempos de calentamiento. Martinez et al. (1996) coinciden
en que la digestibilidad de los aminodcidos es variable
cuando se aplica calor a un ingrediente. Una posible expli-
cacion es que los azicares reductores reaccionan con el gru-
po épsilon amino de la lisina. En condiciones severas, este
efecto puede darse no sélo con lisina, sino con otros ami-
noacidos y glucosa, de tal manera que forman compuestos
que no pueden ser aprovechados por el animal como fuente
del aminoacido (Carpenter, 1973).

Otra causa de variacion en la digestibilidad detectada en
esta investigacion y la de Parsons (1986) en harina de carne,
es que existen diferencias para una misma muestra, entre la-
boratorios. Por tanto Muztar et al. (1980) recomiendan espe-

cificar la técnica, el aparato y en general, las condiciones
experimentales empleadas, por lo que, ademas del ingre-
diente de que se trate, debe indicarse el procesamiento res-
pectivo.

Los resultados de esta investigacion muestran que hubo
un cambio cuadratico en la digestibilidad verdadera de los
aminoacidos; en promedio, se mejora a los 15 y 30 min de
calentamiento y luego decrece a los 45 y 60 min. Las ecua-
ciones de prediccion para calcular el tiempo de calenta-
miento (min) al que cada aminoacido en la harina de carne
alcanza los mayores valores de digestibilidad verdadera
arrojaron los resultados: valina (27.12), arginina (29.70), li-
sina (30.72), glicina (30.06), metionina (29.89), isoleucina
(29.86), leucina (26.88), acido aspartico (31.02), fenilalani-
na (29.75) y acido glutamico (30.33). En promedio, a los
29.55 +1.40 min de calentamiento se obtuvo la maxima di-
gestibilidad de tales aminoacidos.

Los tres aminoacidos de mayor promedio de la digestibi-
lidad verdadera (Cuadro 3), fueron valina, arginina y lisina
(82.0, 80.7 y 78.4%, respectivamente), encontrandose dife-
rencias (P <0.05) entre ellos. Glicina, metionina, isoleucina
y leucina presentan una digestibilidad similar e intermedia
(75.9%), pero menor que los valores de digestibilidad de los
primeros aminoacidos. Parsons (1986) no encontr6 que los
valores de digestibilidad de los aminoacidos en la harina de
carne se agruparan como en este estudio, sino que la mayo-
ria oscilaba entre 85 y 90%.

Acido aspértico, fenilalanina y acido glutdmico tuvieron
las menores digestibilidades (64.7% en conjunto), difirien-
do en promedio en 18% y 12% con los aminoacidos del pri-
mero (80.3%) y del segundo (75.9%) grupo anterior. Car-
penter (1973) explica que los aminoacidos dicarboxilicos
en presencia o ausencia de azlcares pueden unirse y formar
enlaces cruzados y puentes carbonil entre las unidades de
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aminoacidos; tal vez por ello la digestibilidad de éstos haya
sido menor.

En la muestra de harina de carne analizada, incluso a la
misma temperatura de calentamiento, los valores de diges-
tibilidad de cada aminoacido son diferentes. Otros autores
también han encontrado diferencias en disponibilidad de
los aminodcidos en un mismo ingrediente (Parsons, 1986;
Lewis y Bayley, 1995) o en mezclas de ingredientes (Muz-
tar y Slinger, 1980), y mencionan que la absorcion de los
aminoacidos en el intestino puede depender de la concen-
tracidn de otro, por lo que se debe procurar un balance ade-
cuado para que existan las cantidades necesarias de cada
aminoacido y su utilizacion sea optimo.

Parsons (1986) encontrd que la digestibilidad verdadera
promedio de todos los aminoéacidos de la harina de carne
fue aproximadamente 10 % mayor que en la presente inves-
tigacion. Estas diferencias pueden deberse a la variacion
existente entre diferentes lotes o muestras de un ingrediente
y a la variacion propia de los analisis en cada laboratorio
(Muztar ef al., 1980). Lo anterior indica que pueden existir
variaciones considerables en los valores de digestibilidad
de la harina de carne, por lo que es conveniente evaluar la
disponibilidad de sus aminoacidos.

Asociacion entre solubilidad y digestibilidad. Al com-
parar los resultados de solubilidad de proteina por el método
de KOH con los resultados de digestibilidad verdadera de los
aminoacidos, se observo un comportamiento similar, pero no
asi para los resultados de solubilidad medida con el método
de azul de coomassie. Es evidente que el primer método fue
mejor predictor. Entonces, si las condiciones no permiten es-
timar in vivo la digestibilidad de los aminoacidos, se puede
evaluar la solubilidad de la proteina por KOH para tener una
idea de la calidad. Asi, la ecuacion de regresion obtenida con
los resultados de la determinacion de solubilidad estimada
con el método de KOH podria explicar el comportamiento en
digestibilidad de los aminoacidos estudiados, ya que se co-
rrelacionan altamente con la solubilidad (P < 0.01): acido as-
partico, 0.79; acido glutamico, 0.90; glicina, 0.91; arginina,
0.92; metionina, 0.61; valina, 0.82; fenilalanina, 0.91; isoleu-
cina, 0.88; leucina, 0.91; lisina, 0.84.

Martinez et al. (1996) estudiaron pastas de soya y frijol
soya integral y encontraron una correlacidon alta (0.81)
(P <0.01) entre solubilidad de proteina y digestibilidad ver-
dadera, de: 0.44, 0.61, 0.70, 0.75, 0.78, 0.80, 0.80 y 0.82
para glicina, leucina, isoleucina, arginina, fenilalanina, lisi-
na, treonina y valina, respectivamente.

Conclusiones

El tiempo de calentamiento himedo (0, 15, 30, 45 y 60
min) afecta la solubilidad de la proteina, estimada por los
métodos de hidroxido de potasio y azul de coomassie. El
primer método es mas preciso que el segundo. En prome-
dio, a los 30 minutos de calentamiento se obtuvo la maxima

digestibilidad de los aminoacidos. Existe variacion de la di-
gestibilidad verdadera entre los aminoacidos de la harina de
carne. Se relacionan estrechamente la solubilidad de su pro-
teina, estimada con hidréxido de potasio, y la digestibilidad
verdadera de cada aminoacido, pero no asi la solubilidad es-
timada por la prueba de azul de coomassie.
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