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OBTENCION DE HARINA DE PLUMA DE POLLO DE ALTA DIGESTIBILIDAD
MEDIANTE HIDROLISIS ENZIMATICA

RESUMEN

Las plumas de pollos son un subproducto de la matanza de aves que representa entre
4-7% del peso vivo del animal. Pese a que tienen diferentes usos como: abono, en
almohadas, adornos, alimentaciéon animal, entre otros, generalmente se desechan,
aunqgue son altas en proteina. Sin embargo, dicha proteina esta formada por queratina,
cuya digestibilidad es baja; por ello, la pluma se debe hidrolizar para su uso en la
alimentacion animal. Las alternativas para ello, son el uso de enzimas proteoliticas,
hidrdlisis quimicas y tratamientos térmicos, o bien la combinacion de lo anterior. Por lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar tratamientos para hidrolizar plumas de
pollos, con el uso de una proteasa fungal. Por ello, se recolectaron plumas de pollos y
se distribuyeron mediante un arreglo factorial 2x5, donde el primer factor fue el
momento de tratamiento térmico, previo o posterior a la incubacion enzimética; y el
segundo factor los niveles de proteasa fungal (T, 0, 0.005, 0.05 y 0.2%), Los resultados
de los tratamientos se compararon con un testigo al cual no se le dio ningun
tratamiento, solo se molié (T). Para evaluar los tratamientos anteriores se determinoé la
composicién quimica en términos de: extracto etéreo (EE), ceniza (C), proteina (Pc);
ademas, digestibilidad en pepsina (DP). Se encontré que en cuanto a la composicion
guimica con tratamiento térmico previo o posterior a la incubacién no hubo diferencias
estadisticas significativas en los diferentes niveles de proteasa fungal. Con respecto a
E.E los valores estuvieron entre 4 y 4.5%, en C de alrededor de 6 % y 85 % de Pc. En
cuanto Dp, se encontr6 que con el tratamiento térmico previo a la incubaciéon se obtuvo,
para los niveles de proteasa fungal T, 0, 0.005, 0.05 y 0.2% respectivamente: 13, 25,
28, 22, 25 %. En el caso de el tratamiento térmico posterior a la incubacion
respectivamente 13, 15, 23, 19y 17%.

Se concluye que el tratamiento térmico previo y la concentracion de 0.005 % de
proteasa fungal incrementaron la digestibilidad en pepsina.

Palabras clave: Hidrélisis de la proteina de pluma, digestibilidad proteica, proteasa

fungal, hidrélisis enzimética, composicion quimica de la pluma de pollo.



INTRODUCCION

La industria avicola genera desechos que reciben un tratamiento o se desechan de
acuerdo a las normas de cada pais donde se producen. Muchos rastros de pollo de
engorda tienen problemas para deshacerse de las plumas, ya que en general es muy
restringido el uso directo que se le da a este subproducto (Del Aguila, 2011). Las
plumas son formaciones epidérmicas especiales de las aves, representan del 4 al 7%
del peso del animal y aunque son un recurso alimenticio potencial, estan constituidas
por queratina. Para solucionar este problema se ha modificado la estructura de la
gueratina mediante diversos procedimientos, tales como la hidrdlisis acida o alcalina,
tratamientos con vapor de agua saturado y alta temperatura (TECNA, 1980; Combariza,
2012), uso de bacterias de mezclas enzimaticas comerciales, entre otros tratamientos.
El método de hidrdlisis mediante enzimas contiene varias ventajas con respecto a otros,
ya que ha permitido mejorar las caracteristicas nutricionales del producto final y ha

permitido ampliar al rango de uso por especies (Del Aguila, 2011).

Uno de los principales problemas de procedimientos como la coccion a altas presiones
es que no mejoran la digestibilidad, ademas de que, con los procedimientos de
hidrdlisis acida o alcalina (acidos o alcalis fuertes), ocasiona problemas de

contaminacion ambiental y en los animales (Macedo, et al ,2000).

Las enzimas son importantes en la industria de alimentos porque ademas de ser
indicadoras de la eficiencia de los procesos térmicos utilizados en la elaboracion de un
producto , se emplean para aprovechar subproductos agroindustriales (UDEA, 2001);
las enzimas regulan y catalizan reacciones bioquimicas especificas, como es el caso de
las enzimas proteasas , las cuales son enzimas que hidrolizan las cadenas
polipeptidicas de las proteinas del sustrato y se caracterizan por tener gran variedad de

especificidades (Carrera, 2003).

Papadopulus (1985) trat6 las plumas con 0.2 y 0.6% de NaOH y Maxtase e indico que
los tratamientos de la enzima y el reactivo se adhirieron a los lazos de la cistina ,se
mejord la solubilidad para la digestion por enzimas proteoliticas manejando diferentes

condiciones de proceso como tiempo,enzima y concentracion de NaOH.



(Latshaw et al.,1993) confirmaron que los tratamientos afectan el valor nutricional de el
harina de pluma , provocando una disminucion en aminoacidos principalmente cistina 'y
lisina.Asi como se incrementa el contenido de Lantionina y lisoalanina los cuales son

toxicos.

Se realizaron dos tratamientos con diferentes niveles de enzima, uno con incubacién
antes del tratamiento térmico y el otro se realizo primero el tratmiento térmico seguido

de la incubacion.

El objetivo de este trabajo es obtener harina de pluma de pollo de alta digestibilidad

mediante hidrélisis enzimatica, en la cual no se afecten los valoresnutricionales.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES
1.1. DESCRIPCION Y CARACTERISTICAS DE LAS PLUMAS DE POLLO

El revestimiento corporal a base de plumas es la principal caracteristica del organismo
de las aves (TECNA, 1980).Aunque existen formas muy diferentes, todas las plumas
estan formadas de queratina, similar a la que forma pelo, escamas, picos, ufias o
cuernos. Estas plumas crecen a partir de foliculos de la epidermis (capa mas externa de
la piel), de forma anéloga al pelo, cuyas células mueren después de formar la pluma,
dejando la estructura queratinosa que conocemos. Lo interesante, especialmente para
el vuelo, es la estructura jerarquica que forma la plumay que es capaz de conferirle una
gran rigidez con un peso minimo. Del foliculo se forma primeramente el raquis, que es
eje principal. Después van apareciendo barbas a ambos lados del raquis: en realidad
aparecen de forma helicoidal, y es s6lo al desecharse la capa de células que protege la
pluma en crecimiento cuando se extienden a ambos lados del raquis, tal y como las
solemos ver. Pues bien, de estas barbas parten también a ambos lados unas barbulas
mas pequenas, y de estas pequefias barbulas salen también unos aiin mas pequefios
ganchos o barbicelos, que se entrelazan de manera muy efectiva para formar el sélido
estandarte de una pluma tipica. Cuando salen estructuras a los lados de un eje

principal, se dice en biologia que es una estructura pinnada (Sandoval, 1995).

1.1.1. PRODUCCION Y USOS DE LA PLUMA DE POLLO EN MEXICO

La produccion de pollo en México ha tenido un aumento considerable en los ultimos
afos. De acuerdo con el Resumen Nacional Pecuario (SIAP, 2010) en México se
produjeron 3, 369,915 toneladas de pollo en el afio 2010. Esto representa un
incremento de aproximadamente el 85 % con respecto al afio 2000. Esta industria
genera una gran cantidad de subproductos, entre los cuales destacan en proporcion las
plumas; se calcula que 7 % en peso de cada pollo es pluma (Gonzalez y Bauza, 2010),

por lo que en el afio 2010 se generaron mas de 200,000 toneladas de este residuo a
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nivel nacional. Hasta afios recientes, este material era considerado un desecho sin
ningun valor comercial y por el contrario, para las empresas avicolas, su disposiciéon

representaba un alto costo (Salazar, 2012).

Por esta razon, se ha enfocado en buscar nuevos usos para las plumas de pollo,
aprovechando sus propiedades como: insolubilidad en agua, alta resistencia mecanicay
porosidad. Entre los usos potenciales de este material se encontraron: elaboracion de
papel, fabricacion de plasticos de baja densidad, uso como medio filtrante muy fino e
incluso el almacenamiento de hidrégeno como combustible. Otro uso importante dado a
las plumas de pollo es la remocién de contaminantes en agua, las plumas de pollo son
una intrincada red de fibras compuestas hasta en un 90 % de queratina y con elevada
area especifica la queratina es un sorbente atractivo de contaminantes como los

metales pesados (Salazar, 2012).

1.2 COMPOSICION QUIMICA DE LA PLUMA

1.2.1 PROTEINAS

Las proteinas son compuestos formados por enlaces peptidicos, por lo tanto podemos
decir que las proteinas estan en un sistema que describe satisfactoria y claramente sus
diferencias. Las proteinas estan clasificadas en cuanto a su contenido de aminoacidos,
y se clasifican de acuerdo a su composicién, a su forma, solubilidad y a su funcién
(Santos, 1995).

1.2.2. TIPOS DE PROTEINA
PROTEINAS SIMPLES: Son sustancias que por hidrolisis se obtiene Gnicamente

aminoacidos, es decir, que son proteinas formadas exclusivamente por aminoacidos.

PROTEINAS CONJUGADAS: Contienen ademas de su cadena polipeptidica un
componente que no es un aminoacido, denominado grupo prostético. Este componente
puede ser un &cido nucléico, un lipido, un azucar o simplemente un i6n inorganico
(Santos, 1995).

1.2.3. ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS PROTEINAS
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En la estructura molecular de proteinas se consideran diferentes niveles de
organizacién: Linderstrom-Lang y sus colaboradores fueron los primeros en reconocer
dichos niveles de organizacion en las proteinas y fueron ellos quienes introdujeron los

términos de estructura primaria, secundaria y terciaria (Quintero y Lépez, 1987).

En el cuadro 1.1 se muestra la composicion quimica de la pluma de pollo sin procesar,

destaca el alto nivel de proteina, formada por queratina (Gonzalez y Bauza, 2010).

Cuadro 1.1. Composicion quimica en base seca de las plumas de pollos antes de ser

procesadas.
Componente %
Materia seca 30
Proteina cruda 83
Extracto etéreo 0.95
Ceniza 3.3

Fuente: Gonzalez y Bauza (2010).

ESTRUCTURA PRIMARIA: Es la secuencia de aminoacidos que constituye la cadena
peptidica; es decir el orden en el que estan colocados los aminoacidos a lo largo de
dicha cadena, esta estructura esta controlada genéticamente (Vazquez y Garcia, 2005).

ESTRUCTURA SECUNDARIA: considerada como el grado de torsion que existe en la
cadena peptidica, depende también del tipo y la secuencia de los aminoacidos, Linus
Pauling, describié dos tipos de estructuras secundarias en las proteinas : la a hélice y la
B configuracién de la hoja plegada (Vazquez y Garcia, 2005).

ESTRUCTURA TERCIARIA Se dobla varias veces sobre si misma y se establece asi la

estructura en tercera dimension o de la proteina, esta estructura es de fundamental
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importancia para la accion catalitica de las enzimas, ya que es la que determina la
configuracion de la molécula y por tanto, la posibilidad de uniéon de la enzima con el

sustrato (Vazquez y Garcia, 2005)

1.2.4. CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS POR SU FORMA

Las proteinas se clasifican segun su forma estructural, las podemos agrupar:
a) Proteinas fibrilares o fibrosas

b) Proteinas globulares

Proteinas fibrilares: Estas proteinas las encontramos principalmente en el reino animal,
y son insolubles en agua, muy resistentes a la digestion de enzimas proteoliticas. Estas
proteinas existen en forma de moléculas alargadas como el colageno, queratina y la
seda. (Santos, 1995).

Proteinas globulares: se dividen en seis categorias y, en general, estos son:

Casi redondeada en su contorno
Con la estructura terciaria 0 cuaternaria

En su mayoria solubles, si son pequefias (disminuye la solubilidad y aumenta la
coagulabilidad y aumento de tamafio con el calor), como es el caso de las enzimas
(Santos, 1995).

1.2.5. QUERATINA

La Queratina, se caracteriza por ser una proteina completamente insoluble a pH 7 y a
temperatura ambiente, presentando puentes disulfuro entre las cisteinas, que le dan

gran estabilidad a la molécula y la hacen indigerible (Gonzalez y Bauza, 2010).

Es una proteina con una estructura secundaria, es decir, la estructura primaria de la
proteina, se pliega sobre si misma, adquiriendo tres dimensiones. Esta forma nueva es
un espiral, llamandose asi proteina a-hélice. Esta estructura se mantiene con esa forma

tan caracteristica gracias a los puentes de hidrogeno y a las fuerzas hidrofébicas, que
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mantienen unidos los aminoacidos de dicha proteina. Todo esto unido le da a la

proteina esa especial dureza caracteristica (Calderén, 2000).

Pertenece a las proteinas fibrosas con formacién de puentes disulfuro intramolecular

resultando un material con caracteristicas de conformacion rigida (Moore et al., 2006).
1.2.6. AMINOACIDOS.

El cuadro 1.2 muestra la clasificacion de los amino&cidos en esenciales y no esenciales.
En el caso de los primeros, cuerpo humano no tiene los mecanismos para sintetizarlos;
por otro lado, aquellos aminoacidos que el cuerpo humano es capaz de sintetizar, son

los llamados no esenciales (Vazquez y Garcia, 2005).
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1.2.7. PRINCIPALES USOS DE LOS AMINOACIDOS

Como resultado de los constantes desarrollos de la biotecnologia moderna se espera
que la produccién de aminoacidos aumente, entre estos desarrollos se encuentran:
(Quintero y Garcia, 1999).

Cuadro 1.2 Clasificacion de los aminoacidos esenciales y no esenciales

Esenciales No esenciales
Isoleucina Alanina
Leucina Tirosina
Lisina Acido Aspartico
Metionina Cisteina
Fenilalanina Acido glutamico
Treonina Glutamina
Triptéfano Glicina
Valina Prolina
Serina
Asparragina
Arginina
Histidina

Fuente: Vazquez y Garcia (2005)
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1) Aislamiento y construccion de cepas hiperproductoras (via ingenieria genética)
superiores a las actuales que han sido obtenidas por métodos de seleccion de

organismos desregulados.

2) Procesos combinados de sintesis quimica, enzimatica y microbiana.

3) Mejoramiento de los procesos de fermentacion, aislamiento éptimo de condiciones de

fermentacion y control de proceso.
1.3. ENZIMAS

Las enzimas tienen todas las caracteristicas fisicas y quimicas de las proteinas, en
cuanto a su composicion no son muy diferentes de las demas proteinas presentes en la
naturaleza y constituyen una pequefia parte de nuestra ingesta proteica diaria. Sin
embargo, al contrario que otros grupos de proteinas, las enzimas son catalizadores
altamente especificos de las miles de reacciones quimicas que necesitan los
organismos vivos, son altamente selectivos para un nimero limitado de sustratos, dado
gue los sustratos deben unirse estereoespecifica y correctamente al centro activo antes

de que la catalisis se produzca.

Las enzimas controlan por lo tanto el sentido de las reacciones, dando lugar a
productos estereoespecificos que pueden ser muy valiosos para los alimentos,
nutricion, la salud y los compuestos esenciales para la vida (Fenema, 1995).

1.3.1. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ACCION DE LAS ENZIMAS
Efecto de la temperatura

Es bien conocido que la gran mayoria de las proteinas son desnaturalizadas por el
agua hirviendo y algunas a temperaturas mas bajas, hasta 30°C y que pueden ser
conservadas a baja temperatura (de 0° a -40°C) sin gran alteracion de su estructura.
Esto nos permite apreciar la influencia de la temperatura sobre la actividad de las

enzimas.
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La reaccién de una enzima al aumento de temperatura es el resultado de dos factores
competitivos principales: la estimulacion de la velocidad de la reaccién quimica y la

desnaturalizacion progresiva de la enzima por la accion del calor (Fenema, 1995).
Efecto del pH

El pH tiene un efecto muy notable sobre la actividad de la mayoria de las enzimas la
pepsina, la peroxidasa, la tripsina y la fosfatasa alcalina tienen una actividad maxima un

pH alrededor de 2, 6,8 y 10 respectivamente (Fenema, 1995).
1.3.2. FUENTES DE OBTENCION ENZIMAS

Durante siglos el hombre ha utilizado los microorganismos en su beneficio sin saber que
las transformaciones obtenidas se debian a la funcidn de determinadas enzimas
presentes en los organismos utilizados. Asi, antes de que se conocieran las bases
bioquimicas de los procesos biocatalizados, la capacidad catalitica de las enzimas
presentes en los microorganismos como la levadura Saccharomyces cerevisiae o las
bacterias lacticas se han utilizado desde hace siglos en la produccion de alimentos
como el vino, la cerveza, el queso, el vinagre o el pan (Arroyo et al., 2014).

En la actualidad son numerosos los procesos biotecnoldgicos que se llevan a cabo
mediante la utilizacion de células o de sus enzimas aisladas, siendo un campo con
grandes perspectivas de futuro (Arroyo et al., 2014).

Hasta ahora, los microorganismos han sido la principal fuente de enzimas de aplicacion
industrial, ya que presentan numerosas ventajas técnicas y econdmicas en
comparacion con las enzimas de origen animal o vegetal. Por un lado, los
microorganismos son una fuente muy versatil de enzimas, pudiéndose aislar nuevos
microorganismos productores mediante cribado o “screening” a partir de distintas
fuentes naturales y/o de colecciones tipo ATCC, DSMZ, CECT, etc. (Arroyo et al.,
2014).

Los microorganismos producen una amplia variedad de enzimas potencialmente utiles,
muchas de las cuales son excretadas al medio. La mayoria de las enzimas

extracelulares son producidas por organismos pertenecientes a dos géneros: Bacillus y
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Aspergillus, que en su mayoria son del tipo hidrolitico, por fermentacion en cultivos
semi-solidos, sumergidos, extraccion de tejidos ya sea en plantas o animales bajo

condiciones controladas

A diferencia de las plantas y los animales, la produccion de las enzimas microbianas
requiere poca superficie, su rendimiento es predecible y no presenta oscilaciones, y su
disponibilidad es continua. Finalmente, los microorganismos tienen velocidades de
crecimiento y de produccion de enzimas muy altas, por lo que los procesos
fermentativos son los mas empleados en la produccién de enzimas microbianas de uso

biotecnologico (Arroyo et al., 2014).

1.3.3. TIPOS DE ENZIMAS

A continuacién se mencionan los siete tipos principales de enzimas, basados en la

reaccion quimica catalizada (Fenema, 1995; Sdenz, 2006)

Oxido-reductasas: Oxidan o0 reducen sustratos por transferencia de hidrogeno,

electrones o0 mediante oxigeno.

Transferasas: Eliminan grupos (sin incluir el H) de los sustratos y los trasfieren a

moléculas aceptoras (sin incluir el agua).

Hidrolasas: Catalizan reacciones en las que el agua patrticipa en la ruptura de enlaces
covalentes de un sustrato con la adicibn concomitante de elementos del agua a los

elementos de ese enlace.

Liasas: Eliminan grupos de sustratos (no por hidrdlisis) dejando un doble enlace, o que

por el contrario adicionan grupos a dobles enlaces.
Isomerasas: Llevan a cabo la isomerizacion de un sustrato.

Ligasas: Catalizan la unién de dos moléculas acoplada a la ruptura de un enlace

pirofosfato como el ATP.
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Proteasas: Son endopeptidasas que actuan sobre las proteinas, hidrolizando enlaces
peptidicos, estas pueden ser. metaloproteasas, que trabajan a pH optimo de 7.0,
estearasas, que son enzimas con alta actividad estereolitica y baja actividad proteolitica
y serin proteasas (proteasas alcalinas) que tienen residuo serina en /o cerca al sitio
activo (Séenz, 2006).

Desde 1967 se conoce que las cepas a pH por encima de 10 sintetizan enzimas que
poseen alta actividad proteolitica son activas y estables hasta un pH de 12,
temperaturas relativamente altas y poseen puntos isoeléctricos extremadamente
béasicos (Saenz, 2006).
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1.3.4 USO DE LAS ENZIMAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Hoy en dia la tecnologia enzimatica ocupa un lugar preponderante dentro de la

biotecnologia y especificamente dentro del sector alimentario (Quintero y Garcia,

1999).A continuacion se observan algunas enzimas utilizados en la industria de loa

alimentos.

Cuadro 1.3 Algunos ejemplos de enzimas y su aplicacion en la industria de los

alimentos

Enzima

Aplicacién

Glucosa Isomerasa

Su aplicacion en la isomerizacién de
glucosa no fue posible si no hasta que
se logré6 obtener una enzima que
operase en medio no alcalino (para
evitar la isomerizacidon espontanea de

glucosa a psicosa)

a —amilasa termorresistente

Gelatinizacion y licuefaccion
simultanea del almidén incrementando

la productividad

Papaina

Aplicacion en el ablandamiento de

carnes

a —amilasa fungal

Aplicacion en panaderia

Lactasa de levadura

Aplicacion en leche por el pH

Optimo de actividad

Lactasa fungal

Aplicacion en suero de leche acido

Fuente: Quintero y Garcia ,1999
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1.3.5 PROTEASA FUNGAL

Es una proteasa de grado alimenticio obtenido por medio de la fermentacion controlada
de Aspergillus oryzae. Es basicamente una mezcla proteasas &cidas, neutras y
alcalinas que demuestran actividad exo-peptidasa liberan aminoacidos por medio de la

hidrdlisis de las cadenas polipeptidicas en su parte terminal. (Enmex, 2010)

Las endopeptidasas hidrolizan los enlaces peptidicos internos de la proteina, liberando
polipéptidos de diferentes longitudes menores de estas, que hidrolizan los enlaces
peptidicos primarios de las moléculas proteicas (Enmex, 2010; Vazquez y Garcia,
2005).

La amplia especificidad de sustratos sobre los que actia la PROTEASA FUNGAL la
hace adecuada para hidrolizar facil y eficientemente la mayoria de las proteinas
solubles, tales como caseina, hemoglobina, gelatina, harina de soya, harina de

pescado, otras proteinas vegetales y animales (Enmex, 2010; Vazquez y Garcia, 2005)

La Proteasa fungal no requiere activadores ni cofactores para su completa actividad

enzimatica (Enmex, 2010).

Efecto de la temperatura: El rango 6ptimo de la temperatura para esta enzima es de 50-
55°C, proporciona una mejor estabilidad de la enzima a una temperatura de 40-50°C a
un pH de 7.0 (Enmex, 2010).

En este trabajo se realiz6 la hidrolisis enziméatica para la obtencion de harina de pluma
de pollo, aprovechando tanto las caracteristicas de la pluma, como las enzimas
proteasas que ya se han utilizado en alimentos, para obtener una mayor
digestibilidad, asi como contar con una opcién mas para la industria alimentaria, el

aprovechar materias primas con potencial y disminuir la contaminacion.
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1.4  ANTECEDENTES TECNICOS DE LA HARINA DE PLUMA

Harrap, B.S y Wood (1964) determinaron en sus investigaciones que el 85-90% de la
proteina de pluma es a-queratina, que son ricas en aminoacidos que poseen grupos R-

hidrofébicos como fenilalanina, valina, metionina, alanina, isoleucina.

Proporcionan enlaces disulfuro transversales entre las cadenas polipetidicas, enlaces
covalentes y por tanto muy fuertes, se debe a la presencia de la cisteina que le da
estabilidad a la proteina de la pluma, que explican la estabilidad de la estructura (Del
Aguila, 2011).

Para que las plumas puedan ser usadas, deben ser sometidas a un proceso de
hidrolisis para romper los enlaces disulfuro (Gonzalez y Bauza, 2010). Por muchos afios
en la década de los 60°s se vienen usando métodos térmicos con alta presion para este
fin, en el cual las plumas son sometidas a temperatura de 150-160°C hasta por 60
minutos con una presion de 3.5 bares, obteniéndose finalmente harina de pluma con
alto nivel de proteina bruta pero que presenta un pobre balance de aminoacidos, baja
disponibilidad y elevada variabilidad, dafio provocado por las condiciones de proceso
(Del Aguila, 2011).

Son diversos los métodos aplicados con el objetivo de mejorar la digestibilidad:
métodos fisicos, usando diferentes combinaciones de presion, temperatura y tiempo;
métodos quimicos aplicando diferentes concentraciones de acidos y bases fuertes, y en
los dltimos afios se ha profundizado en la investigacion de métodos biologicos utilizando

enzimas (Gonzélez y Bauza, 2010).

Papadopulus (1985) trat6 las plumas con 0.2 y 0.6% de NaOH y Maxtase e indico que
los tratamientos de la enzima y el reactivo se adhirieron a los lazos de la cistina ,se
mejor6é la solubilidad y susceptibilidad para la digestibn por enzimas proteoliticas;
evaluo los efectos del tiempo de autoclave (30-70 min) y niveles de humedad (50-70%)
en la calidad de la pluma, los resultados indicaron que diferentes condiciones de
proceso como tiempo, enzima y concentracion de NaOH mejoraron la digestibilidad de

la enzima y la solubilidad de la proteina de la harina de pluma .El experimento demostro
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gue la cistina era degradada durante el proceso resultando en la formacion inusual del

aminoacido llamado Lantionina.

(Latshaw et al., 1993) confirmaron que los tratamientos afectan el valor nutricional de la
harina de pluma, especificamente pueden provocar disminucion en la disponibilidad de
aminodcidos, principalmente cistina y lisina. Asi como se incrementa el contenido de

lantonina y lisoalanina los cuales son téxicos.
1.4.1HIDROLISIS

En los hidrolizados de proteina se potencian diversas caracteristicas funcionales, tales
como viscosidad baja, mayor capacidad de agitacion, dispersion y alta solubilidad, que
les conceden ventajas para el uso en muchos productos alimenticios, respecto a las

proteinas originales (Benitez et al., 2008)

El grado de hidrdlisis es la propiedad fundamental de un hidrolizado y va a determinar
en gran medida las restantes caracteristicas del mismo y por tanto su posible uso. Se
define como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos en relacion a la proteina original.
El grado de hidrdlisis final esta determinado por las condiciones utilizadas, siendo éstas,
la concentracion de sustrato, la relacion enzima/sustrato, el tiempo de incubacion y las
condiciones fisicoquimicas tales como el pH y la temperatura. Otro factor que también
va a determinar el grado de hidrdlisis es la naturaleza de la enzima, caracterizada por
su actividad especifica y tipo de actividad. Asi, la naturaleza de la enzima usada no sélo
va a influir en el grado de hidrdlisis, sino también en el tipo de péptidos producidos. Los
hidrolizados que se producen para su uso en alimentacion se pueden agrupar en:
hidrolizados con bajo grado de hidrdlisis, entre el 1% y el 10%, para la mejora de las
propiedades funcionales; hidrolizados con grados de hidrdlisis variable para su uso
como saborizantes y por ultimo, hidrolizados extensivos, con grado de hidrolisis superior

al 10%, para su uso en alimentacién especializada (Benitez et al., 2008).
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1.4.2 TIPOS DE HIDROLISIS
1.4.3 HIDROLISIS ENZIMATICA

La hidrolisis proteica se realiza normalmente en un reactor, con control de agitacion, pH,
temperatura y tiempo del proceso. El sustrato se disuelve o re suspende en agua hasta
que el pH y la temperatura se estabilizan; a continuacion se agrega la proteasa dando
inicio a la hidrélisis. A medida que ésta progresa se produce una disminucion del pH
debido a la rotura de los enlaces peptidicos. En los casos de hidrdlisis enzimatica el pH
debe ser mantenido en el éptimo de la enzima mediante la adicion de base diluida. Para
finalizar la hidrolisis proteica la enzima puede ser inactivada con calor, mediante una
disminucion del pH o con una combinacién de ambos. O también puede ser retirada del
medio mediante filtracion y la proteina finalmente precipitada (Benitez et al., 2008). El

proceso de obtencion de harina de pluma se observa en el diagrama 1.6.

1.5 CLASIFICACION DE PROCESOS INDUSTRIALES

1.5.1 AUTOCLAVES CONTINUAS Y DISCONTINUAS.

Escoger una autoclave tiene incidencia en mano de obra necesaria.

La comparacion para consumo de energia es favorable a la opcion de autoclave en
continuo, mientras que para los equipos discontinuos, cada ciclo de funcionamiento
precisa la purga y calentamiento del autoclave, en cambio un equipo continuo que
permanece térmicamente en estado estacionario, consume menos agua de

enfriamiento puesto que solo debe enfriarse el producto y no el autoclave (Mafart, 1994)
La ventaja de los procesos discontinuos es su polivalencia: no hay ningln obstaculo

para llenar la cesta de una autoclave estatica y discontinua de todo tipo de material y

formas variadas.
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Un autoclave continuo esta adaptado a un unico tipo de producto, incluso a una sola

forma, son ideado para importantes caudales y tiempo de esterilizacién elevados

(Mafart, 1994).
Un autoclave discontinuo tiene muy pocos elementos mecéanicos o motores, tiene como

ventaja mayor fiabilidad y facilidad de mantenimiento (Mafart, 1994).
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1.6. PROCESO DE OBTENCION DE HARINA DE PLUMA

Recepcion

!

Carga del digestor

Temperatura ambiente

v

- - (0]
Hidrolisis T=120-125°C
t=60 min
\ p=3.5 bares
Descarga del digestor
Pre secado Humedad 45%
T=280°C
\ Humedad=10%
Secado

!

Eliminacién de particulas
extrafas

¢ Malla Tyler nam. 9

Molienda

Ambiente seco y fresco
Envasado y almacenamiento Temperatura ambiente

Figura 1.1 Diagrama de control del proceso de la harina de pluma (Parzaneza, 2011).
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1.6.1 DESCRIPCION DEL PROCESO

Recepcion de materia prima

Las plumas son transportadas desde la planta de faena hasta la planta de subproductos
avicolas. Esto puede realizarse mediante transporte hidraulico si es que las plantas se
encuentran dentro del mismo establecimiento, adyacentes entre si. Una vez que
ingresan a la planta de procesamiento las plumas deben ser filtradas mediante un
proceso hidrodinamico y debe quitarse el exceso de agua. Se recomienda que sean
procesadas rapidamente para evitar que se deteriore su calidad organoléptica y
aumente significativamente su carga bacteriana (Parzaneza, 2011; Combariza, 2012).
Carga del digestor

Esta es una etapa lenta del proceso ya que completar la carga de un digestor puede
llevar una hora aproximadamente, dependiendo del volumen del equipo. EIl
equipamiento comunmente consiste de un tornillo sin fin mediante el cual son
transportadas las plumas hacia el interior del digestor. En algunos casos se cuenta con
un sistema de bombeo que permite separar la sangre y otros residuos liquidos que
pudieran haber permanecido con las plumas a procesar (Parzaneza, 2011).

Hidrdlisis

Esta etapa se lleva a cabo dentro de los digestores o cookers. Como se menciono es
fundamental fijar las condiciones de presion, temperatura y tiempo mas adecuados para
alcanzar mejores resultados. El proceso consiste en romper los enlaces disulfuro
presentes en la estructura proteica de las plumas. Aproximadamente un 85 % de la
proteina de las plumas es queratina Esta se caracteriza por ser insoluble en agua y en
soluciones salinas diluidas, ademas de presentar un nivel de digestibilidad muy bajo
(Parzaneza, 2011; Combariza, 2012).

Pre-secado

Consiste en disminuir la humedad del hidrolizado de plumas resultante de la etapa
anterior. Generalmente se lleva a cabo en el mismo equipo digestor donde se realiza la
hidrdlisis una vez que esta finalizd. Luego de este pre-secado la humedad del producto

suele ser de 45 % aproximadamente (Parzaneza, 2011).

Descarga del digestor
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Una vez concluido el tiempo necesario para que se efectle el pre-secado del
hidrolizado de plumas los digestores se abren y se procede a la descarga. El producto
es transportado generalmente por un tornillo sin fin hacia el secador (Parzaneza, 2011;
Combariza, 2012).

Secado

El objetivo es disminuir la humedad de la harina hasta porcentajes menores o iguales al
10%. Para ello el hidrolizado pasa a un secador de anillos que opera a condiciones de
temperatura préximas a los 280°C (Parzaneza, 2011).

Eliminacién de particulas extrainas

La harina con su porcentaje de humedad final es pasada por una zaranda que permite
separar de ella particulas extrafias. Con esto se logra aumentar la calidad de la harina
ya que la presencia de impurezas en el producto final disminuye su aceptabilidad,
utilidad y por lo tanto su valor en el mercado (Parzaneza, 2011).

Molienda

Esta etapa consiste en determinar la granulometria final de la harina. Para ello el
hidrolizado de plumas se lleva hacia un molino de martillos donde es pulverizado. Luego
este material se pasa por un tamiz donde se eliminan las particulas de mayor tamafio
guedando un producto uniforme, es decir de un

Unico tamafio de particula. El material mas grueso es re circulado e introducido
nuevamente al proceso productivo (Parzaneza, 2011).

Envasado y almacenamiento

La harina de plumas es envasada en bolsones de distinto peso, generalmente de una
tonelada ya que se utiliza como materia prima de otros procesos industriales. Las
bolsas que contienen el producto terminado se rotulan y se almacenan en una zona

destinada y acondicionada para tal fin (Parzaneza, 2011, Combariza, 2012).
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CAPITULO 2
2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar tratamientos para hidrolizar plumas de pollos con el uso de una proteasa

fungal con el fin de incrementar su digestibilidad.
2.1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar el efecto del tratamiento térmico previo y posterior a la hidrélisis
enzimatica, al variar la concentraciéon de enzima (0, 0.005, 0.05 y 0.2%) con el fin de

mejorar la digestibilidad de la harina de pluma.

2) Analizar las propiedades quimicas de la harina de pluma tratada térmicamente y a
diferentes concentraciones de enzima (0, 0.005, 0.05 y 0.2 %) mediante analisis
quimico proximal para determinar si estas variaron al ser sometidas a los diferentes

tratamientos térmicos.

3) Evaluar la digestibilidad in vitro de las diferentes harinas de pluma obtenidas de los

tratamientos térmicos y enzimaticos de las plumas de pollo.
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CUADRO METODOLOGICO

Obtencién de harina de pluma de pollo de alta digestibilidad mediante hidrélisis enzimética

A\ 4

OBJETIVO GENERAL: Evaluar tratamientos para hidrolizar plumas de pollos con el uso de una proteasa fungal con el fin de incrementar su digestibilidad.

A

v

{

OBJETIVO PARTICULAR 1 Determinar el efecto
del tratamiento térmico previo y posterior a la
hidrélisis enzimatica al variar la concentracién de
enzima (0, 0.005, 0.05 y 0.2 %) con el fin de
mejorar la digestibilidad de la harina de pluma.

|

Act.1: Prepara las soluciones (0,0.005, >
0.05 y 0.2 %) con enzima proteasa fungal.

'

Act .2: pesar las plumas de pollo

!

OBJETIVO PARTICULAR 2.
Analizar las propiedades quimicas de
la harina de pluma tratada
térmicamente 'y a  diferentes
concentraciones de enzima (O,

0.005,0.05 y 0.2 %) mediante analisis y

OBJETIVO PARTICULAR 3. Evaluar la digestibilidad in
vitro de las diferentes harinas de pluma obtenidas de los
tratamientos térmicos y enzimaticos de las plumas de
pollo.

guimico proximal para determinar si
éstas variaron al ser sometidas a los
diferentes tratamientos térmicos

5 |

v
Act.1: Desengrasar y secar la muestra de harina de
pluma

v

Act.1 caracterizar la harina
de pluma (proteina, cenizas,
extracto etéreo)

Act.2: Pesar 0.5g de muestra

v

Act. .3: Realizar hidrélisis enzimatica con (0,0.005, 0.05
y 0.2 %) con tratamiento térmico previo o posterior ala
incubacion, manteniendo constante presion,
temperatura y tiempo.

Act.3: Preparara 1 L de solucion HCI 0.0075N, calentar a 45°C, pesar
0.2g de pepsina 1:10,000 y mezclar.

v

procesos

Realizar digestibilidad con pepsina al 0.02% a ambos

A\ 4

Resultados y analisis
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materia prima
3.1.1 Plumas

Se utilizaron plumas de pollo, las cuales se obtuvieron de un rastro SIN
NOMBRE ubicado en el municipio de Teoloyucan, las plumas fueron
transportadas hasta el laboratorio de Bromatologia, ubicado en el edificio L8
dentro de la FES-C campo 4; cada vez que las plumas fueron recibidas se les
siguié el proceso de hidrélisis inmediatamente, para evitar deterioro en su

calidad y alteracion en la composicién quimica.

3.1.2 Actividades preliminar 1

Preparacion de las soluciones con la enzima proteasa fungal

Para la preparacién de las soluciones se tomaron como base los porcentajes
recomendados por el fabricante: 0.01 a 0.1%, para la materia prima tal cual,
(Enmex, 2010).

Las soluciones con la enzima proteasa fungal se prepararon de la siguiente

manera.

1) Se pesaron, en una balanza analitica OHAUS®, en forma independiente las
cantidades correspondientes a las concentraciones que se muestran en el
cuadro 3.1; cada concentracion se disolvié en forma independiente en 1 Litro
de agua destilada, previamente calentada en una parrilla eléctrica CIMAREC®,

a temperatura de 30°C.

3.1.3 Actividades preliminar 2

Se peso 1 kg de pluma por triplicado por solucién, las plumas se vaciaron en
jarras de plastico, estas se sumergieron en las soluciones experimentales de
5 a 10 minutos, posteriormente, fueron incubadas con la soluciones en las
bolsas para autoclave. Es importante mencionar que las plumas no se lavaron

y se procesaron tal como llegaron del rastro.
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Cuadro 3.1. Niveles

de enzima por tratamiento (Objetivo particular 1,

actividad 2).
Tratamiento Nivel de enzima

%

T1 o*

T2 0

T3 0.005

T4 0.05

T5 0.2

£ En el caso de este testigo las plumas solo se secaron.
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Figura 3.1 Proceso de obtencion de harina de pluma con incubacion antes y después del autoclave

T1
Solucién de

—_—
(0,0.005, 0.05, 0.2%)

Presién: 1.2Kg/cm?

Recepcion
[
Pesado

,

Envasado y almacenado

T2
P :1.2 Kg/cm?, Tratamiento térmico
Mezclado
l »Temp: 45°C Sol. De enzima M l lad
Incubacion — ezclado
(0,0.005,0.05y 0.2 %)
, I t= 1hr ' Temp:45°C
l S Incubacion — p-
w t=1hr
>—| Tratamiento térmi
ratamiento termico \Temp: 120°C * Temp:60°C
l t=20 min. Secado A t=48hrs
Secado S Temp. 60°C v
l \Tiempo: 48hrs Molido
Molido l

Envasado y almacenado
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3.1.4 TRATAMIENTOS

Tratamiento 1 (Act. 3 Obj1). Autoclave con temperatura de 120°C, presion

1.2Kg/cm?, tiempo 20 min e incubacion posterior a 45°C durante 1hr.

Tratamiento térmico:

Colocar 250 g de plumas de pollo procedentes del rastro, en bolsas especiales
para autoclave sin enzima, en total se trabajo con 16 bolsas. Posteriormente,
las bolsas se introdujeron en una autoclave ALL AMERICAN®y se sometieron a

una temperatura de 120°C (1.2 kg/cm? de presién) durante 20 minutos.
Incubacion

A las bolsas una vez salidas del autoclave, se distribuyeron al azar en cuatro
tratamientos de concentracion de enzima con cuatro repeticiones, para cada
tratamiento se les agrego la solucién correspondiente de la enzima proteasa
fungal, con el nivel correspondiente de enzima,las bolsas se introdujeron en un
bafio Maria GRANT®, a 45°C, donde permanecieron 1 h incubandose. Durante

el proceso se realizé agitacién constante, para una buena distribucion de calor.
Secado:

Después de la incubacion, todas las bolsas se abrieron, se vaciaron y se
homogeneizaron y se colocaron en charolas de aluminio para posteriormente
secarse en una estufa ROBERT SHAW Co® durante 48 horas a una

temperatura de 60°C.
Molienda:

Las plumas de cada nivel, una vez secas, se molieron en un molino WILLEY®

a un tamafio de particula de 1mm.
Envasado y almacenamiento:

La harina obtenida por tratamiento, se almacend en bolsas de plastico en un
lugar fresco y seco para evitar deterioro.

La muestra testigo, no recibio tratamiento térmico, ni enzima
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Tratamiento 2 (Act. 3, Obj 1)

Incubacion a 45°C durante 1 hora, posteriormente se sometio a un
tratamiento térmico con autoclave a temperatura de 120 °C, con presion

1.2 Kglcm?, por 20 min.

1) Incubacion

Se colocaron 250 g de plumas de pollo por bolsa, en total 16 bolsas, las cuales
se distribuyeron al azar en cuatro tratamientos de concentracién de enzima con
cuatro repeticiones, para cada tratamiento se les agregé la solucion
correspondiente de la enzima proteasa fungal, con el nivel correspondiente de
enzima, las bolsas se introdujeron en un bafio Maria GRANT®, a 45°C, donde
permanecieron 1 h incubandose. Durante el proceso se realizd agitacion

constante, para una buena distribucion de calor.
Tratamiento térmico

A continuacion las plumas fueron llevadas a un tratamiento termico con una
autoclave ALL AMERICAN® la cuales se sometieron a una temperatura de

120°C (1.2kg/cm? de presion) durante 20 minutos.
Secado:

Después de la incubacion, las bolsas de cada nivel se abrieron y se vaciaron
en charolas de aluminio, se homogeneizaron para posteriormente secarse en
una estufa ROBERT SHAW Co®. durante 48 horas a una temperatura de 60°C.

Molienda:

Al secarse las plumas, estas se molieron , en un molino WILLEY® a un tamafio

de particula de 1mm.
Envasado y almacenamiento:

La harina obtenida por tratamiento, se almacend en bolsas de plastico en un
lugar fresco y seco para evitar deterioro.
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3.2 DETERMINACIONES
3.2.1 Actividad 1, Objetivo 2

A cada tratamiento se le realizd por triplicado, las determinaciones que se

muestran en el cuadro 3.3, los datos se transformaron a base seca.

Cuadro 3.3 Determinaciones que se efectuaron a los productos de los

diferentes tratamientos.

Fraccién Técnica Fuente
GRASA 9.110 Extracto etéreo A.O.A.C (2012)
PROTEINAS 8.100 Macro Kjeldhal A.0.A.C (2012)

Morfin (2013)

CENIZA 7.100 Determinacion de | AO.A.C (2012)
cenizas

DIGESTIBILIDAD 7.037 Digestibilidad con | AO.A.C (2012)
pepsina
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3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de cada determinacion fueron sometidos a un analisis de
varianza, para los datos de digestibilidad se realizé un arreglo factorial 2x5
(Daniel, 2004), donde el primer factor fue el el tratamiento térmico y el segundo
factor los niveles de la enzima Las diferencias entres medias fueron analizadas

con la pruebas de Tuckey.

Donde
A: grasa, proteinas, cenizas, digestibilidad

1! =Efecto del i-esimo método usado

Tj= efecto del j-esimo concentracion

eijk Error aleatorio
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Composicion quimica

En el Cuadro 4.1 se muestran los resultados obtenidos de analisis quimico de
las harina de plumas tratadas en autoclave a 120°C durante 20 minutos
seguido de incubacién 45°C, se observa que no se encontraron diferencias
significativas en la composicion quimica entre las diferentes concentraciones

de enzimas.

Cuadro 4.1. Composicion de las harinas de plumas tratadas con autoclave a

1.2 Kg/cm? a 120°C durante 20 minutos, seguido de incubacién. Datos en base

seca.
Enzima Fracciones
P.C E.E C
% % % %
Sin proceso 86 +0,3% 4,76+0,07 ° 6,3+0,28°
0 85,740,432 4,51+0,28 2 6,440,432
0,005 85,2+0,382 4,34+0,82% 6,18+0,152
0,05 85,4+0,46% 4,67+0,20% 6,25+0,082
0,2 85,6+0,46% 4,21+0,342 6,36+0,32°

Letras diferentes por columnas denotan diferencias significativas p<0.05
Promedio de cuatro repeticiones

Proteina cruda =Nx6.25

0/100 g de muestra

P.C: Proteina cruda

E.E: Extracto etéreo

C: Ceniza
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En el Cuadro 4.2 se muestran los resultados obtenidos de analisis quimico de

las harinas de plumas tratadas con incubacion a 45°C durante una hora

seguido de la autoclave a 120°C durante 20 minutos, se observa, que no se

encontraron diferencias significativas en cuanto a la compaosicion quimica, por

efecto de las niveles de enzima.

Cuadro 4.2 Composicién quimica de las harinas de plumas tratadas con

incubacion a 45°C, seguido de autoclave a 1.2Kg/cm? a 120°C durante 20

minutos en base seca.

Fracciones

Enzima P.C E.E C

(%) % % %
Sin proceso 86 +0,31% 4,78+0,05° 6,33+0,06%
0 85,2+0,39? 4,45+0,36% 6,43+0,42%
0,005 85,5+0,512 4,59+0,28? 6,18+0,15
0,05 85,440,492 4.67+0,20?% 6,51+0,26%
0.2 85,840,322 4.57+0,06% 6,370,342

Letras diferentes por columnas denotan diferencias significativas p<0.05

Promedio de cuatro repeticiones

Proteina cruda =Nx6.25
g/100 g de muestra
P.C: Proteina cruda
E.E: Extracto etéreo

C: Ceniza
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4.2 Digestibilidad

El cuadro 4.3 muestra los datos de la digestibilidad de las harinas de pluma, se
observa que hubo diferencias significativas si el tratamiento térmico se aplico
previo o posterior a la incubacion con la proteasa fungal. Resalta que con
0.005% de enzima hubo mayor digestibilidad, Sin embargo, el aumento de

digestibilidad fue mayor en el tratamiento térmico previo a la incubacién.

Cuadro 4.3 Digestibilidades en pepsina 0.02%, en los tratamientos térmicos

previo y posterior a la incubacion con diferentes niveles de proteasa fungal. En

base seca.

Enzima Tratamiento térmico

Previo Posterior
% % %
sin proceso 13,2+0,15¢ 13,3+0,10¢
0 24.6i3,16b 15,5+0,36°
0.005 27,8+3,50% 23,2+3,10°%
0.05 22,342 ,67° 18,7+0,67°
0.2 24,6+2,97° 17+0,08"

4.3 Interaccion entre tratamientos

En el cuadro 4.4 se muestran los resultados de interaccion entre los niveles
junto con las fracciones, donde se obtuvo que no hay interaccion entre estas a
pesar de que se manejaron diferentes concentraciones y cambio en el orden de
incubacion, pero cuando vemos la digestibilidad si hay interaccion entre el
tratamiento y concentracion de enzima, debido a que con la incubacion
posterior las plumas al ser tratadas con autoclave, se podrian haber
desdoblado los puentes disulfuro, permitiendo que la enzima actuara mas

facilmente.
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Cuadro 4.4 Analisis de la interaccion de las concentraciones de enzima

Proteasa fungal con los tratamientos térmicos.

fuente de variacion GL P.c E.e Cz Digestibilidad
conc. De enzima 4 ns ns ns **
T.t 2
conc. De enzima x T.t 8 ns ns ns **

ns: no significativo, G.L: grados de libertad ,**significancia estadistica 0.05%
P.C: Proteina cruda
E.E: Extracto Etéreo

C:ceniza

4.4 Analisis de costos

En el cuadro 4.5 se muestran la relacion de los servicio y la materia prima para
saber el costo aproximado del proceso, las pluma de pollo no tuvieron un costo
debido a que es considerado material de desecho, el proceso es rentable si se
trabajan 3 toneladas diarias en un turno de 8 horas. El costo de la pluma sin
enzima es de 7,000 pesos para una tonelada y con enzima su costo es de

9,070 pesos.
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Cuadro 4.5 Andlisis de costo para la obtenciéon de harina de pluma

CONCEPTO COSTO POR TONELADA,
AGUA $2,000
PERSONAL $10,000
LUz $ 5,000
GAS $10,000
TRANSPORTE $150
PLUMAS DE POLLO $1,000
ENZIMA 0.005% $10.35
TOTAL $29,510
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DISCUSION

Existen evidencias de que la composicion quimica de la harina de pluma no
cambid tanto con el tratamiento térmico, como con los diferentes niveles de
enzima, lo cual coincide con Hanley (2007). Pese a que los resultados
obtenidos no son similares a los resultados de dicho autor, la tendencia es

similar.

Los valores de PC coincidieron con los que se muestran en las tablas de
FEDNA (2012) y Kim et al. (2002); en cuanto a extracto etéreo y cenizas, los
resultados obtenidos son menores a los que mencionan los autoresanteriores,
lo cual se puede atribuir al tipo de estirpe de pollo que se utiliz6 en los

experimentos.

La digestibilidad obtenida en la pluma sin ningan tratamiento fue baja (13 %), lo
cual se podria explicar porque no tenia ningun proceso de hidrdlisis, y es a
partir de esta informacion donde se podria saber si los tratamientos cambiaron
este parametro. La incubacién con enzima posterior al tratamiento térmico
incremento la digestibilidad casi el doble, en contraste con la incubacion previa
al tratamiento térmico. El incremento de la digestibilidad por el tratamiento
térmico antes de la incubacién, sin la adicion de enzima, se podria explicar
porque se desdoblaron los enlaces, lo cual pudo haber roto los puentes

disulfuro (Gonzalez y Bauza, 2010)

El valor numérico de las digestibilidades, en ambos casos, fue menor que los
resultados obtenidos por Lasthaw et al. (1994) y del Aguila (2011), los valores
de digestibilidad mayores obtenidos por los autores citados se pueden atribuir a
que las temperaturas utilizadas (150-160 °C) fueron mayores que las utilizadas
en este trabajo; ademas, el tiempo al cual se sometio la harina de pluma a esas
temperaturas, mas de 60 minutos; sin embargo, Papadopulus (1984) encontro
gue a esas temperaturas, se podrian destruir aminoacidos, como la lisina,
cisteina y metionina, ocasionando la formacién de lantionina, el cual es un

aminodacido no formador de proteinas y téxico .

En cuanto al efecto de las concentraciones de enzima, existen evidencias de

gue el tratamiento con enzima a la concentracion de 0.005 %, incrementaba la
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digestibilidad debido a que la enzima tiene mas facilidad de unirse al sustrato,
ya sea con incubacion previa o posterior al tratamiento térmico, sin embargo,
ese incremento es menor al obtenido por Papadopulus (1986), esto podria
deberse al tipo de enzima que se utilizdé o bien a esa concentracion la enzima
se inhibe por la estructura de la proteina que no le permite realizar el complejo

enzima- sustrato como en otras proteinas

En cuanto a la relacion costo beneficio tenemos que el harina de pluma “SIN
ENZIMA” cuesta de $7200 pesos por tonelada, agregando la enzima el costo
aumentaria, sin embargo, se eleva el beneficio debido a que se utilizarian
pequefias cantidades de enzima por tonelada, asi como también se obtendria
una harina donde no se alteran sus componentes, ademas del beneficio
ecoldgico debido a que se utilizaria este subproducto evitando malos olores,

moscas, contaminacion ambiental.
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CONCLUSIONES

La composicién quimica en cuanto a extracto etéreo, cenizas y proteina no
cambio por efecto del tratamiento térmico ni por los diferentes niveles de

enzima.

El tratamiento térmico previo a la incubacién eleva la digestibilidad, sin

embargo, los valores obtenidos fueron menores al 30 %.

La digestibilidad se incrementé a la concentracion de 0.005% ya sea si se da
un tratamiento térmico a la harina de pluma previo o posterior a la incubacion

con enzima.
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ANEXO

DIGESTIBILIDAD DE PEPSINA DE ALIMENTACION DE PROTEINA ANIMAL
(AOAC, 2012)

PRINCIPIO

La muestra desengrasada es digerida 16 hrs en una solucion caliente de
pepsina bajo constante agitacion. El residuo insoluble es aislado por la
filtracion, lavado, secado y pesado para determinar el porcentaje de residuo. El
residuo es examinado microscopicamente y analizado para proteinas. La

filtracion es un método aplicable para las proteinas de origen animal.

El método no es aplicable para proteinas vegetales o mezcla de alimentacion
debido a la presencia de carbohidratos complejos y otros componentes que no

son digeridos por la pepsina.
Equipos

(a)Agitador.- Continuo, velocidad lenta (15 rpm), para operar adentro del
incubador a 45°C y llenar 8 onzas (150 ml.) en las botellas, o su equivalente, el
agitador y las botellas estan disponibles en D.E Sims, 716 Forrest Ave,
Quincy,IL 62301.el tipo de agitador con agitacion no puede ser usado con
particulas solidas debido a que se adhieren a las paredes de las botellas y no
estan en contacto con la solucion de pepsina. Si el calor del motor del agitador
sobrepasa los 45°C, el montaje del motor debe pasar por el agujero de
perforacion a través del incubador y conectar el motor al agitador con extension

con un eje de extension y acoplamiento.

(b)Estante de sedimentacion.- Metal o madera para mantener las botellas de
digestion en un angulo de 45°C. Puede estar hecho de 2 tablas clavadas
horizontalmente en forma de “V, que estan disponible con el proveedor del

agitador.

(c) dispositivo de filtrado.- Buchner California modificado, disponible en Labco
co Corp., 8811 Prospect Ave, Kansas City, MO 64132, No. 55100. (Si el borde

de la pantalla es aspero, se puede alisar con una pequefia punta de acero).
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Use con el manguito de retencion, 2 x 2.75”, con un tubo de acero, disponible

con el proveedor del agitador (a).
(d) Vaso de filtro para fibra.- 7cm, Reeve Angel, No. 934-AH, o su equivalente.

(e) Platos de humedad.-Al, 78mm x 20mm, con cubierta exterior y lado

verticales (Curtin Matheson Scientific, Inc., No 19370-30, o equivalente.
Reactivos

Solucion de Pepsina.- 0.2% Pepsina (actividad 1:10,000) en 0.075N HCI; no
use Pepsina con otra actividad, preparela solo justo antes de usar y diluya 6.1
ml de HCIl para 1L y caliente para (42-45°C), agregue la pepsina y agite

gentilmente hasta disolver. No caliente la solucion en el fuego.

Tamize la muestra, atraves de la malla 20, muela el producto retenido en la
malla, y combine ambas porciones, mezcle y agite en 500ml. EI mezclador
Thoro es esencial, debido al gran contenido de grasa de muchos productos

animales, molidos sin tamizado pueden pegarse
Extraccion

Prepare la extraccion con papel filtro de celulosa Whatman del nim.2 de la
siguiente manera: doble el papel a la mitad, desdoble y vuelva a doblar en los
angulos del primer doblez, de vuelta al papel y repita los dobleces con angulos

de 45°C hacia el doblez original.

Se van a utilizar cartuchos de celulosa (6-8 mm) esto va a depender del porta
muestras del extractor en donde seran colocados estos tubos, doble los

papeles filtro a los largo de las lineas para formar 4 puntos de estrella.

Pese 0.500 g de muestra para hidrolizado de pluma de pollo (debido a las
gomas naturales y cantidad del residuo) coloquelo en el papel filtro e
introddzcalo en el cartucho de celulosa, se realizara la extraccion durante 1 hr
con éter hasta que empiecen a gotear 3-4 gotas por segundo. Si el papel
donde se contiene la muestra esta totalmente sumergido en el vaso de sifon,
esta debe estar completamente envuelta en el papel. Observe la extraccion de

éter para determinar que las particulas que no son solidas son llevadas dentro
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del solvente. Si aproximadamente el contenido de grasa es deseado, la

evaporacion del éter, secado y pesado del residuo.

Remueva el papel del contenedor de muestra y déjelos enfriar en un cuarto a
temperatura ambiente, despliegue y cepille la muestra desengrasada dentro de
la botella de digestién, evitando la contaminacion debido a la cerdas del cepillo

o las fibras del papel filtro, use el embudo, es util para evitar perdidas.
Digestion de pepsina

Agregue 150 ml de solucién con pepsina preparada al instante, precalentada
de 42-45°C; debe asegurarse de de que la muestra este completamente
sumergida en la solucién de pepsina, selle y ajuste la botella y el agitador, e

incube con agitacién constante durante 16 hr a 45°C.
Tratamiento del residuo

Seque papeles filtro de celulosa durante 30 minutos a 110°C, posteriormente

enfrielos en un desecador cerrado durante 30 minutos y péselos (w1l).

Remueva las botellas del agitador en el a&ngulo de 45°C, contenidas en el rack,
deje asentarse al residuo durante 15 minutos; coloque los papeles filtros en el
Buchner California, aplique la succién y humedezca el embudo con agua

destilada.

Presione gentilmente el filtro hacia abajo, enjuague las particulas del residuo
en la tapa en el filtro con pequefas cantidades de agua destilada. Lleve la
botella del el rack para el filtro en el mismo angulo establecido y lentamente

atravez del filtro, evite agitacion innecesaria.

Con el residuo esparcido sobre la superficie del filtro pero no lo cubre
completamente hasta que todo el liquido all4 pasado atravéz del papel filtro, si
la filtracion se vuelve muy lenta, esto puede se acelerado agregando lavados

de acetona.

Después de esto las muestras se secaran en la estufa durante 1 hora a 100°C,

se dejaran enfriar en un desecador durante 30 minutos y se pesaran (W2)
Para obtener el residuo indigestible se utilizara la siguiente ecuacion:
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% residuo indigestible = (W2-W1) x100/ g de muestra
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