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Resumen

En el presente estudio se describe un proceso para la
producidn de un alimento de bajo contenido en fenilalanina. Esta
investigacidn forma parte del Programa Naclonal de Prevencidn del
Retraso Mental de Origen Metabdlico e intenta, mediante un
desarrollo tecnoldgico, satisfacer la demanda de alimentos por
parte de los recién nacidos en los cuales se manifieste el
pedecimiento genético conocido como “"Fenilcetonuria", causado por
la deficiencia en la enzima fenilalanina hidroxilasa. La prueba
de sangre, que se estd aplicando & un numero cada vez mayor de
recién nacidos, tanto en hospitales publicos como privados,
permitird detectar del orden de 100 a 150 casos anuales en el
pals. Cuando en un recién nacido se detecta la enfermedad, una
dieta controlada en fenilalanina le permite un desarrollo casi
normal. De no ser asl, el recién nacido sufrird de un severo
retraso mental. La bajo disponibilidad y el alto costo de este
tipo de productos, no elaborados en México,, generaron este
estudio, con el fin de que las institucliones de salud, dispongan
en un futuro préxime, del alimento necesario para la demanda

esperada.

El proceso consistid en partir de caselna como materia prima
y efectuar un extenso proceso de hidrélisis enzimatica, tendiente
a liberar de forma especifica a la fenilalanina, seguido de una
separacidn del aminodcido mediante un proceso de adsorcidm,
Finalmente el producto fue formulado, homogenizado y secado. El

desarrollo ha sido efectuado hasta nivel planta piloto.



ABSTRACT

The present paper describes the process for the production of
a low phenylalanine food. This research is a part of the National
Mental Retardation Prevention Program from methabolic origin and
intent, by a technological development, to satisfy the food
demand by the newborns which manifest the genetic disease known
as "Phenylketonuria” (PKU), that has been shown to be due to a
deficiency of the enzyme phenylalanine hidroxilase. The blood
test, that has been applied to a incresing number of newborns, in
public and private hospitals, will permit to detectqabout 150
cases yearly around the country. The only proved treatment of a
patient of PKU 1s & controled phenylalanine intake. If the
phenylalanine intake is not controled the patient will manifest

profound mental retardation at the end of the first year of life.

The project was conceived to satisfy the future demand of
this type of products (not produced in Mexico), because its low

disponibility and high price.

The process consist of a extensive enzymatic hydrolysis of
casein, trying to 1liberate phenylalanine specifically, and a
separation of the aminoacid by an adsortion process. Finally, the
product was formulated, homogenized and dried. The process has

been proved to a pilot plant scale.



Abreviaturas

f.A. DO &.a. aminoacido{(s)
Ala alanina
Arg arginina
Asn asparagina
Asp 4cido aspértico
Cis cisteina
G1i glicina
Gln glutamina
Glu dcido glutamico
Fen fenilalanina
His higtidina
Ile isoleucina
Leu leucina
Lis lisina
Met metionina
Fro prolina
Ser serina
Tir tirosina
Tre treonina
Trp triptéfano
Val valina
BH biopterina
eC grados centigrados
C.A. carbdn activado
DHFR dihidropterina reductasa
E/S . relacidn enzima-sustrato
FAD Food and Agriculture Organization
FDA Food and Drug Administration
a gramos
hr horas
tcal kilocaloria
kg kilogramo
1 litros
mg . miligramos
™ concentracion molar
min minutos
ml mililitros
mM concentracidn milimolar
M concentracidn normal
N.D. no determinado
nm nandmetros
FH fenilalanina hidronilasa
F/F peso en peso
FAY peso en volumen
rpm revoluciones por minuto
] concentracidn de sustrato
T temperatura
t- tiempo
TCA 4cido tricloroacética
uv ultravioleta
Jul viscosidad

»g microgramo
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CAPITULD -1 - Introduccidn

1.1 Antecedentes

La fenilcetonuria es una de las cerca de 300 enfermedades
hereditarias que tienen como elemento comin, un trastorno de
alguno de los miltiples procesos bioquimicos que continuamente se
llevan a cabo en el organismo. Las enfermedades que conforman
este grupo se conocen como errores innateos del metabolismo,
nombre con el gue las designd su descubridor Sir Archibald Garrod
(Velazquez, 1987).

Como tal, 1la fenilcetonuria es un error innato en el
metabolismo del aminodcido fenilalanina, cuya manifestacidn
clinica mas severa es el retraso mental en los pacientes que la
padecen {(Cederbaum,1984), ocasionada por deficiencias en 1la
enzima fenilalanina hidroiilasa, responsable de la transformacidn
de fenilalanina en tirosina.

Las investigaciones realizadas hasta la fecha en torno a la
fenilcetonuria, se han enfocado practicamente hacia la obtencidn
de beneficios a través del diagndstico y tratamiento temprano de
la enfermedad; esto es, prevenir una forma hereditaria del
retraso mental. Sin embargo, la fenilcetonuria no se ajusta al
modelo convencional de causa-remedio de las enfermedades
infecciosas o nutricionales, sino que es una enfermedad genética
para la cual no existe hasta la fecha solucidn y el tratamiento
consiste en mantener bajos los niveles sanguineos de fenilalanina
para evitar la manifestacion de sus consecuencias.

l,as consecuencias de esta enfermedad no pueden cuantificarse.
El retraso mental gque sufre el fenilcetondrico y los efectos
emocionales en su medio son lamentables e irreversibles. Los
costos para la sociedad son evidentemente altos. For estas
razones la orientacidn y educacién de los futuros padres, asi
caomo los programas tendientes a la deteccion temprana de este y
otros padecimientos es urgente, sobre todo si se considera que la
deteccidn de la enfermedad s muy simple (desde el punto de vista
analitico) y rescatarda a un ser humano del retraso mental.

La fenilcetonuria constituye un ejemplo de enfermedad
genética gue puede tratarse si se descubre en el recién nacido y
se mantiene al infante con una dieta controlada durante los
primeros affos de vida. De esta manera el nifio puede llegar a ser
un adulte normal.

Por otro lado la deteccidn y el tratamiento son altamente
costosos: pero mas costoso  adn resulta el no efectuar el
diagndstico y el tratamiento de los nitos fenilcetondricaos a
tiempe (Lenhinger,1?84). Veldzquesz (1987), estimd que en el caso
de México, el estudio necesario para la deteccidn de un caso
positivo de fenilcetonuwria en 10 mil nifMos recién nacidos, podria
costar del orden de 35,000 ddélares ( si el estudio se hiciera
conjuntamente para deteccidn de  hipotiroidismo, otro mal
congénito), a los cuales habria que sumar 7,100 ddlares del
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tratamiento con-alimento especial, durante los primeros ocho aMos
de vida, es decir 12,000 ddélares en total. Considerando los
gastos por concepto de escuela especial y atencion médica darante
los 20 afos promedio de vida del fenilcetondarico (19,200
ddlares), el beneficio de la deteccidn y tratamiento oportuno es
de 7,100 dolares.

Como consecuencia de lo antes eipuesto, se cred el Frograma
Nacional de Frevencién del Retraso Mental, entre la Universidad
Nacional Auténoma de México y el Sector Salud. El proyecto tiene
como sede el departamento de Genética de la NMNutricidon del
Instituto de Investigaciones Riomédicas (UNAM), localirado en el
Instituto Nacional de Fediatria en la Ciudad de México. E1l
programa tiene entre otras funciones, la implementacidn
institucional de la prueba de deteccidn de la enfermedad y el
tratamiento de los casos positivos, que se estima serdn alrededor
de 150 anualmente.

8in embargo, existen ciertas limitaciones en la
implementacidn de dicho programa, especificamente en la
disponibilidad de alimentons libres de fenilalanina. La baja
disponibilidad en Meédico y su alto costo resultan barreras para
pacientes de escasos recursos. For estas causas se concertd el
presente proyecto, cuyo objetivo es desarrollar una tecnologia
para la produccidn de un alimento bajo en fenilalanipa, para ser
usado como base en la alimentacidn de fernilcetondricos.

El desarrollo del proyecto estd contemplado en dos fases: la
primera consiste en seleccionar una proteina de base y llevar a
cabo una hidrdélisis enzimdtica extensa. La segunda, motivo de
este trabajo, en particular, consiste en la separacion del
aminoadcido yv la optimizacidn global del proceso.

1.2 Descripcidn del proyecto

Coma se menciond anteriormente, la finalidad del presente
proyecto es desarrollar un proceso para obtemer un producto
idoneo para ser suministrado a los nifflos que padecen
fenilcetonuria. For las caracteristicas del proyecto, se decidid
realizarlo en dos etapas.

En la primera etapa del proyecto se determinarian las
condiciones dptimas que permitiesen liberar la mayor proporcion
de fenilalanina en forma de aminodcido libre, a partir de una
proteina de buen valor nutricional, alta disponibilidad y bajo
costa, por medio de una hidrdélisis enzimadtica. Esta etapa fue
llevada & cabo por Lara (1988). La conclusidn a la que llegd fue:

"Las mejores condiciones gque se obtuvieron para la liberacién
de fenilalanina de 1la proteina de leche Ffueron: hidrolisis
enzimatica de leche descremada al 5% de proteima (F/V), primero
con la enzima proteclitica AMAMO ZA a S0°C, durante 5 horas al 1%
E/S v una segunda etapa con la enzima FRONASE (mezcla de enzimas
endo y exoproteoliticas), a 40°C durante 24 horas a una relacidn

-
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de 0.7%7% E/S, obteniéndose una liberacidn de 27.6 mgFen/(g de
proteina), de un valor original de 52.4 mgFen/ (g de proteina)."

En la segunda parte del proyecto, objeto de esta tesis, se
determinaron las condiciones de separacion de la fenilalanina &
partir del hidrolizado de leche, con el fin de eliminar este
aminoacido.

Una vez optimizada la etapa de separacidn, se efectdan los
balances correspondientes para la definicidén global del proceso.

Algunos aspectos de la hidrdélisis enzimidtica son
reconsiderados al introducir el factor econdmico, lo que lleva a
una sustancial modificacidn de las condiciones de hidrélisis.

Una vez definida la secuencia reaccidon enzimatica-separacidn
de fenilalanina , se efectdan la caracterizacidn y farmulacidn

del producto terminado, asi como una evaluacion econdmica
preliminar.

Finalmente se efectvan pruebas a nivel piloto.
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CAPITULO II  Generalidades

2.1 Fenilcetonuria
2.1.1 Origen de la enfermedad.

La proteina ingerida por un organismo vivo, para su digestidn
sufre protedlisis y los amincacidos liberados se acumulan en las
"pozas" (pools) respectivas del organismo. Simultineamente, las
proteinas del organismo son separadas en sus constituyentes
acumulandose en las ‘“pozas" junto con las moléculas recién
formadas de aminoacidos, en aguellos organismos en los cuales
pcurre biosintesis. Una ver gue las moléculas de aminoadcidos de
estas fuentes han entrado en sus "pozas", son indistinguibles.

A partir de estas reservas, los aminocdcidos son usados en

sintesis de nuevas proteinas y degradacidn u otras
transformaciones metabdlicas. En un organismo totalmente
desarrollado y en estado estable, se metabolizan todos 1los
aminoacidos que s0n ingeridos y/a biosintetizados

(Rlgliesh, 19546).

En una dieta normal se pueden ingerir de 2 a 3 veces mdas
fenilalanina que la requerida para mantener un balance positivo y
de sintesis de proteina para el crecimiento y la renovacidn
celular. La mayor parte de este exceso, es hidroxilado para
formar tirosina vy posteriormente metabolizado hacia otros
sustratos del metabolismo energético. La hidroxilacidn de
fenilalanina, es sabido con certeza, gque ocurre en el higado vy
pudiera ocurrir también en los riffones. Sin embargo existen en el
hombre otras rutas del metabolismo de fenilalanina, gque carecen
de la capacidad para maneljar el exceso ocasionado por
deficiencias en la hidroxilacidn de fenilalanina en el higado.

La hidroxilacidn de fenilalanina (Figura 2.1), ocurre a
través de un paso de p-hidroxilacidn catalizado por la enzima
L-fenilalanina-4~-monooxigenasa (EC 1.14.16.1), también llamada
fenilalanina hidrouil asa.

Se han encontrado defectos enzimaAticos de severidad variable
en cada componente del sistema de hidroxilacidn de fenilalanina
(Tabla 2.1), que saon conocidos médicamente con el nombre de
hiperfenilalaninemias.

La forma mds frecuente y de significancia clinica de
hiperfenilalaninemia es la clasica "Fenilcetonuria", descrita en
1934 por el médico noruego Ashb&rn F8lling. La enfermedad es
debida a una profunda deficiencia en 1la actividad de 1la
fenilalanina hidroxilasa. Como consecuencia de esta deficiencia,
la fenilalanina se acumula en la sangre hasta niveles de
20mg/100ml (10 veces el valor normal) y en menor Jgrado en los
tejidos. El exceso de fenilalanina, activa o ayuda por si mismo a
rutas metabdlicas secundarias, lo gue provoca un fuerte aumento
en los niveles en plasma y orina de 4&acido fenilpirdvico y en
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Tabla 2.1 Formas clinicas y
(Cerderbaum, 1984).

bioguimicas de

hiperfenilalaninemias.

Defecto
Enzimético

Nombre

fispectos
Clinicos

Fenilalanina
2n suero

Sustratos en
orina

Fenilcetonuria Fenilalanina
clasica hidroxilasa

Fenilalanina
Hidroxilasa

Hiperfenil—~
alaninemia

persistente parcial
Deficiencia ‘PDihidropte-
dihidropteri~ ridina

dina reductasa reductasa

Defectos Defecto
sintéticos de enzimatico
biopterina sintético

Retraso mental
Enfermedades
neuwroldgicas
Ferdida de
pigmentos y
excema

Algunas veces
fenotipicamen-—
te normal

sin terapia

Retraso mental
Enfermedades
neuroldgicas
progresivas vy
potencialmente
fatal

Igual al
anterior

Siempre mayor
a 20mg/100ml
(1.25 mM)

© 4~20mg/ 100ml

(0. 28-1, 285mM)

Casi siempre
mayor a
4mg/100ml

Casi siempre
mayor a
4mg/100ml

Fenilpiruvato
y metabolitos

Usualmente
normal

Agquellos de
fenilcetonuri
clasica o
hiperfenilala
ninemia
persistente
depenrdiendo d
nivel de Fen.
Mivel reducid
de metabolito
de neuroti-ans
misores. Dihi
drobiopterina
elevada.

Igual &l
anterior pero
con nivel alt
de bioperina
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orina de {enilacetato;-+enilacetii”glutamina y atros metabolitos
(Cederbaum, 1984). o g

Actualmente es posible la clasificacidn de
hiperfenilalaninemias en término de desviaciones en los
constituyentes del sistema de hidroxilacion de la fenilalanina.
Los fenotipos conocidos incluyen: ausencia de actividad de
" fenilalanina hidroxilasa (FHx) o actividad deficiente (FH-),
ausencia de la actividad de dihidropteridina reductasa (DHFRx) o
actividad deficiente (DHFR-) vy deficiencia en sintesis de
biopterina (BH-).

En el caso del fenotipo FHx, la actividad de la enzima
encontrada en los pacientes, es de solamente 0.277% del nivel
normal. En el caso del fenotipo FH- la actividad encontrada ha
sido mayor a 1Z y varia entre 1.5 y 34.97% del valor normal,
siendo estos pacientes clasificados como hiperfenilalaninémicos
sin fenilcetonuria. Existe un caso, llamado hiperfenilalaninemia
maligna, debido a la falta del cofactor de la hidroxilasa de Fen,
Tir y Trp, en el que el tratamiento con dieta baja en
fenilalanina no detiene el dafio neuroldgico progresivo
(Scriver,1980a).

Los pacientes no tratados son tipicamente percibidos como
normales en los primeros tres o cuatro meses de vida, después de
lo cual se observa un retraso mental progresivo, deterioro
neurolégico, perdida de pigmentos (pelo y piel) y desarrollo de
excema, provocando en la mayoria de los pacientes retraso mental
severo Yy deterioro en conducta y funciones neurocoldgicas
(Cederbaum,1984) .

2.1.2 Deteccién y prevencitn del retraso mental.

El tratamiento de la hiperfenilalaninemia es preventivo pero
raramente parcial o totalmente curative. La eficacia de una dieta
baja en fenilalanina ha demostrado su efectividad en 1la
prevencion del retraso mental, particularmente en los pacientes
jovenes. La deteccidn temprana de la enfermedad con el ensayo de
Guthrie de inhibicidn microbiana en gotas de sangre seca, ha
probado ser altamente especifico y economico en su implementacidn
con un bajo indice de error. La experiencia sugiere que cuando la
deteccidn es planeada y ejecutada apropiadamente, el 95% o mas de
los casos detectados pueden ser tratados tempranamente.

2.1.3 Tratamiento de fenilcetonuria con dietas especiales.

Aungue se han hecho esfuerzos para desarrollar métodos de
tratamiento para la fenilcetonuria, las dietas que restringen o
eliminan la fenilalanina, han resultado el Jdnico enfoque
terapéutico probado.

El objetivo de la dieta es la disminucidn de laos niveles
elevados de fenilalanina, dependiendo de esto la disminucidn de
los niveles de metabolitos asociados. Es de mencionar que a pesar
de los estudios realizados, aun no se precisa si la fenilalanina
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y/o alguno de sus metabolitos actuan como neurctoxina Fesponsable
de la fenilcetonuwria vy ‘de hecho, aun no ha sido aclarado como esa
neurotoxina actia en el-organismo.

La fenilalanina constituye alrededor del 94 de la proteina
animal vy algo menos en las de origen vegetal. Desde el principio
fue aparente que un consuma bajo de proteinas no reduciria los
niveles de fenilalanina en los pacientes sin causarles
desnutricidn por deficiencia de otros aminoacidos esenciales.
Dado que no existen disponibles grandes cantidades de las L-
aminoacidos puros y gque ademas resultan de alto costo, 1la
elaboracion de alimentos para fenilcetondricos formuladeos con
aminpdcideos cristalinos no se ha generalizado. Otra alternativa
la constituye el tratamiento de proteinas con enzimas
proteoliticas, para posteriormente retirar los grupos aromdticos
(fenilalanina, tirosina y triptdfano) con adsorbentes del tipo
del carbdn activado. 8i estos productos se suplementan con
tirosina y triptdfano, pueden funcionar como la principal fuente
de proteina para el desarrollo de pacientes con fenilcetonuria.
Es frecuente que estos alimentos se suplementen con
carbohidratns, gtrasa, minerales y vitaminas, obteniendose una
formula completa con todos los nutrientes necesarios. Este es el
enfoque gue se ha dado & la preparacidn de formulas comerciales
para el tratamiento de los fenilcetonuricos (Cederbaum,1984).

2.2 Dietas para fenilcetoniricos

El objetivo en el manejo de la alimentacidn del nifilo con
fenilcetonuria, es mantener un nivel de fenilalanina en la sangre
que permita el desarrcllo total del potencial intelectual,
mientras se suministra la proteina y energlia adecuadas para el
crecimiento dptimo y satisfaccidn del apetito.

Se deben satisfacer con tal dieta 1los requerimientos en
aminpacidas esenciales, nitrogeno, vitaminas, minerales y agua.
Se ha establecido que mantener un nivel de fenilalanina en la
sangre de 2 a 10 mg/l100ml es suficiente para cumplir ceon el
objetive evitando asi el retraso mental {(Acosta,1977).

Se reconoce a Bickel y colaboradores (1983) como los pioneros
en la elaboracidn de una dieta que permitid el tratamiento de
niffos fenilcetoniricos en los aflos cincuenta (Cederbaum,1984). El
enfoque de Rickel, fue el preparar uwn hidrolizadeo Acido de
caseina, del cual retird la fenilalanina por media de carbdn
activado, técnica que habla sido descubierta afins antes por
guimicos alemanes (Bickel,1980). Fosteriormente, Armstrong vy
Tyler (199%5), formularon una mezcla artificial de aminodcidos gue
también permitid mantener en niveles normales la cancentracidn de
fenilalanina en la& sangre de niflos fepilcetonuricos.

Es a partir de estos enfogues que se han desarrollado
alimentos para niffos fenilcetonricos (Bickel 1934, Rickel 1973,
Smith 1975, Andnimo 1976, Berry 1976, Farker 1977, Hickel 1979).
Algunas de las patentes dedicadas a la produccidn de alimentos
para el tratamiento de la fenilcetonuwria se presentan en la Tabla

-
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Actual mente el tratamiento clinico- de la ‘enfermedad se
realiza, mediante fdrmulas comerciales con bajo o nulo contenido
de tenilalanina.

Tabla 2.2 Alimentos patentadaos para el tratamiento de
Fenilecetaonuria. )

Frincipio basico Método de eliminacidn Fatente
de fenilalanina (%)
Hidrélisis Acida de  Carbén activado DD 70094
proteina Filtracion en gel DD 157258
Carbén activado DD 2117337
Hidrdlisis Enzimat. Cromat. en ciclodextrina DD 147415
Filtracidn en gel JE 51082791)
Carbdén activado JF 41068426
Mezcla de aminoacidos - US 4209331

- Ukl 2038629(1)

Usa de proteinas con - CK 184136 (2)

bajo contenido de Fhe - DE 2117243
- NL 6611028
- JP 59005111

Uso de fenilalanina Destruccion de Fen JF 38086082
amonia liasa " " n JP 73024748

¥ Referencias: (1) Chem. Abs. 94:197550%, (2) Chem. Abs.
Q6:121246a. El resto de World Fatent Index (19463-1988).

2.2.1 Hidrolizados proteicos comerciales

En Estados Unidos, el producto comercial gue ha servido como
base para el tratamiento de nifos fenilcetondricos, es un
hidrolizado enzimatico de caseinay, del cual ha sido retirado el
959% de la fenilalanina (Acosta,1977). El producto conocido en el
mercado como LOFENMALAC (marca registrada por Mead Johnson,
Evansville, Indiana), tiene la caracteristica de ser un alimento
nutricionalmente completo por estar formulado para llenar laos
requerimientos diarios de proteinas, carhohidratos, grasas,
vitaminas y minerales. La férmula y composicion de LOFENALAC, se
dan en las Tablas 2.3 y 2.4, respectivamente.

Los +Fabricantes del producto aseguran que éste tiene las
siguientes ventajas {(Andnimo, 1986):

1. secepto  por  su limitado contenido de fenilalanina,
LOFENALAC es nutricionalmente completo.”

2. =1 contenido de fenilalanina de LOFENALALC es

suficientemente bajo para permitir flexibilidad en el ajuste del
contenido de fenilalanina en la dieta y asi llenar los
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Tabla 2.3 Formulacidn de Lofenalac (AcostaQi??f)}tfd

Nutrimento
Hidrolizado de caseina, especialmente
procesado *
Aceite de maiz
Carbohidratos
Maltodextrinas
Fécula de arrurruz
Acido glucénica
Sacarosa
Minerales
Vitaminas
Aminoacidos (L-Met, L-Trp, L-Tir)
Humedad

-
ot

* Este hidrolizado al gque se ha retirado la Fen, contiene
solamente 0.4% de este amino&cido.

Tabla 2.4 Composicidn de Lofenalac (Acosta, 1977}

Nutrimento Valaor

00 g de alimento

calorias 450
Equivalente de proteina (g) 15
Grasa (g) i1a
Carbohidratos {(g) 57
Amincacidos

L-arginina 0.34
L~histidina 0.27
L-igaleucina 0.78
L-leucina 1.45
L-lisina 1.58
L-metionina 0.91
L-fenilalanina .08
L-triptdfano 0.20
L-treonina 0.81
L-tirosina 0.82
L-valina ) 1.19
Minerales (mg) : 2769.50
Vitaminas {(mg) - 220,00
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requerimientos individuales para el crecimiento del
fenilcetonurico."”

"Z. Cuando LOFENALAL representa la mavor parte de la dieta,
el contenido de fenilalanina en la sangre puede ser efectivamente
controlado. Esto permite que los behés y niffos con fenilcetonuria
puedan ingerir una variedad razonable de productos naturales, lo
que ayuda a desarrollar un interes casi normal en los sabores y
texturas de los alimentos ordinarios.”

"4, LOFENALAC es bien aceptado por bebés y niffos con
fenilcetonuria."

Sin embargo, a pesar de tales comentarios, se ha observado en
la practica que presenta las siguientes desventajas:

1. La composicidn de los aminoadcidos de la materia prima
original (caseina), se desvia considerablemente de la presentada
en la leche materna, la cual es actualmente vista por los
expertos como el patrdn ideal bajo el cual se debe basar un
sustituto proteico para fenilcetonldrices (Nayman,197%9). Ver
Figura 2.2.

2. Loz hidrolizados tienemn un contenideo residual de
fenilalanina (Andnimo,1980).

3. El sabor y olor del hidrolizado enzimdtico es dasagradable
a los nifios y adultos, aunque es ordinariamente aceptado por las
bebés (Acosta, 1977}

4. Debido a la formulacion, cuando el producto es
suministrado en dosis altas por necesidad del tratamiento,
provoca que los pacientes tengan exceso de peso por el alto
consumo de grasas y carbohidratos.

5. El 4cido clorhidrico (en el caso de los hidrolizados
dcidos) usado en el proceso, intensifica el sabor desagradable y
penetrante del hidrolizado, resultando el bien conocido problema
de falta de aceptacidn del producto por los pacientes.

4. También el caso de los hidrolizados 4&cidos, éstos
contienen cantidades considerables de minerales, en particular de
cloruro de sodio, los cuales intensifican el sabor desagradable.
El edceso de minerales, en algunos casos, también han provocado
desbalance acido-base (Andnimo,1980).

7. LOFENALAC puede resultar dificil de mezclar, requiriendo

en algunos casos el tener que calentar a ebullicidn la mezcla
mientras se agita (Anonimo, 1986).

2.2.2 Mezclas comerciales de L—aminodcidos

En el caso de productos comerciales basados en mezclas
sintéticas de L-aminodcidos, se tienen en el mercado tres
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Figura 2.2 Ferfil gue muestra la desviacidn con respecto a la
leche materna en el contenido de aminoacidos en hidrolizados
de caseina de donde se ha eliminado Fen (Mayman,1979).
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Figura 2.3 Ferfil que muestra la desviacion con respecto a la
leche materna en el contenido de amino&cidos de los productos
Milupa FEUL y FKUZ (Naymar,1979).



productoé: FHENYLL-FREE {(marca registrada de Mead Johnson), MILUFA
FlU-1 -y MILUPA  PEU-2,  producidos por MILUFA AG (Alemania
Occidental).

FHENYL-FREE, es un alimento libre de fenilalanina disefado
para eliminar el consumo de fenilalanina. El uso de PHENYL-FREE
permite una gran variedad de otros alimentos que suplementen
fenilalanina y complemented las necesidades caldricas, vya que
contiene menos calorias que LOFENALAC. El producto ha sido
probade en nifins de 2 a 13 aflos (Parker,1977) y puede ser usado
en la adolescencia cuando se requiera. Sin embarge, no se
recomienda para uso continuo como fdrmula infantil, aunque en
algunos casos ha sido usado con resultados satisfactorios
(Andnimo,19846). En la Tabla 2.3, se da un andlisis proximal de
este producto.

Tabla 2.5 Andlisis proximal de FHENYL-FREE (Andnimo,1986)

Componente g/100 g de polve
Equivalente de proteina (N % 4.25) 20.3
Grasa 4.8
Carbohidratos &b, 0O
Minerales (cenizas) 3.8
Humedad 3.2

Los productos MILUFA FRU-1 vy PKU-2, son mezclas sintéticas de
L-aminodcidos que contienen vitaminas, minerales, elementos traza
y cantidades minimas de sacarosa. Los dos productos son
totalmente libres de fenilalanina. Sin embargo, son productos
incompletos. Cada uno debe ser suplementado por cantidades
controladas de carbohidratos, grasas v una cantidad
cuidadosamente medida de fenilalanina (p.ej., a partir de leche
materna, formula infantil o bien frutas y verduras).

Tienen la ventaja de estar formulados para semejar el patrdén
de aminoacidas de 1la leche materna (Figura 2.3 v por 1la
composicidn de la fdrmula, el sabor es mucho mejor gue =21 de los
productos basados en hidrolizados de proteinas. Debido a estas
caracteristicas, el tratamiento con estos alimentos permite una
mayar variedad en la dieta y se evita el exceso de peso cuando se
tienen que suministrar dosis altas (Andnimo,1986). En las Tablas
2.6 y 2.7 se dan las composiciones de ambos productos.

8in embargo, Altshul (1974) hace notar que una mezcla
sintética de aminodcidos es un alimento no natural que no siempre
es aceptado por tener un sabaor fuerte y en algunos casos de mal
olor. Ademas, estas mezclas deben cumplir con ciertos requisitos
en cuanto a la cantidad de metionima y cisteina, que no debe
exceder a 1 mmol/kg por dia , asi como que el exceso de cationes
(Na+ y kK+), no debera exceder el contenido de Cl- , ya gue si
ésto no se cumple se puede llegar a una condicidn de acidosis
metabdlica. Se ha observado que algunos niffos alimentados con
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Tabla 2.6 Composicion del alimento MILURA FRU-1
(Andnimo, 19800,

Nutrimento ,g/1Q0 g'de producto

Proteina
Aminnacidos
L—-His
L-1le
L-Leuw
L-Lis
L-Met
L-Tre
L-Trp
L-Val
L-Ala
L-Arg
L—-Asp
L-Cis
L-Glu
L-Bli
L-Pra
L-Ser
L-Tir
Sacarosa
Contenido de humedad
Energia (Kcal)
Vitaminas
Minerales

o -
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Tabla 2.7 Composicién del alimento MILUPA FKU-2
(Anénimo, 1980).

Nutrimento g/100 g de producto
Proteina bb. 7
Amino&cidos g80.1
Sacarosa 7.1
Contenido de humedad J. 9
Energia (kKcal) 299
Vitaminas 0.70
Minerales 5. 46

Fagina —- 14



mezclas de aminuécidos,ffiénden'a la anorexia y al vémito (Bickel
1980, Manz 1977). -

2.2.3 Otros enfoques

Aunque el control de la fenilalanina por medio de la dieta es
la principal forma de tratamiento, en la practica otras técnicas
han sido examinadas. lLa fijacidn o atrapamiento de FH y DHFR en
una matriz de poliacrilamida, ofrece el potencial de una terapia
de reemplazo de enzimas estabilizadas, pero los intentos para
hacer funcionar esta técnica han sido improductivos. La
eXposicidn Ir vive a fenilalanina amonia liasa, para reducir la
fenilalanina en estados de hiperfenilalaninemia, han sido
examinados como una alternativa a la terapia dietética sin mucho
énito préactico. La inhibicidn del  transporte de fenilalanina a
trravés de las membranas celulares ha sido una antigua idea que ha
atraido mucho la atencidn, sin embargo, deberd esperar algun
tiempo antes de ser aplicada in vive (Scriver,1980b).

2.3 Fenilalanina

2.3.1 Propiedades

La fenilalanina es uno de los 20 aminodcidos cominmente
encontrados en las proteinas. Fue descubierta por Schulze vy
Barbieri en 1879 (Greenstein,1961).

Los aminodcidos (entre ellos la fenilalanina), son compuestos
anfotéricos por la presencia de los grupos amino y carboxilico.
La forma idnica depende del pH. A pH &cido se tiene la forma
+NH=CH(R) COOH, a pH alcalino se tiene NHxCH(R)COO- vy en su punto
isoeléctrico se tiene como zwitterion, de la forma +NH=CH(R)COOD-.

Estructuralmente todos los aminocdcidos son comparables,
difiriendo dnicamente en el grupo lateral R. La estructura de la
fenilalanina se muestra en la Figura 2.4. Cabe mencionar que el
grupo lateral de la fenilalanina (grupo fenilo), le confiere
caracteristicas de amincdcido no polar (a pH de 7), por lo que su
localizacidn en la estructura de las proteinas globulares es
preferencialmente interna (Lenhinger,1986) . Algunas de sus
principales caracteristicas se presentan en la Tabla Z.8.

Los aminodcidos son en alguna medida solubles en agua pero
son  practicamente insolubles en alcohol y otros solventes
org&nicos. Son cristales sin color, estables a temperatura
ambiente y poseen altos puntos de fusidn y descomposicion
{Lenhinger 1984, Greenstein 1961). Las series L y D difieren en
sabor; en la serie L los aminodcidos son amargos o sin sabor,
mientras que en la serie D son de sabor dulce (Meister,1963).
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COOH CODH
1 [}

HaN-C-H H-C-MH=
) gl
CH= . CH=
L—-fenilalanina D-fenilalanina

Figura 2.4 Estructura de la fenilalanina. For poseer un
carbaono asimétricao, se presenta en dos formas
opticamente activas, L y D.

Tabla 2.8 Caracteristicas de la fenilalanina.

Nombre quimico Acido 2 amino 3 fenilpropionico
’ 4cido o¢-amino-@-fenilpropionico

Nombhre trivial &dcido «<—aminohidrocinamico
Formula empirica CoHi10xN: C 65.44%, H 6.71%,
0 19.37%, N B8.48%

Peso molecul ar 165.20

Rotacidn especifica [=¢135¢ = -34.5
(forma L aislada de proteina)

e
53

Punto isoceléctrico 9.5
pKal (25<C) 1.83
pka2 (25=C) 9.24

Maxima absarcidén UV a 260 nm

Solubilidad en agua 29.6 g/l (25=0)

Punto de fusidn 283=C (Descomposicion)
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2.3.2 Reacciones

La mayor parte de las reacciones se deben a los grupos amino
] carboxilo. Algunas de sus reacciones se presentan a
continuacion.

- Formacidn de «—aminoester

RCH (NH=+)COOH + R’'~0H (exceso) ————————— * RCHNH=COOR'

Estos compuestos neo son estables y pueden polimerizar en la
formas

=NHCHRC=0 + :NHZCHRCD- —-——m—e—e » —~NHCHRCO-NHCHRCO- + R'-0OH
OR’

cuando son almacenados o bien por calentamiento. Cuando estan en
solucidn en algun solvente se puede formar una amida ciclica por
condensacién de moléculas de aminoester.

H H
R-C-——-C-0 R-C—-—C-0
/ \ / \
HeN NH e > HN NH + R‘-OH
) / \ /
0-C~—-C-FR C—--C-R
OR’ H o H

ANHIDRIDO DE AMINOACIDO

Este tipo de moléculas puede formarse sin mucha dificultad
cuando esta implicado un dipeéptido.

~ Formacidn de complejos metdlicos.

Este tipo de reaccidn permitid la identificacidén de 1la
fenilalanina por Schulze, al formar un complejo con acetato de
cobre (LCsHioNDz1z2CW). De hecho se ha propuesto como una técnica
de separacidén de fenilalanina producida  por  fermentacién
(Evans, 1987).

- Transaminacidn
Las aminas primarias condensan con compuestos carbonilo,

especialmente con aldehidos aromaticos, para formar iminas.
Cuando un aldehido aromitico se involucra, el producto es:
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RCOH  + HeNMR'  ——emmeee ¥ ROCH=NR

conncida como base de Schiff. Si una base fuerte estd presente,
la imina formada de una amina que contiene hidrdgeno , puede
producir una migracidon de la doble ligadura (como en el ejemplo
siguiente). La hidrélisis de la nueva imina (llevada a cabo con
un acido en fase acuosa) resulta en un compuesto carbonilo nuevo,
derivado de la amina, ma&s una nueva amina derivada del compuesto
carbonilo; este proceso es llamado transaminacidn,

/B =/ - /  BH+ /
RCH=N—CH ====== RCH=N-{ {---—- » REH-N=C ====== RCHz-N=C
\ BH+ \ \ B \

Cuando la amina es de un «-aminoacido y el compuesto
carbonilo es uno tal que tenga grupos fuertemente electrofilicos
(p.ej., p-nitro-benzaldehido o compuestos =-dicarbonilos), ocurre
una transaminacidn espontanea acompaflada de descarboxilacidn. El
proceso es andlogo al que ocurre en la descarboxilacidn de 8-
cetoacidos, como se indica a continuacion., Esta reaccion es
conocida como degradacion de Strechker.

RCH = N RCH — N
J N NN Hz0

H e » CHR® = >  RCH=NHz
N/ + +

0 -~ Co CO= R *CHO
D= CR ! 0~ CR : 0 = CR

AN ' H W \

H {CHz ————- P CHz | ~————- » CHx
! / ; + :
oY co ! COa !

Mediante este tipo de reacciones se ha demostrade que la
fenilalanina se convierte a fenilacetaldehido en el tostado de
cocoa (Darsley,1972) y en la fermentacion de té (Sai jo,1970).

Una aplicacidn Gtil de la degradacidn de Strecker, cae en la

deteccidn y estimacidn de cantidades pequeflas de ~aminoacidos,
Cuando el grupe carbonilo involucrado es ninhidrina (hidrato de
1,2,3 +tricetohidreno), se forma un compuesto colorido. La

cantidad de aminodcido puede ser estimada por colorimetria o por
medicidn del CO» desprendido (Kopple,1966).
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2.3.3 Biaquimica

Bioquimicamente la fenilalanina forma parte de la ruta de
formacion de acetatoacetil-CoA y acido fumdrico que son usados en
el cicla del &cido citrico. l.a fenilalanina se considera
aminoacido cetogenico (que forma compuestos cetdnicos) Y
glucogeénico (que pueden formar glucosa y glucogeno). ’

La fenilalanina (via la tirosina) es precursora de la hormona
tiroidea, tiroxina y de las hormonas adrenalina y noradrenalina,
secretadas por la médula adrenal (Lenhinger,1986).

2.3.4 Fenilalanina en los alimentos

La fenilalanina representa apraximadamente un S% del total de
residuos que componen la proteina de los alimentos, con ligeras
variaciones dependiendo del origen, pero siempre en la farma
dgptica L.

La fenilalanina es un amincdcido muy estable en los
alimentos. Es estable cuando se expone el alimento a oxigeno o
aire, luz o calor y también a las condiciones generalmente usadas
en el cocinado, ya que la pérdida de este aminodcido se ha
encontrado gque es tan sdlo de 0 a S%. 8in embargo, la
fenilalanina es parcialmente destruida por la luz ultravioleta,
par tratamiento con calor seco o por radiaciones. Es estable a
cambios de pH, a menos que el tratamiento del alimento sea
fuertemente alcalino, ya que como otros aminodcidos, se racemiza.
En mezclas de proteinas y carbohidratos, como ocwrre en los
alimentos, las aminodcidos libres reaccionan con las grupos
aldehido de los azucares, resultando en la destruccidn de los
mismos (reaccion de Millard). Los oxidantes fuertes (p.ej., H=0z)
también afectan & la fenilalanina (Harris,1977).

FPara los organismos superiores, p.ej., el hombre, la
fenilalanina es uno de los aminoadcidos esenciales, ya gque no
puede ser sintetizado por el organismo y debe ser suplementado en
la dieta. La tirosina es derivada de la fenilalanina y por 1o
tanto no es esencial siempre y cuando el consumo de fenilalanina
sea adecuado; pero si la conversion de fenilalanina a tirosina es
inhibida como en la fenilcetonuria, la tirosina pudiera llegar a
ser un aminoidcido esencial (Dalgliesh,1956).

En la Tabla 2.9, se dan los requerimientos diarios de
fenilalanina y tirosina para humanos sanos. Hay que recordar que
los estudios nutricionales consideran a la fenilalanina vy
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tirosina en - forma conjunts, camo =l requerimiento de amifodcidos
aromaticos- (Fennema, 1986).

Tabla 2.9 Requerimiento de amincédcidos aromaticos (Fen+Tir).

mg/dia por kg Fatrdn ideal
mg/g de proteina

Bebés (0 a & meses) 125 &3
NifMos 27 4
Adul tos 14 25

2.4 La leche y sus componentes

- La Federacidn Internacional de 1la Leche establece la
siguiente definicidn: " La leche es el producto de la secrecitn
de las glandulas mamarias normales, obtenida por sustraccidn o
presion" (Lugat, 1985).

La leche de vaca es un ligquido blanco mate opaco, qQue puede
tener un color amarillento gque es funcidn del contenido de B-
carotenos en la materia grasa. Tiene un olar caracteristico y un
sabor agradable y dulce (dependiendo de la especie animal de que
provenga).

El conocimiento de las propiedades quimicas, fisicas vy
biolégicas de la leche es bdasico para entender los procesos en
los cuales eésta es la materia prima principal. Estas propiedades
serdn las que daran, en dltima instancia, las caracteristicas del
producto final.

lLLa leche estd compuesta de grasa, proteinas, carbohidrates,
cenizas y agua. RQuimicamente la leche es un material complejo,
constituido de varios cientos de compuestos diferentes, muchos de
los cuales, se presentan en baja concentracion, sin que por ésto
dejen de tener alguna funcion en el conjunto (Figura 2.9).

En la leche 1los componentes se encuentran presentes en
diferentes fases, de las cuales se reconocen tres:
1) solucidn verdadera (lactosa, sales),

2) suspensidn coloidal (caseina y proteinas del suwero), y
) emulsidn (el sistema de lipidos de la leche).
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Lipidos{(grasa de la leche): 3.1l%
Froteinas: 5.2%

Carbohidratos (lactosa): 4.6%

Sales organicas e inorganicas: 0.72%4

ey

‘(Sdlidos totales < Compuestos menores:
= : - Lipidos diferentes a la grasa

12% - Enzimas
o - Vitaminas
Leche ) - Sustancias nitrogenadas
j ' diferentes a la proteina

- Minerales traza

\Agua a88%

Figura 2.5 Composicidn de la leche fluida.

Las proteinas de la leche se pueden dividir en dos grupos:
caseina vy proteinas del suero. Estas por lo general estan
constituidas por cadenas de mas de 190 aminoacidaos.

La caseina es un término gendrico para designar una clase de
proteinas que son sintetizadas en las glandulas mamarias, las
cuales representan alrededor del BSY del total de proteinas en la

leche.

La caseina estd constituida por cinco tipes de proteina
(Tabla 2.10):

a) caseina alfa-si,
b) caseina alfa—s2,
c) caseina beta,
d) caseina kapa, vy
e) caseina gama.

Muimicamente el sistema caseina estd definido como una glico-
fosfo-proteina, ya que contiene como parte integral de su
egtructura, carbohidratos (grupo glicol) y fdosforo.

En la leche, la caseina existe como sal de calcio, llamada
caseinato de calcio, en farma de particulas globulares de 30 a 40
mu de diametro, llamadas micelics. Cada micelio, estd constituido
por los diferentes componentes de la caseina, los cuales se
mantienen unidos por el fosfato de calcio.

lLa caseina comercial se obtiene a partir de leche descremada,
precipitando 1la caseina por adicidn de algan 4acido, por
fermentacidn lactica o bien por adicidn de extracto de renina. El
pH de precipitacidn se da alrededor de 4.7. Los Acidos usados
para la precipitacién son acético, lactico, clorhidrica o
sul furico.
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Tabla 2.10 Composicidn en aminoidcidos de las caseinas de la leche
y de la caseina en su conjunto.

A.A, Mumero de residuos (Lugat,1983) Caseina (FAD,1970)
(g/100 de proteina)
-51 B k -52

Asp 7 4 4 4 7.13
Asn 8 =} 7 i4 -
Tre 3 9 14 15 4,66
Ser 16 16 17 17 & 03
Glu 25 17 12 15 22.09
Gln 14 22 14 15 -
Pro 17 39 20 10 11.58
Bli 9 S 2 2 1.97
Ala 9 S 15 g 3.07
Val 11 ie 11 19 6.74
Met S 6 2 4 2.74
Ile 11 10 13 11 S.41
Leu 17 22 8 2 ?.91
Tir 10 4 9 & 5.82
Fen g 9 4 24 S 24
Lig 14 11 3 3 8.12
His G 1 1 L2 2.92
Trp 2 i 5 - 1.61
Arg 6 4 1 0 3.79
1/2 Cis - - 2 25 0.3246

Total 199 209

=y
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l.a caseina precipitada puede ser recuperada ¥ resuspendida en
agua para su uso o bien secada. Alternativamente, por adicidn de
hidrowido de sodio se puede formar caseinato de sodio que es una
de las presentaciones comunes como se comercializa. El caseinato
de sodio tieneg la caracteristica de ser mas facil de disolver en
agua que la sal de calcio (Harper vy Hall,19861).

2.5 Procesamiento de productos lacteos

Los productos lacteos son tradicionalmente clasificadaos en
dos grandes grupos, productos de leche fluida vy productos
plaborados de leche. Las instalaciones industriales destinadas a
su procesamiento estdn diseffadas en general para manejar ambos
grupos de alimentos o bien para algdn producto elaborado en
particular, siendo los procesos y equipos similares en todos los
casos.

Los productos elaborados de leche incluyen a los helados,
leches evaporadas o concentradas, fermentadas, en polvo, quesos y

mantequilla

En el caso de fdérmulas infantiles, los productos generalmente
se formulan con leche en polvo descremada, aceite vegetal,
hidrocoldides, algin carbohidrate y los nutrientes necesarios
para que resulte un alimento completo. Estas productos
generalmente son distribuidos como fdrmulas en polva listas para
usarse.

En el procesamiento de todo producto lacteo se involucran
operaciones de transporte de fluido a diferentes velocidades de
corte, operaciones de transferencia de calor tanto para calentar
como para enfriar y empacado o envasado.

Adicionalmente, ciertos productos requieren de la aplicacidn
de alguno de los siguientes procesos u operaciones:

a) fuerza centrifuga

b) coagulacion

c) fermentacidn

d) tratamientos a vacio

e) inversidn de fase

) congelado

g) secado

h) adicidn de algun nutrimento

i) utilizacidn de algun aditivo alimenticio, tal como
acidulantes, hidrocoléides o algun emulsificante.

El entendimiento de cada una de las operaciones del proceso
global, es esencial para cumplir con los requisitos necesarios
para tener una aceptacidn total por parte del consumidor.

Aunado a lo anterior, es necesario comprender y controlar los
cambios en la estructura de los componentes que se dan en cada

~
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etapa del proceso debido a la actividad microbiana v a las
condiciones fisicoquimicas del proceso.

Tales cambios que pueden incidir significativamente en 1la
salud de los consumidores y/o calidad del producto final, san
dependientes de muchas variables y frecuentemente saon debidos a
la interaccidn de diversos factores.

En vista de la anterior, el disefin de un proceso para algun
producto en particular estard en funcidn de las propiedades de la
materia prima y las caracteristicas nutricionales, de calidad y
funcionalidad que sea necesario cubrir para lograr la aceptacidn
por parte del consumidor final (Harper vy Hall,1981).

2.4 Hidrdlisis de proteina

La hidrdlisis de proteina es la reaccidn en la cual se rompen
los enlaces peptidicos que unen a los constituyentes de las
proteina, para formar péptidos y aminoadcidos (si la hidrdlisis es
parcial) o bien sdlo aminoacidos (si la hidrélisis es completa).
La reaccidn de hidrdlisis del enlace peptidico, puede expresarse
en la forma:

/N NN e > X-MH-CHR1-COOH + H2N-CHR2-CO-Y

La hidrolisis de proteina se realiza en tecnologia de
alimentos con varios fines:

-~ Ablandamiento de carnes.

- Producciédn de queso (hidrdélisis de caseina con renina o
algun sustituto.

- Clarificacidn en frio de cerve:za.

-~ Modificar las propiedades funcionales de la proteina en los
productos de los cuales es parte constitutiva, para el
mejoramiento o creacidn de nuevos productos (Richardson,1977).

- Para la utilizacidn de desperdicios ricos en proteina o
bien de proteina no convencional, p.ej., proteina vegetal
(Fax, 1980).

- Formacidn de sabores especificos o potenciadores de sabor,
p.ej., hidrolizados de soya (Eriksen,1976).
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- Se han propuesto a los hidrolirados de proteina como una
solucion en el tratamiento de problemas digestivas relacionados
con las proteina, p.ej., fibrosis cistica y alergias a las
proteinas de la leche (Cogan,1981), asi coma, en el tratamiento
de bebés prematuros , pacientes en periodos pre y postoperatorios
y pacientes en unidades de cuidados intensivos.

La hidrdlisis de proteina se puede realizar mediante varios
procesos (Hill,19635):

1) Hidrdlisis acida.
2) Hidrdlizis alcalina.
3) Hidrdlisis por catdlisis con metales, e

4) Hidrodlisis enzimitica.

2.6.1 Hidrdlisis &cida

La hidrdélisis 4&cida parcial de una proteina invelucra el
rompimiento en forma paralela y en forma consecutiva de una gran
variedad de enlaces, gue resulta en una mezcla de productos tan
compleja que los estudios cingticos del proceseo involucran
problemas experimentales insalvables.

Los parametros gque gobiernan la reaccidn son: temperatura,
presidén, concentracidn de 4&cido y presencia de material no
proteico. Como ejemplo, la hidrélisis de insulina requiere de
4cido clorhidrico 11—-12 N, durante 3 o 4 dias a I7°C, para formar
dipéptidos, tripé#ptidos y algunos pligopéptidos (Hill,1963).

La hidrdlisis acida completa de proteina se puede lograr con:
4cido clorhidrico 6N, durante 24 horas a 110°C. Sin embargo, la
reaccidn llevada a cabo de esta forma, da como resultado la casi
completa destruccidn de glutamina, asparagina y triptdfana.
Adicionalmente, se ha observado la destruccidn parcial de
tirosina, serina, cisteina, Acido aspértico y glutamico, lisina,
arginina, treonina y prdlina, siendo el grado de destruccion
funcidén de las condiciones de hidrdélisis y el tipo de proteina
usada.

2.6.2 Hidrdlisis alcalina

Log 4lcalis no han sido usados extensamente para la
degradacidn de proteina y polipéptidos. Sus limitaciones han sido
establecidas completamente y los estudios al respecto son pocos.

En la hidrélisis alcalina, varios aminoacidos son destruidos:
la serina se descompone para dar glicina; la treonina forma.
glicina, alanina y 4&4cido alfa-aminobutirico; la arginina resulta
en ornitina, citrulina y amoniaco; la cisteina y cistina dan
alanina, sulfwo de hidrogeno, amoniace y a&cido pirdvico. Y
aguellos aminoacidos gue son estables a la accidn de las bases,
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son racemizades en forma considerable. Debido a que los &lcalis
promueven eske tipo de cambios, no han sido aplicados en la
solucion de problemas en hidrdlisis de proteina. Se ha planteado
igualmente la formacidn de dipéptidos tdxicos (lisino-alanina) en
los tratamientos alcalinos de proteinas (Satterlee,1981).

2.6.3 Hidrdlisis de proteina por catalisis con metales

Son pocos los ejemplos conocidos del efecto de iones
metdlicos en la hidrdlisis de uniones peptidicas. Lawrence' vy
Moore (1951), encontraron que el cloruro de cobalto casi
duplicaba 1la velocidad de hidrdlisis Acida de glicilglicina.
Meriwether y Westheiner (1956), examinaron el efecto de los iones
de cobre, cobalta y niquel en la hidrdlisis de glicilamina vy
fenilalanilglicilamina. Encontraron que al ion cobre,
incrementaba la velocidad de reaccidn por un factor de 30.
También hay ejemplos del uso de quelatos con fines cataliticos.
Sin embargo, no se conoce el mecanismo por el cuwal los iones
metilicos mejoran la velocidad de reaccidn.

2.6.4 Hidrdlisis enzimatica de proteina

Las enzimas son proteinas sintetizadas por las células, que
catalizan reacciones termodindmicamente posibles.

Las enzimas que promueven la reaccion de hidrélisis de
proteinas son llamadas proteasas, siendo éstas el grupo de
enzimas de mayor importancia en la industria de procesamiento de
alimentos (Whitaker,1972).

En el tracto digestivo del hombre 1la pepsina, tripsina,
quimotripsina, carboxipeptidasas vy aminopeptidasas, son las
responsables de la hidrdlisis de la proteina ingerida, para la
liberacidn de aminoacidos.

Si nos referimos a la reaccidn de hidrdlisis presentada
anteriormente, los requerimientos de especificidad en términos de
la naturaleza quimica de R1 y R2, representa una caracteristica
fundamental en 1la aplicacidn de enzimas proteoliticas. For
ejempla, la alfa-quimotripsina hidroliza el enlace peptidico a
una velocidad apreciable cuande Rl1 es la cadena lateral de
tirosina, fenilalanina o triptdfano; por otro lado, la
carboxipeptidasa vy la pepsina tienen especificidad directa sobre
la naturaleza de la cadena lateral R2. Ambas enzimas hidrolizan
la uwnidn peptidica a una velocidad mdxima si R2Z es la cadena
lateral de un residuo de fenilalanina.

Otros factores gque e han observado que influencian 1la
reaccion de hidrdlisis enzimatica son:

a) La configuracidn de los aminoiacidos debe ser L.
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~b) 'El,tamaﬁojdel;cqmpuesto para-la mayoria  de las énzimas no
parece ser-de:importancia. S§in embarga, para enzimas-acidas (que
funcionan a-pH baja), este factor es impartante. :

c) La naturaleza de X vy Y.

El que las enzimas requieran que X vy Y sean un hidroégeno vy
grupo carboxilico o que g@a un derivatisado (respectivamente),
nas permite distinguir entre las enzimas exopeptidasas vy las
endopeptidasas.

Las exopeptidasas cortan el extremo terminal de la cadena
peptidica.

En el caso de las endopeptidasas, que pueden romper uniones
peptidicas al azar en el interior de las proteinas (si el
requerimienta de Ri y R2 es llenado), la maxima actividad se
tiene cuanda X y Y estan derivatizadas. X puede ser un  grupo
acilo (acetil, benzoil, benzocarbonil, etc.) y Y una amina o un
grupo ester, o bien los grupos pueden ser amino&cidas.

De acuerdo al mecanismo de accidn se les puede dividir en
cuatro grupos:

a) proteasas sericas,

b)Y proteasas sulfhidrilicas,

c) proteasas que contienen metales, vy
c) proteasas acidas.

Las proteasas sericas incluyen a la familia de las
quimiotripsinas vy tripsina. Tadas tienen en comdn la
caracteristica de que son inhibidas por diisopropilfosforo
fluarhidrato (DFF), que reacciona con el grupo hidroxilo de la
serina en el sitio activo. Tienen un madximo de actividad a pH
alcalina. Las enzimas de este grupo son todas endopeptidicas.

Las proteasas sulfhidrilicas son inhibidas por agentes que
reaccionan con el grupo sulfhidrilo de la cisteina. Se incluye en
este grupo & la papaina, +fisina y bromelina, que tienen un pH
optimo entre & vy 7.5. Son estables a temperaturas entre 60 y 80
C.

Las enzimas que contienen metales requieren de la presencia
de algun ion metdlico para su funcionamiento. Todas las enzimas
de este grupo son exopeptidasas. Son activas a pH neutro. En este
grupo se incluyen a las carboxipeptidasas A y B. '

Enzimas 4cidas, son aquéllas gue son activas a pH bajo.
Ejemplos de este grupo son la renina y la pepsina, que tienen su

dptimo de actividad a pH cercano a 2.

Las enzimas también pueden ser clasificadas de acuerdo a su
origen : vegetales, animales y microbianas.

Los pardmetros frecuentemente empleados para describir una
hidrolisis enzim&tica soniconcentracidn de sustrato (expresada en
4 en peso de la mezcla de reaccién), relacidn enzima/sustrato
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" (expresada en 4 en peso), el pH vy la temperatura de reaccidn
(Adler-Nissen,1986). .

2.7 Adsorcidn. Consideraciones tedricas

Se reconoce a la adsorcidn como el proceso en el cual una
molécula (o &tomo) se une a una superficie sélida, lo que implica
que la molécula (o &dtomo) se encuentra en el mismo lugar que el
sitio activo de adsorcion (Smith,1968). La adsorcidn estd basada
en fuerzas de atracgion intermoleculares, entre el soluto vy la
superficie sélida. En genersl, sdlo ocurrird adsorcidn en una
monocapa y la superficie disponible de adsorcidn no serd cubierts
completamente (Vermeuwlen,19%8).

El sistema de adsorcidn consiste de una fase liquida o
gaseosa, llamada adsorbato, en contraste con uwna fase sdolida,
llamada adsarhente. La porcidon de la fase liquida cercana &l
adsorbente, donde las moléculas de liquido interactdan con el
s¢lido, es llamada la fase adsorbida. El resto de la fase
ligquida, consistente de moléculas alejadas de la superficie del
stlido, de tal manera que las interacciones ligquido-sélido son
despreciables, es llamada fase fluida. El adsorbatc y el
adsorbente son, en principio, mutuamente insolubles (Sircar vy
Myers, 1971).

La superticie de los materiales sdlidos (aun de los més
pulidos), no es lisa a un nivel microscépico y se puede
visualizar como formada de crestas y valles. Tales regiones son
particul armente suceptibles & tener campos de fuerza residual. En
estos puntos, los &tomos de la superficie del sélido pueden
atraer 'y adsorber a otros dtomos y moléculas de algun gas o
liquido que los rodee. Se distinguen dos tipos de adsorcién, la
fisica y la quimisorcidn.

La adsorcién fisica es un proceso poco selectivo y parecido a
un proceso de condensacion. Las fuerzas que atraen a los &tomos y
moléculas del fluido hacia la superficie del sé&lido, son
relativamente débiles y el calor liberado durante los procesos de
adsorcion exotérmicos, son del misme orden de magnitud que el
calor de condensacion. El equilibrio entre la superficie sdlida y
las moleculas adsorbidas es rapidamente alcanzado y facilmente
reversible, va que los requerimientos energéticos som bajos. Como
tal, el proceso de adsorcidn fisica es una funcion decreciente de
la temperatura y no depende de 1la naturaleza irregular de 1la
superficie; sin embargo, es generalmente proporcional & la
cantidad de superficie disponible.

El segundo tipo de adsorcidén (la guimisorcidn) es un proceso
especifico e involucra fuerzas de atraccidn y unidn mayores que
en la adsorcidén ficica, en este tipo de adsorcidn , el equilibrio
solo se alcanza a  temperaturas muy elevadas, a las cuales la
desorcidn resultea un proceso importante (Smith, 1981).

En . el caso ideal de separacidn por adsorcion, de una
sustancia en una mezcla, el adsorbente se combina fuertementes
s6lo con la sustancia & ser separada vy muestra poca o ninguna
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afinidad por los otros componentes. Estos casos pueden algunas
veces, llevarse a cabo eligiendo adecuadamente el adsprberite y el
solvente en el caso de sustancias solubles en solventes
organicos. Sin embargo, en la gran mayoria de los caseos las
diferencias en afinidad de adsorcidon na son suficientemente
grandes para permitir una separacidn del tipa "todo o nada"
(Tiselius, 1947).

La separacidn de mezclas binarias o multicomporentes por
adsorcidén es algunas veces ventajosa debido a que los costos de
capital y operacidn en muchas circunstancias son comparativamente
bajos con respecto & otras operaciones. Sin embargo, el disefo de
tales equipos ha sido realizado principalmente con la asimilacidn
de datos empiricos, por lo que se requieren mediciones vy
observaciones de planta piloto, antes de proceder al disefio de la
operacidn a escala final., Esto no es sorprendente ya que el
diseflo basado en modelos matem&ticos, aun de procesos binarios,
estd lleno de dificultades (Thomas y Lombardi,1971).

Sin embargo, en aflos recientes el trabajo tedrico vy
experimental se ha dirigido a la descripcidon de los efectos de
transferencia de masa inter e intraparticula, los cuales son
concomitantes con el proceso de adsorcidn en lechos operados
isotérmicamente. En esta forma ha sido posible patra algunos
sistemas, preparar diseffos a escala comercial a partir de datos
de laboratorio, siempre y cuando se haya involucrado el principio
de similitud geométrica y suponiendo que el equipo de laboratorio
pueda ser considerado como un modelo del equipo final (Thomas vy
Bureshi (1971).

La adsorcidén como una operacidn unitaria se ha desarrollado
en los Uultimos affos, por lo que la tecnologia publicada al
respecto, ofrece poca ayuda a una persona que se enfrenta a un
problema practico de diseffo de una unidad comercial. Sin embargo,
se reconoce gque son necesarios tres tipos de informacién para
llevar a cabo la tarea de diseffar una unidad con regeneracién del
adsorbente:

1) Capacidad de equilibrio: équé tanto de un adsorbato seré
adsorbido, bajo un conjunto de condiciones dadas?

2) Velocidad de adsorcidn: (qué tan rapido serd adsorbideo el
adsorbato bajo esas condiciones?™

3) Vida Gtil: (cuantas veces se puede repetir la operacidn?

2.7.1 Equilibrio de adsorcidn

La mayaria de los datos publicados corresponden a datos de
equi librio. Estos datos estan basados en una gama de
definiciones, tanto tedricas como empiricas, tanto para 1la
caracterizacidn de sistemas de componentes puros, como
multicomponentes. Sin embargo, ninguna describe la mayoria de las
observaciones en una base téorica rigurosa.



Algunos de "los modelos més comdnmente encontrados para
componentes puros, son (Dudar,1975):

—~Langmuir: la naturaleza de la enrergia de adsorcion es
similar a una combinacidn quimica. :

~Freundlich: toma en cuenta la distribucién de energia para
sitios de adsorcidn heterogeéneos.

i/n
V = kP (n>-1)

-B.E.T.: las fuerzas de unidn son del tipeo condensacidén.

V(Fo-F) VmC vmC Fo

-Folanyi: la adsorcion es un proceso fisico, de naturaleza
eléctrica (Adamson, 1976a).

W = ZZITfH - fg)dx

donde: V = volumen de gas adsorbido
Vm = maximo volumen de adsorcioén
F = presidn
Fo = presidn de vapor del gas
W = trabajo
s = densidad del adsorbato a una distancia x del
adsorbente

fqg = densidad del gas
b, C, ky N = constantes

En el caso de mezclas multicomponentes, los modelos
propuestos son una extensidn de alguno de los cuatro modelos
anteriores (Anderson,1977).

Un buen numero de relaciones ®presan la concentracion de
equilibrio en moles de sustancia adsorbida por unidad de fase
sthlida (@), como una funcidn de la concentracion del adsorbato en
moles por unidad de volumen de fase liguida (). La curva que
representa esta funcidédn corresponde a condiciones de temperatura
constante, por lo gque es conccida como isoterma de adsorcidn. Se
reconocen tres clases importantes de isotermas. La primera de
ellas, identificada como de equilibrio "favorable", es convera
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hacia arriba. La segunda es de equilibrio “desfavorable", con la
curva concava hacia arriba. For dltimo, existe un caso intermedio
entre los dos casos anteriores, la isoterma lineal (ver Figura
2.6). ’

Como se puede observar en la figura 2.4, la pendiente de un
sistema favorable es una funcion decreciente, mientras que la de
una isoterma desfavorable es una funciaon creciente
{(Vermeulen,1958) .

2.7.2 Efectos térmicos

Todos 1los procesos de adsorcidn generan calor. Sin embargo,
los gradientes de temperatura son generalmente menores para
sistemas ligquido-sdlido (por ejemplo, adsorcidn de una solucidn
acunsa), que para sistemas gas-sdlido, vya que la capacidad
calorifica de un liquido es de un orden de magnitud mayor que
para gases, por lo que en muchas ocasiones, se puede suponer como
un proceso esencialmente isotérmico (Smith,1968).

2.7.3 Velocidad de adsorcién. Transferencia de masa

No hay un solo enfoque gque sea completamente versatil vy
satisfactorio para la descripcién del proceso de adsorcién. Se
han usado técnicas de altura o numero de unidades de
transferencia para la descripcion de sistemas empacado, sin
embargo, se requiere de muchos datos aun para sistemas simples.
Mas aun, los datos en la literatura son raramente confiables.

La wvelocidad efectiva de adsorcion (o desorcidn) en sistemas
liguido-sdlido, esta gobernada por uno o mas pasos difusionales.
La transferencia de masa puede ser clasificada en dos regimenes:
1) la fase fluida y 2) la fase sdlida. El transporte de masa del
adsorbato entre la fase fluida y la superficie del adsorbente,
estd gobernada por difusibidad molecular o ionica y también por
difusibidad eddy en flujo turbulento. La Jdltima de ellas,
controla el espesor efectivo de la capa en la interfase liquido-
sélido.

lLa transferencia de masa del gas o liquido hacia la fase
sdlida, en los adsorbentes amorfos (p.ej., el carbdén activadod,
es invariablemente controlada por difusibidad molecular a través
de los macroporos del sélido, ésto es, de la parte exterior del
sélido a los sitios de adsorcidn internos (Anderson,1977).

Lo que es importante es una distincidn entre el paso de
adsorcidn en un sitio especifico y los procesos por los cuales el
adsorbato es transferido a tal sitio.

En sistemas acuoscos, asli como en otros sistemas, algunos de
los pasos en los procesos de transtferencia tienen coeficientes de
velocidad relativamente altos. Tales pasos pueden ser tratados
como que acwren en la cercania del equilibrio, por lo que las
fuerzas directoras, tanto de gradiertes de temperatura como de
concentracidn, se acercan a cero.
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Un método comin de considerar la importancia relativa de las
resistencias difusionales internas y la adsorcion puntual, es
medir, como una funcion del tiempo, la cantidad de adsorbato
ligada a partir de una solucidn con el adsorbente. Los datos
obtenidos de pruebas por lote, tomadas a diferentes temperaturas
y tamafios de particula, pueden ser analizados de tal manera que
se establezca la importancia de las resistencias internas. 8in
embargo, algunos tipos de difusidn tiemnen energlas de activacidén
relativamente altas, por 1lo gue la separacidon es compleja.
También en tales pruebas, se debe tener cuidado de asegurar un
movimiento tra&pido del fluido con respecto a las particulas, por
ejemple con agitaciédn, con el fin de eliminar las resistencias
difusionales externas (Smith,19468).

2.7.4 Adsorcidn de mezclas multicomponentes

En estudios que involucran soluciones de materiales de
interés bioldgico, los sistemas con dque se trata tipicamente
estan caracterizados por ciertos atributos comunes. Usualmente
son sistemas acuosos que contienen uno o mas componentes
polieléctricos o polianfdlitos, que pueden ser considerados, para
propbsitos practicos como gque no se difunden. Frecuentemente
contienen tambieén compuestos de baijo peso molecular y por tanto
gque se difunden, incluyendo al menos uno que estd ionizado. En el
presente contexto, los aspectos mas importantes a considerar en
estas soluciones, es que son sistemas multicomponentes y que
contienen especies que se difunden vy otras que no lo hacen
(Casassa y Eisenberg, 1965).

El problema de la descripcidn de la adsorcidn a partir de una
solucidon multicomponente ha sido investigado muy poco, tanto
tedrica como experimentalmente., Los estudios al trespecto, toman
en cuenta algunos factores que ejercen influencia significativa
en el equilibrio de adsorcién, comoc son: la heterogeneidad
energética del sélido, la no idealidad de 1la solucidn, la
formacidn de multicapas y la interaccidn entre los componentes de
la solucién., Sin embargo, a la fecha tales estudios no son
concluyentes (Darilo-Marczewska y colaboradores,1985).

2.7.5 Adsorcién con carbdn activado

Tiselius(1947), en su revisidn sobre el uso del carbdn
activado para estudios de separacién de mezclas de aminocacidos
cita que es una técnica usada desde 1919. #perimental mente
realicé mediciones del volumen de retemcién, como un medio para
comparar la adsorcidn de diferentes aminoacidos en carbon
activado (Tabla 2.11). Encontrd que el uso de diferentes tipos de
carbdn muestran diferencias més o menos grandes, pero concluye
que 21 orden que se muestra en la Tabla 2.11 po cambia con el
tipo de carbdn.

Tales diferencias, menciona, permiten visualizar la
posibilidad, al menos Lléoricamente, de separar aminoédcidos vy
peptidos por medio de adsorcidén con carbon activado.



v

Tabla 2.11 Volumen de reteﬁ&iéhféh la adsorcion de algunos
aminpAcidos y péptidos en carbdn activado (Carbo Activ Schering).
Soluciones acuosas al 0.8574 e o :

Sustancia Valumen de retencidn

ml/g de carbdn

Alanina 0.3
Hidroxipralina 2.0
Préalina 2.5
Valina 3.2
Leucina 7.7
Isoleucina ?.2
Metionina 12.4
Histidina ) 15.0
Arginina 40,4
Triptofano ) 76.5
Fenilalanina ) 62.5
Glicil-glicina 3.9
Leucil—-glicina 18.2
Leucil—glicil-glicina 29.8
Glicil-alanina 4,0
Valil-alanina 22.0
Alanil-leucil-glicina 34.4

De la Tabla 2.11, se observa que el triptéfano y 1la
fenilalanina son fuertemente adsarbidos (también lo seria 1la
tirosina). De hecho se ha probado que se pueden lavar todos los
aminoacidos en wna columna de carbdén activado, reteniendo
Ynicamente los aminoédcidos aromdticos; con la gue serviria como
un primer paso en la separacion de aminodcidos de un hidrolizado
proteico. S5in embargo, si la hidrélisis es incompleta la elucidn
de los péptidos alifdticos (com dos o tres aminodcidos), pudiera
no ser cuantitativa, ya que algunos péptidos se unen tan fuerte
como los aminocdcidos aromaticos.

De loes estudios realizados por Tiselius Y otros
investigadores (Tiselius,1941; Schramm vy Primosigh,1943), se ha
observado que durante el proceso de adsorcidn pudiera ocurrir
desaminacidn u oxidacidn de 1os aminoidcidos. Tal situacion se
puede prevenir "envenenando'" el carbédn con KCN y/o realizando las
experiencias durante tiempos cortos.

El procedimiento recomendado por Tiselius, incluye un
pretratamiento con acido acético al 9S%, ya gue sin &1, parte de
los amino&cidos permanecen adsorbidos fuertemente.

En el laboratorio, los procedimientos experimentales tienen

tres obietivos:
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1) Determinar si un carbdém activado efectivamente realiza la
separacidn deseada.

2) Seleccionar el carbén mas adecuado.

3) Establecer las condiciones dptimas de adsorcidn.

Algunos aspectos que hay que tener en cuenta en el caso del
carbén activado como adsorbente, se pueden resumir de la
siguiente forma (ver también las Tablas 2.12 vy 2.13)
(Hassler,1974):

a) El método para decidir cual es el mejor carbdn activado,
es por "prueba y error".

b) El carbdn granular requiere de mayor tiempo para alcanzar
el equilibric comparado con el finamente dividido.
Independientemente de como se vaya a utilizar, las pruebas se
deben hacer con carbdén pulverizado.

c) Rara vez el carbon activado es adecuado para adsorcidn  en
medios alcalinos. En condiciones acidas, se promueve la adsorcion
de &acidos orgénicos. El pH ¢ptimo es especifico para cada soluto.

Tabla 2.12 Factores que influencian la adsorcién en la
interfase liquido-carbdn activado (Hassler,1974).

Atraccidan del soluto por el carbodn

Atraccidn del solvente por el carbdn

Foder de solubilizacidn del solvente sobre el soluto
Asociacién de especies

Ionizacidn de las especies

Efecto del solvente en la orientacitn del soluto en la interfase
Competencia por la interfase en presencia de saolutos maltiples
Interaccidn de solutos en soluciones multicomponentes
Coadsorcion

Tamafio molecular de especies en el sistema

Distribucidn del tamafio de poro en el carbon

Area superficial

Concentracion de constituyventes

0
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Tabla 2.13 Influencia de la estructura molecular en la
adsorcidn con carbdn activado (Hassler,1974).

a) Los compuestos aromdticos son en general mas adsorbibles
que los alifaticos de tamafo molecular similar.

b) Las cadenas ramificadas son en general mds adsorbibles
que las cadenas lineales.

c) La influencia de grupos sustituyentes es modificada por
la posicién gue ocupan, por ejemplo, orto, meta y para.

d) Los estereocisodmeros muestran patrones inconsistentes.

e) Los istmeros dpticos, dextro y levo, parece gque son
igualmente adsorbidos.

[%]
o
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Capitulo III Materiales y Métodos

Como se @enciond en la introduccidn, la Jinalidad del
presente proyecto es el desarrollar un praceso para obtener un
producto para ser suministrado a nifos que padecen
fenilcetonuwria., For las caracteristicas del proyecto se decididé
realizarlo en dos partes.

En la primera parte se determinaron las condiciones dptimas
que permiten liberar la mayor proporcidn de fenilalanina en forma
de aminoacido 1libre, a partir de una proteina de buen valor
nutricional, alta disponibilidad y bajo costo, por medio de una
hidrdlisis enzimdtica. Esta etapa del proyecto fue llevada a cabo

por Lara (1988).
L.a segunda parte del proyecto, objeto de esta tesis consiste
de la determinacidn de las condiciones de separacién de

fenilalanina a partir del hidrolizado proteico, realizacidn de
pruebas piloto y evaluacién econdmica del proyecto.

3.1 Plan de trabaio

En resumen, esta etapa del proyecto se desarrolld de 1la
siguiente manera:

a) Ezstudio de alternativas que permitiesen separar la
fenilalanina del hidrolizado de proteina.

b) Establecer la metodologia para tratar el hidrolizado
enzimdtico con el método de separacidn seleccionado.

c) Obtencién de las condiciones necesarias para establecer un
proceso que permita operar a nivel planta piloto.

d) Formulacidn del producto.
@) Pruebas a nivel planta piloto.

) Evaluacidn econdmica preliminar.

3.1.1 Caracteristicas del producto buscado

LLa base para desarrollar un alimento apto para niffos, debera
tomar como punto de partida las cantidades de nutrimentos minimos
recomendables necesarios para llenar los requerimientos, que
permitan un desarrollo adecuado del individuo que lo consuma.

Si  tomamos en cuenta gue lo que se esta modificande en este
proyecto es la proteina, en principio las caracteristicas a
establecer se restringen a este nutrimento.

En primer lugar, de acuerdo a las disposiciones de la

Secretaria de Salud, un alimento para lactantes (de menos de 12
meses) y nitos (de 1 a 3 afos), deberd cumplir en cuanto al
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contenido de proteina con (Diario Oficial,1988; ver tambien Codex
Alimentarius,1981):

"IV. FProteinas: como minimo 1.8g/100 kilocalorias utilizables
de proteinas de calidad nutritiva equivalente a la de la caseina,
o una cantidad mayor de otras proteinas en proporcién a su valoar
bioldégico.

La calidad de las proteinas no serd inferior al 85Y% de la
caseina. La cantidad total de las proteinas no excederi de 4 grs.
por 100 kilocalorias utilizables. La calidad de las proteinas
debera determinarse empleando €l método del FER.

Podran afadirse aminodcidos aislados a +in de mejorar el
valor nutritivo de la férmula, para mejorar 1la calidad de las
protelnas, podran affadirse aminodcidos esenciales uUnicamente en
las cantidades estrictamente necesarias, los cuales deberan ser
en su forma natwal L., de acuerdo a la norma correspondiente."

En cuanto al contenido de cada amincacido que se debe
ingerir, la FAO (1973), recomienda una cantidad minima de
aminoécidos esenciales para cumplir con los requerimientos
diarios que permitan un sano desarrollo del individuo (Tabla
3.1,

Tabla 3.1 Requerimientos de aminodcidos esenciales
en el humano (FAO,1973).

Aminoacido Requerimientos en Fatrén ideal provisional

bebés (0-4 meses) para bebés
mg/dia por kg mg/g de proteina
‘ His 28 14
Ile 70 33
Leu 161 80
Lis . 103 52
Met (+Cis) o8 29
Fen{+Tir) 125 &3
Tre 87 44
Trp 17 8.9
Val 93 47
Total de a.a.
esenciales 742 372.5

Requerimiento total
de proteina (huevo
o proteina de leche) 2000

For lo tanto, 1 producto que se 'pretende desarrollar debera
cumplir con los criterios anteriores en cuanto al contenido de
proteina y aminodcidos, para que en principio llene con las
disposiciones oficiales respectivas.
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For dltimo, le dieta recomendada para niffos fenilcetondricos
establece que la ingesta de fenilalanina deberd ser de 20 a &0
mg/dia por kilogramo de peso del nifio, para que el nivel en
sangre del aminpacido sea de 7 a 10 mg/l00 ml. Si la ingesta de
fenilalanina es mepor a 20 mg, el crecimiente se detiene vy si
sube por encima de 100 mg sufre retraso mental (Davidson,1979).
Fara el presente proyecto se determind que el alimento no deberia
de proporcionar al paciente mas de 40 mg/dia por kilogramo de
peso del nifio.

3.2 Materiales
3.2.1 Reactivos

Los reactivos usados fueron grado analitico o espectroscopia
en el caso de pruebas de laboratorio y grado alimenticio en el
caso de pruebas a nivel planta piloto. Las enzimas fueron donadas
por Enzimas y Productos Guimicos S.A. de C.V. vy ENMEX G.A. de
C.V. o adquiridas de SIGMA Chem. Co. Las resinas de adsorcidn
fisica fueron donadas por Rohm and Hass de México S.A. El carbdn
activado donado vy adquirido de Clarificantes Mexicanos S.A. de
C.V. La leche descremada donada por LICONSA. El caseinato de
sodio donado y adquirido de ARANCIA S5.A. de C.V. y Complementos
Alimenticios S.A. Carbohidratos y grasa butirica donada por
Arancia 5.A. de C.V. Mezcla de vitaminas donada por Laboratorios
Roche. Una lista de los principales reactivos y materias primas y
su fuente se presenta en la Tabla 3.2,

3.2.2 Equipos e instrumentos

Los principales instrumentos utilizados en esta tesis se
presentan en la Tabla 3.3. En la Tabla 3.4 se enlistan los
equipos utilizados en laboratorio y planta piloto. Adicionalmente
se utilizaron material y equipo comun de laboratorio.

3.3 Metodologia

A continuacion se presentan los métodos experimentales
utilizados para el desarrollo del presente trabajo. Fara una
descripcidn de la finalidad y resultados obtenidos de cada método
referirse al capitulo 4.

La descripcidn de las metodologias se hace en dos partes. La
primera incluye los métodos usados que son descritos en la
literatura. La segunda parte lo constituyen aqguellos metodos que
sa@ utilizaron durante el desarrollo de la tesis y que fueron
adaptados a las circunstancias propias de cada determinacidn.
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Tabla 3.2 Lista de los reactivos usados en este proyecto.

Material Fuente
L-aminoacidos o Merck -

ICN Nutritional Riochemicals
Féptidos Sigma Chem. Co.

Resinas de adsorcién fisica
Carbén Activado
Actibon A-&1
DGR B8x30
Enzimas
Fronase
Amana 2A
Fapaina
HT proteolitic 2000
Leche descremada en polvo
Caseinato de sodio

(grado E)

Sdlidos de maiz hidrolizados
Grasa butirica (99.9% puro)
Grasa vegetal (aceite MAZOLA)
L—-aminoacidos grado alimentos
Lecitina (Centrophase)

Mezcal de vitaminas VITALAC
Filtroayuda (Tipa 4107)
Monoestearato de glicerilo
Sales minerales (grado USP)

Guimica Trepic, S.A. de C.V.
Folifos S.A. de C.V.
Clarificantes Mexicanos SA de CV

Calbiochem

amana Co.

Hervi 5.A.

ENMEX S5.A. de C.V.

Froducto frances

Arancia S.A. de C.V.
Complementos Alimenticios S.A.
Arancia 5.A. de C.V.

Froducto neozelandes

Froductos de Malz 5.A.
Ajinomoto, USA

Central Soya, Chemurgy Div.
Laboratorios ROCHE

Decalite Mexicana S.A.

Farmacia Cosmopolita 5.A de C.V.
Farmacia Cosmopolita S.A de GuV.

Tabla 3.3 Instrumentos utilizados en el desarrollo del proyecto.

Equipo de cromatograftia HFLC
Detector de fluorometria
Espectrofotémetro
Termobalanza

Equipo Kieldahl

Baflo control de temperatura
Medidor de pH

WATERS, mod. 740
WATERS, mod. 420
SHIMADZU, mod UV-120-02
OHAUS
LABCONCO
HAAKE, mod.
BECEMAN, mod.

ESZ

3800
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Tabla 3.4 Equipos utilizados en el desarrollordei proyecto.

Equipos para reaccion enzim&tica

BFioflow (S00ml) New Brunswick Sci. " Mod. C30
Control de pH " " " Mad. FH22 y 40

Lh fermentation (13 1) Lh Mod. 2000 S-1
Incubadoras

Enviromental Incubator New Bruswick Sci. Mod. G-24

Estufa de incubacidn RIODSA Mod. EC
Estufas

Estufa de vacio National Appliances Co. Mod. 583t

Estufa de calentamiento MAFSA Mod. MDP~&645

Mufla L.IDBRUG Mod. 51848
Centrifugas

20000 rpm (lab) DAMON/IEC Div. Mod. IEC-HT

2100 rpm (planta pil.) Mexicana de Maquinaria Mod. S05-5P@
Homogenizadoras WARRICE Blender

SILVERSON

Secador por aspercidn NIRD ATOMIZER

3.3.1 Métodos generales

* Determinacidn de aminodcidos y péptidos por el método de la
ninhidrina. Se siguidé 1la técnica de Moore y Stein (1948),
descrita por Snell y Snell (1956).

* Determinacidn de aminoacidos Y péptidos por
espectrofotometria. Se siguieron las recomendaciones presentadas
por Wetlanfer (1942).

¥ Precipitacidn de proteina con &cido tricloroacético (TCA).
Se siquid la técnica descrita por Greenberg y Shipe (1979).

* Determinacién de tirosina con el reactivo de Foulin.

La concentracidn de tirosina, puede ser evaluada usando el
reactivo de Foulin-Ciocaltenau, que forma un compuesto de color
azul gque puede ser cuantificado por espectrofotometria a 750 nm.

A 3 ml de la solucidn problema (que contenga entre 0 y 15 pg

de Tir/ml), se le agragan 5 ml de NaOH (0.5 M) vy 1.5 ml del
reactivo de Foulin, diluido 1:3 en agua. Se agita y después de 25
minutos se determina la absorcidn de la solucidn resultante a 730
nm, contra un blance de reactivos. Las concentracion se determina

a partir de una curva patrén previamente preparada.
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% Hidrolisis &cida de proteina.

En ampolletas de vidrio se ponen 1.5 ml de una solucidn de
proteina al 104 y se agregan 2 ml de HCl &N, Se hace un barrido
con nitrdgeno (para eliminar el oxigeno) durante 20-30 segundos.
Se hace vacio a la ampolleta durante 5-10 minutos. Se cierra la
ampolleta a la flama (manteniendo el vacio). Se coloca la
ampolleta en horno a 110°C durante 24 horas. Al final de este
periodo se abre la ampolleta y se filtra la solucidn para retirar
el material carbonizado.

* Determinacidn de aminodcidos por HFLC.

Los aminné&cidos {a excepcion de Trp, Fro, Cis, Asn vy Gln),
fueron cuantificados por cromatografis en fase inversa, empleando
una columna C18 con un gradiente de solventes acetonitrilo:agua,
segun lo descrito por McCaman y Robins (1962).

A una muestra previamente neutralizada (normalmente con NaOH
al 20% F/F) se le agrega el estandar interno de
fluarofenilalanina. Las aminoacidos son  derivatizados con
ortoftaldehido y - etanotiol como reductor. Los derivados se
detectan por fluorometria. La cantidad de cada amincdcido se
determina usando corridas patrdn previamente evaluadas.

Debido al alto costo de este tipo de analisis, se realizaron
frecuentemente andlisis parciales de aminodcidos (Val, Met, Ile,
Leu y Fen). Unicamente se hacia analisis completo de aminoacidos
en soluciones que se determinaba su importancia. Un ejemplo de
cada tipo se presenta en las figuras Z.1 y 3.2, respectivamente.

# AnAlisis bromatoldgico. Las determinaciones de proteina vy
humedad se efectuaran de acuerdo a las técnicas del ADAC (1973).

3.3.2 Métodos particulares
3.3.2.1 Reactivaciéon de resinas de adsorcion fisica

l.as resinas XAD-2, XAD-4 y XAD-7 (20 g de cada una), tal como
se obtienen del fabricante, son lavadas dos veces en agua. Una
ve: retirada el agua, se agregan 100 ml de HCl I N y se dejan en
agitacidn durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
neutralizan con NaOH 1 M. Se lavan y almacenan en agqua destilada.

Se determind gque tres gramos de resina activada eran
suficientes para adsorber el 99% de la fenilalanina contenida en
i0 ml de una solucién al 0.1% (F/VW). Tiempo de contacto 7320
minutos con agitacién a temperatura ambiente.

Se determind la adsorcidn con estas resinas de Tir, Trp, Lis,
Val, Cis, Met, Tre y del dipeptido aspartamo, poniendo 10 ml de
una solucidn al 0.1% (F/V) con tres gramos de resina previamente
activada, en iguales condiciones que para fenilalanina. La
retencidn de cada aminodcido en el adsorbente se midid en el
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Figura 3.1 Resultado tipico de un andlisis parcial de aminoécidos

por HFLC. La numeracidn corresponde a Val (7), Met (&),
Leuw (9}, Ile (10), Fen (11), Estandar interno (12). El
ejemplo corresponde al hidrolizado enzimdtico de
caseina (5=i0%), con Amano 2A-Papaina (E/8=1 y 2%, t=21
hry, T=50=C), despues del tratamiento con carbdn
activado a una dosis de 8354 del requerimiento para
eliminar Fen, Tir vy Trp. El andlisis se realizd al
hidrolizado &cido resultante del proceso.
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Figura 3.2 FResultado tipico de un andlisis total de amincacidos
por HFLC. La figura muestra el an&lisis para el
hidrolizado descrito en la Figura 3.1, tratado con un
5% de exceso del carbdn activado necesario para retirar
el 100%Z de Fen, Tir y Trp.
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sobrenadante por el método de la ninhidrina , después de filtrar
la mezcla.

3.3.2.2 Nitracion de resinas

La reaccidén de nitracidn sobre 1la resina XAD-4 se llevd a
cabo siguiendo los principios delineados por Groggins (1957) vy
usando las proporciones de reactivos recomendadas por Adams
(1979) .

Se hidratan 18.5 gramos de resina XAD-4 durante 30 minutos
con aguwa destilada y se hacen dos lavados sucesivos con agua
retirandose ésta por filtracidn. Se prepara mezcla  de nitracidn

24 g de Acido nitrico vy 16 g de &cido sulfurico concentrados).
Se pone la mezcal de reaccidon en bafto de hielo y se agrega
lentamente la resina hidratada. Una vez terminada la adicidn se
pone el recipiente en bafio de temperatura constante (&60°C)
durante 50-460 minutos. La tresina cambia de un color crema a un
color rojo obscuwo. Se retira la mezcla de reaccidn por
decantacidn y se lava la resina con agua. 5Se neutraliza con NaOH
concentrado. Una vez neutralizada la resina se lava sucesivamente
con agua hasta que ésta no presente color. La resina se almacena
e2n agua destilada.

Las pruebas de adsorcidn se realizan con los aminoacidos
listados en la seccidn 3.3.2.1, bajo los mismos criterios.

3.3.2.3 Reaccion de Wohl-Aue

La resina nitrada (seccidn F.3.2.2), 9 gramos, se mezclan con
100 ml de benceno y se agregan 10 gramos de KOH molida. Se
agregan 5 ml de anilina y se pone a reflujo durante 12 horas. Una
ve: terminada la reaccidn se lava y neutraliza 1la resina. Se
almacena en agua destilada.

Las pruebas de adsorcidn con estas resinas en condiciones

similares a las presentadas en la seccidn Z.3.2.1.

3.3.2.4 Adsorcién con carbén activado Actibon A6l

El carbdn tal cual fue suministrado por el fabricante fue
usado en las pruebas de adsorcién sin preparacidn previa.

Se determind que 1 gramo de este carbén era suficiente para
retirar el 994 de 1la fenilalanina contenida en 10 ml de una
solucion al 0.1% (F/V). Tiempo de contacto 2 horas en agitacidn a
temperatura ambiente.

Se realizaron pruebas de adsorciédn fisica con los aminoacides
Tir, Trp, Tir, Lis, Val, Cis, HMet v Tre, bajo las mismas
condiciones que para fenilalanina. La adsorcidén  de cada
aminoécido en el carbdtn se determino por el método de la
ninhidrina.

.
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3.3.2.9 Adsarcién de Fenilalanina con carbones CLARIMEX

Esta prueba corresponde a la determinacion de adsorcidn de
fenilalanina por los carbones activados DGR 8x30, VG 10335 y Tipo
06l. Los carbones se usaron en las condiciones en gque son
proporcionados por el fabricante y sin preparacidn previa.

Se muelen finamente los carbones. Se pesan 0.25, 0.50, Q.79 vy
1.0 gramos de cada carbdn. Se ponen en contacto con 10 ml de una
solucién de fenilalanina 0.02M,vdurante 1 hora a 25°C en vaso con
agitacidn magnética.

Se determina la concentracién del sobrenadante de cada
solucidn, despues de filtrar 1la mezcla, por el método de 1la

ninhidrina.

3.3.2.6 Propiedades del carbdn activado CLARIMEX DGR 8x30

Una vez seleccionado el material de adsorcion se determinaron
algunas de sus propiedades en base & lo descrito por Hassler
(1974) .

a) Densidad.

Se pesan tres muestras de 10 ml de carbdn activado (tal cual
lo propoarciona el fabricante) y se obtiene el - valor de densidad.
El valor reportado es el promedio de las determinaciones.

b) Distribucidn de malla.

Se hace la distribuciédn de malla (US) usando 100 gramos de
carbon activado. Resultado promedio de dos determinaciones.

c) Humedad.

Se pesa una muestra de 10 gramos. Se introduce en una estufa
a 28 mmHg de vacio y a una temperatura de 100=C durante 6 horas.
Se retira la muestra de la estufa y se pone en un desecador a
enfriar. Despues de 2 horas se pesa. El por ciento de humedad
serd la diferencia del peso inicial menos el peso final entre el
peso inicial. Valor reportade resultado de dos determinaciones.

d) pH.

Se pesan 2 gramos de carbon activado y se agregan a S50 ml de
agua de pH 7. Se calienta a 902C durante S wminutos. Se deja
enfriar la muestra a temperatura ambiente y se realiza la
medicion de pH. El pH de la mezclas agua-—-carbén se mide mientras
se agita. Valor reportado promedio de dos determinaciones.

e) Cenizas.

Se pesan £ gramos de la muestra de carbdn y se ponen en mufla
a 600°C durante Z.5 horas. Se deja enfriar en desecador y se
pesan. El resultado es el promedic de dos determinacicnes y se da
como por ciento en base humeda.
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3.3.2.7 Pruebas preliminares con carbén activado DGR Bx30
a) Influencia de la agitacién.

Se wsan dos tipos de agitacidn en estos euperimentos: a) vaso
de precipitado con y sin agitacidn y b) tubo de ensayo cerrados y
agitacidén orbital. :

A cada recipiente se agregan 10 ml de una solucidn 0.02 M de
fenilalanina. Se agrega 1.0 gramos de carbdn activado molido y se
activa 1la agitacién al  valor prestablecido (en vaso de
precipitado sin agitacidn, a 100 rpm y una agitacién »250 rpmi en
tubo de ensayo a 40 rpm). Temperatura de operacidn 28eC.
Transcurridos S5 minutos se toman muestras y se filtran. La
adsorcidén se mide como diferencia entre el wvalor inicial y el
valor final de concentracion, medido por ninhidrina.

b) Efecto del tamafio de particula.

La experiencia en forma similar a la descrita en la seccidén
J.3.2.9, con la unica variante que se usa carbon activado
finamente molido y sin moler {(muestra con carbén de malla <1i2).

c) Efecto del pH.

Experiencia en forma similar a la descrita en la seccidn
Z.3.2.5, con la variante de que se usa el carbédn activade DGR
%30 molido en dos condiciones de pH. Una al pH que impone el
carbédn original y la segunda con el pH modificado.

La modificacidn del pH se obtiene poniendo carbdn activado en
agua destilada vy agregando HC1 1 N, hasta que el pH de la
solucidn sea igual a 5, Entonces se filtra y se seca en estufa a
&0°C.

3.3.2.8 Isotermas de adsorcidn

En recipientes con temperatura controlada y agitacidén
magnética se agragan 10 ml de una solucidn 0,04 M de fenilalanina
esperando que alcancen la temperatura establecida. A cada
recipiente se agrega una cantidad de carbdn activado y se permite
que alcancen el equilibrio. Las temperaturas elegidas fueron 10,
20 y 40°C. Las dosis de carbon activado molido fueron 0.25, 0.50,
0.75, 1.0, 1.9 y 2.0 gramos para cada temperatura. Se supuso gque
con una hora de contacto de la solucidén de fenilalanina con el
carbédn activado era suficiente para alcanzar el equilibrio. En
experiencias posteriores de cinética de adsorciédn se observa gue
esta suposicidn es valida.

Después de una hora de contacto, la mezcla se filtra vy se
determina en el sobrenadante 1la concentracién residual de
fenilalanina pot el método de la ninhidrina (éste es el valor de
concentracion de equilibrie). la cantidad de fenilalanina
adsorbida por unidad de adsorbente se determina como la
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diferencia entre la cantidad inicial menos la corcentracidn de
equilibrio.

3.3.2.%2? Cinética de adsorcidn

En un  recipiente con  agitacion magnética y temperatura
controlada se ponen 30 ml de una solucidn 0.04 M de fenilalanina.
Se agrega carbon activado (sin moler, malla<lZ?) como si se fuese
a eliminar +fenilalanina (1 gramo) vy se toman muestras de la
solucién a tiempos determinados. Las muestras se analizan por el
método de la ninhidrina. Esta experiencia se repite a tres
temperaturas diferentes.

3.3.2.10 Adsorcién de aminoédcidos

Se preparan soluciones 0.02M de Tre, Lis, Val, Pro, Glu, Met,
e His, A 10 ml de cada solucidn se le agrega carbédn activado
(finamente molido) en la cantidad necesaria como si se fuese a
eliminar fenilalanina (1 gramo) y se dejan en agitacidn por 30
minutos a una temperatuwa de 28°C. La cantidad adsorbida se
calcula como la diferencia entre 1la cantidad del amino&cide
inicial menos la cantidad final medidos por el método de 1la
ninhidrina. Se pudo observar que a excepcion de valina y prolina
los otros aminoacidos podlian ser evaluados con la curva patrdn de
fenilalanina.

Esta experiencia se repitid usando carbdédn activado con el pH
modificado a un valor de 6. La modificaciéon de pH como 1la
descrita en Z.3.2.7.

3.3.2.11 Adsorcidén de péptidos

Se preparan soluciones de aspartamo (L-aspartil-L-~
fenilalanina-metil ester) de S5 mg/ml, glicilfenilalanina de 0.01
M, DL-alanil-DL-metionina de 0.01 M, di-triptéofano de 0.004 M y
tri-fenilalanina de 0.001 M (las concentraciones de estas Ultimas
dos soluciones en este rango debido a la poca cantidad
disponible). Se agrega la cantidad de carbdn activado necesario
como si se fuera a eliminar fenilalanina en la concentracidn de
cada solucidn. Se evalua la adsorcidn por espectrofotometria en
W para aspartame y Gli-Fen (260 nm), Trp-Trp (280 nm) y tri-Fen
(257.5); para Ala-Met por el método de la ninhidrina, a partir de
curvas patrdn previamente preparadas.

3.3.2.12 Mezcla de aminoacidos con fenilalanina

Se preparan soluciones 0.02 M de Fen, Arg, Met, Lis, Val, Tre
e His. A edcepcion de la fenilalanina ninguno de estos
aminoicidos absorben la luz ultravioleta a Z57.5 nm. Se preparan
10 ml de solucidn, mezclando 9 ml de fenilalanina vy 5 ml de cada
amino&cido. Se agregan 0.% gramos de carbdédn activado. Se poren en
agitacidn durante 20 minutos & una temperatura de 2U=C. Al final
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se filtra vy se mide la concentracitdn de fenilalanina en el
sobrenadante por espectrofotometria uv a 257.9 nm. La
concentracidn final de cada aminodcido se determina por el método
de la ninhidrirna. El valor reportado para cada aminoacido sera
aquél obtenido por el método de la ninhidrina menos  la
concentracién de fenilalanina determinada por espectrofotometria

uv a 257.59 nm.

3.3.2.13 Curva de Actividad-Temperatura para la enzima
Pronase.

Se preparan soluciones al 1% (F/V) de caseina. Se ponen 25 ml
de la zolucidn ¥y ze agrega la enzima (pronase) a un nivel de 1%
E/S (ésto es 0.0025 gramos de enzima), cuando se ha alcanzado la
temperatura de trabajo. tLas temperaturas usadas fueron 35, 40,
45, S0, 55 y 60=C. A intervalos de tiempo se toman muestras y se
precipitan por la técnica de TCA. Se filtran y al sobrenadante se
le determina tivrosina liberada por el método de Foulin.

Se hacen graficas de mg de tirosina liberada por unidad de
volumen vs tiempao a cada temperatura. De estas graficas se
determina la pendiente al inicio de la reaccion (igual a la
velocidad inicial, definida como mg de tirosina liberados por
unidad de volumen por unidad de tiempo). Lo que se reporta es una
grafica de velocidad inicial vs temperatura.

3.3.2.14 Hidrélisis enzimatica de leche.

En un matraz erlenmeyer de 125 ml se ponen S50 ml de agua y se
agregan B8.33 gramos de leche (358% de proteina) para tener una
solucion al S4  (F/V) de proteina. Una vez alcanzada la
temperatura de trabajo se agregai(n) la(s) enzima(s).

Se probaron las siguientes combinaciones de enzimas: Amano
2A-Pronase (ARA—P), HT protealitic-Fapaina-Pronase (HT-Pap—F), HT
proteolitic-Pronase (HT-F) vy Fronase (F). La secuencia y
condiciones de reaccién para cada hidrolizado se presenta en la
Tabla 3.5.

Cada hidrolizado de 1la Tabla 3.5, s=e llevé a cabo por
duplicado. Una vez agregada la primera enzima, se adiciona el
benzoato de sodio al 0.1% (F/F) como preservador para evitar la
contaminacion microbiana.

Fara evitar contaminacidn microbiana, los recipientes y el
agua se esterilizan previamente en autoclave 15 minutos a 15
psig. La adicidn de leche, enzimas, benzoato de sodioy la toma
de muestras se realiza en condiciones de asepsia.

Los matraces son tapados con tapones de gasa y cubiertacs de
papel aluminio. Una vez preparada la mezcla de reaccidn se coloca
en incubadoras con agitacidn (100 rpm) y temperatura controlada.

Al terminar la reaccidn, se toma 1 ml del hidrolizado

resultante y se agrega una mezcla de 5 ml de TCA &l 574 con 2 ml
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de agua. Se agita y después de 30 minutos se filtra en papel
Watman (No. 5 o 42). El sobrenadante se analiza para contenido de
aminoacidos por HFLC.

3.3.2.15 Hidrélisis enzimatica de caseinato con endo vy
exoproteasas.

En un frasco cilindrico de S00 ml, se agregan 250 ml de agua
destilada. Se disuelve caseinato al 104 P/V (25 grames), a una
temperatura de S0°C. Se estabiliza la temperatura de trabajo y se
adiciona(n) la(g) enzima(s). Se pone en agitacidn a 100 rpm.

Se probaron las siguientes combinaciones de enzimas: Amano
20-Fronase (A2A-F) y HT proteolitic-Amano 2A-Fronase (HT-A2A-F).
En la Tabla 3.6 se presentan la secuencia y condiciones de
reaccidn para cada hidrolizado.

Una vez terminada 1la reaccidn se procede como en 3.3.2.14,
para el andlisis de amino&cidos.

3.3.2.16 Hidrélisis de caseinato con endopeptidasas.

l.La preparacion de soluciones igual que en 3.3.2.158. Las
combinaciones de enzimas fueron: HT proteolitic (HT), HT
proteolitic—Amano 2A (HT-AZ2A) y Amano 2&-Fapaina (AZA-Fap). En la
Tabla 3.7, se presenta la secuencia y condiciones de reaccidn
para cada hidrolizado.

Una vez terminada la reacciédn se procede como en 3.3.2.14,
para el andlisis de aminoacidos.

3.3.2.17 Adsorcién de fenilalanina presente en hidrolizados
de leche.

FPara estas pruebas se utilizaron log hidrolizados L, 24y 3 v 4
(Tabla 3.59) de la seccidn 3.3.2.14.

A 20 ml del hidrolizado previamente desactivado térmicamente
(10 min & ebullicion), se agrega la cantidad de carbdn activado
con un 25% de excesc para retirar el 100% del contenido de Fen,
Tir y Trp, calculado como se indica m&s adelante. Se pone en
agitacidn a 100 rpm durante 40 min, a una temperatura de 25eC.

Una vez terminadoc el proceso de adsorcidn, se filtra o
centrifuga v al sobrenadante se le analiza el contenido de
aminoacidas.

El contenido de amincdcidos libres en solucidn despues de la
adsorcidn con carbén activado, se obtiene precipitando con TCA.
Al sobrenadante se le analiza par HFLC.

El contenido de aminodcidos total después del proceso de
adeorcidn, se obtiene realirando uwne hidrdlisis dcida al
sobrenadante v analizando por HFLC,
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Tébla‘3.5 Procesos seguidos en la hidrolizis enzimdtica de Leche (5Y P/V)

Hidrelizado

Etapa |

Etapa 11 Etapa lil

i

HT+Pap. ,E/5=2 y 1}
t=2 hr, 1=50°C
pH de 1a solucitn

Desactivacién téraica Pronase, E/8=0.15%
de enzima 10 ain a t=24 hr, T=50°C
ebullicion. Ajuste de pH=7.4

pH a 7.4 con NalH 4
{aprox. 1 al}

2 A2A, E/5=1%, t=bhr
T=50°C,pH de la
solucidn

Iqual al anterior Igual al anterior

3 HT, E/S=1%, t=5hr
1=50°C, pH de la
solucidn

Iqual al anteriar Igual al anterior

Ajuste de pH a 7.4 lgual al anterior

Tabla 3.6 Procesos de reaccién enziadtica de caseinato (5=10%) con exo y endopeptidasas

Hidrolizado Etapa | Etapa 11 Etapa 111 Etapa IV

Etapa V

5 A2, E/S=1%, t=Shr
1=50°C, pH de 1a
splucidn

Desactivacion téraica Promase, E/S=1X -
enzisas 10 ain a t=19 br, T=50°C
ebullicién pH de l1a solucitn

b W, E/S2Y, t=3hr
1=50°C, pH de la

Iqual al anterior A2A, £/5=1%, t=4hr Desactivacién térmica

1=50°C, pH de la  de la enzima 10 ain

solucién solucidn a ebullicion
7 Iqual al anterior  Igual al anterior Iqual al Igual al anterior
anterior

Py E78=0.01%
t=Shr, T=50°C
pH de la solucion

Py E/8=0.011
t=24 hr, T=40°C
ph de la solucitn

Tabla 3.7 Procesos de reaccidn enzimdtica de caseinato {5=10%) con
endopeptidasas

Hidrolizado  Etapa Etapa 11 Etapa 111

8 HI, E/5=2i, t=3hr -
T=50°C, pH de la
splucin

Deasactivacidn téraica A2A, E/S=1%,t=dbr
de 1a enzisa 10 ein 1=50°C, pH de la
a ebullicion solucitn

9 fqual al anterior

10 A2A+Pap,E/o=st v -
t=2thr, 1=50°C, pH
de 12 sclucitn
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~Calcula de carbén activade para el proceso de adsorcion.

El ejemplo que & continuwacion se presenta, supone el
tratamiento de 20 ml de hidrolizado.

En leche descremada se tiene que Fen = 47.5 mg/g de proteina,
Tir = 4B.8 mg/g de proteina vy Trp = 13.4 mg/g de proteina (Tabla
4,13 .

81 se disuelven 8.33F gramos de leche descremada ( con un
contenido de X5% de proteinal, en S0 ml de agua, se obtiene
después de una hidrdlisis de 24 horas con Amano 2R-Fronase, un
valumen final de o8 ml (valor wperimental de tres

deterninaciones).

Fara el c&lculo de la cantidad de carbon activado necesario
para retirar Tir vy Trp, se supone que el carbdn adsorbe estos
amino&cidos en la misma forma que lo hace con la fenilalanina (43
mg del aminpidcido/g de carbdn actiwvado}.

Entonces, para fenilalaninaz

(B8.33 g de leche) (0.35 g de prot) (47.5 mg de Fen) (1 g de CA)

_________________ P o W o— o

(58 ml) (1 g de leche) (g de prot) (43mqg Fen)

H20 ml=1.11 gramos de carbén activado

Procediendo de igual forma para Tir se requieren 1,14 g vy
para Trp se requieren 0.31 g. En total para retirar estos
aminoacidos al 100% se requieren (1.11 + 1,14 + 0,31 =) 2.56
gramos de carbdan activado. Con un 28% de exceso, Sseran
(2.596%1.25=) 3,80 gramos de carbén activado.

3.3.2.18 Adsorciaon de +fenilalanina presente en hidrolizados
de caseinato.

Fara estas pruebas se utilizaron 1los hidrolizados 8, 2 y 10
(Tabla 3.7) de la seccidn 3.3.2.16,

A 50 ml del hidrolizado previamente desactivado térmicamente,
se le agrega la cantidad de carbdn necesaria para retirar 854 del
contenido de Fen, Tir v Trp en  una prueba y en otra con 3% de
exceso. Se ponen en agitacidn (200 rpa) por 40 minutos & una
temperatura de 20<C.

Una wver: terminado el proceso se filtra la solucidn. El
sobrenadante es analizado para contenido de amincacidos libres en
solucidn (siguiendo la tecnica de TCA) o bien para analisis de
aminnidcidos totales (siguwiendo el proceseo de hidrolisis acida con
HCT) .
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3.3.2.19 Andlisis microbioldgico.

l.a determinacidn del grado de contaminacidn microbioldgica se
cuantificd por medio de la técnica de cuenta en placa. El medio
usado fue agar bacterioldgico (20 g/l) con extracto de malta
(185g/1).

Se siembra una muestra de 1 ml del hidrolirzado en cajas petri
y se ponen & incubar a 3I7°C. Se observaba el crecimiento
microbiano a las 24 y 48 horas (pruebas por quintuplicado).

El tipo de microcorganismos (tanto de los presentes en
soluciones problema, comp los obtenidos en caja petri), ce
determinaron unicamente por observacion al microscopio, usando la
técnica de tincidn de Gram.



Capitula IV Resultados

4,1 Método de separacion de fenilalanina del hidrolizado
enzimatico.

Como primera etapa del presente trabajo se planted 1la
necesidad de elegir un sistema de separacion de fenilalanina,
adecuado al hidrolizado de leche descremada que se habia obtenido
en la primera parte del prayecto.

Se han descrito muchos métodos en la literatura para retirar
fenilalanina o m&s bien los aminodcidos aromaticos de un
hidrolizado enzimé&tico de proteinas. En general se han realizado
estudios cuya finalidad ha sido la eliminacidon del sabor amargo
que presentan estos hidrolizados, cuyo origen se establece en la
presencia de péptidos de 1longitud variable, en cuya composicion
se encuentra uno o més de los aminodcidos aromaticos (Sullivan y
Jazo,1972).

Uno de 1los métodos que se ha usado con frecuencia en la
eliminacidén del sabor amargo de hidrolizados de proteinas ha sido
la adsorcidn. Algunos de los materiales usados para este fin se
presentan en la Tabla 4.1 (ver también la Tabla 2.2). Como se
puede observar de tales tablas, las opciones para eliminar el
sabor amargo son variadas, sin embargo, el material mé&s usado ha
sido el carbén activado desde que PMurray vy Haker (1952),
propusieron su uso para el tratamiento de hidrolizados
enzimi&ticos de caseina.

Er virtud de lo mencionado anteriormente, se decidio explorar
la posibilidad de eliminar la fenilalanina por medio de un
proceso de adsorcidn.

4.2 Pruebas preliminares

Se realizaron pruebas con resinas de adsorcidén fisica
comerciales (Rohm and Hass) disponibles en México, las mismas
resinas modificadas quimicamente y carbén activado. l.as
condiciones en que se llevaron a cabo estas pruebas se
presentaron en el capitulo anterior.

4.2.1 Resultados de pruebas con resinas de adsorcién
comerciales

Ge propuso usar resinas comerciales, que aungue tienen  un
alto costo, presentan la ventaia de ser reusables par-
regeneracion después del proceso de adsorcion.

Las resinas usadas en estas pruebas fueron las amberlitas
XAD-2, ¥AD-4 y XAD-7 de Buimica Trepic S.A. (subsidiaria de Ronm
and Hess, E.E.U.U.), gue e reconiendan  para retirar de

Fagina - 4



Tabla 4.1 Sistemas para eliminar el sabor asargo de hidrolizados enzimdticos de proteina

Sustrato

Enzisals)

Adsorbente

% de elimination

de tenilalanina

Eliminacidn del Referencia

sabor amarge

Proteina de pescado
y soya

Hidrolizados comer-
tiales de caseina y
s0ya

Hidrolizada comer-
cial de casefna

Leche descremada

Caseina

Leche descremada

Pepsina/Pronase

Fisina-Pronase

Enzima Rhozyme

Alcalasa

Sephader B-15

fuolite 5-761

Hexilepoxi Sepharosa

Talce

Sephadex 6-10 y 25
Tierras de Fuller y
BaS04

PVC y Poliestireno
Lana de vidrio
silanizado

Vidrio Pirex

Carbén cosercial
Sephadex LH-20
Celulosa peroxi-
acética

Hicrofibra de vidrie
Vidrio cosin molide
B-ciclodestrina
Fibra de vidrio suave

99/94

9

Carbén activado Darco KB --

Carbén activado
(Acticromes ST/E)

36

Carbon activado Darco KB K

51

5i

5i

No
Na

Na
No

No
No
No
501

50%
501
508
5i
§i
S

Yamashita y col.
{19761 »

Roland y col.
(1978)

Laladisidis y
Sjoberg (1978}

Helbig y cal,
(1980}

Cogan y col.
(1981

Ha y col, (1983)

% £l objetivo del estudip fue la preparacitn de un alisento para tenilcetondricos
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soluciones acuosas: ferncl, compuestos orgédnicos, antibidticos vy
pesticidas.

Fara realizar las pruebas se siguieron las recomendaciones
del fabricante (Andnimo,1981). Los resultados se presentan en la
Tabla 4.2 para la resina XAD—-4. Como puede observarse, aungue la
resina es altamente selectiva para los aminodcidos aromaticos
(Fen, Tir vy Trp), no discrimina entre los otros aminocdcidos
ensayados. For tal motivo, se decidid intentar modificar las
resinas quimicamente buscando un cambio en la selectividad.

4,2.2 Modificacién quimica de una resina de adsorcion
comercial

La modificacidn quimica que se pretendid buscar, fue el crear
en la matriz de l1a resina (poliestireno) uma afinidad especifica
por los grupos aromaticos, siguiendo el planteamiento de Forath
(1978), de adsorcidén por transferencia de carga.

El principio de adsorcidn por transferencia de carga, se basa
en la formacidn de complejos ™%, del tipo

Rw
Rw P >
N
ﬁf F\Rr

donde: Rr = grupos que liberan electrones (-N(CHs), -0(CHs),
~0OH Y "CH::)

Rw = grupos que atraen electrones (-80x(CHx), -NOx,
-CN vy =CO)

que serian complejos moleculares que podrian ser disociados. En
este caso, la resonancia de los anilles provee el potencial para
la formacién del complejo. Este principio puede ser usado,
tedricamente, adn cuando uno de los anillos esté unido a una
matriz sbdlida, formandose los complejos: ’

Complejo fi—6 Complejo n-Y

/< S, gy { @, )= R

Rr H-<* N\-Matriz Rw M- >-Matriz

El problema con el uso de esta teoria, es que ha sido probada
@n sistemas en fasze orgéanica ipo- ejemplo. se pueden ver los
trabajos de Grizzle 1982 v Obamote 19843, pero se han realizado

s
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‘pocos desarrollos en sistemas acuosos (Forath,1978), como seria
el caso de un hidrolizada encimatico de proteinas.

Se uso la resina XAD-4 para intentar una modificacion
quimica, ya gue es compatible con sistemas acuosos aunque su
estructura primaria es la del poliestireno, que es altamente
hidrofobico.

En general el poliestireno es un polimero de vinilbenceno vy
divinilbenceno, que tendria una estructura del tipo
{(Toudeur ,1977) :

“CH~CHz=CHe e e v eenes

g ©

) H CHz=-CH-CHz-CH. . v v e o
—QH—CHQ--.------

Q

La primera modificacidn de 1la resina, fue una nitracidén
directa de los anillos aromAticos de la matriz de poliestireno,
siguiendo los principios delineados por Groggins (1957), para
este tipo de reacciones .

-C

l.os resultados de adsorcion de aminodcidos para la resina
XAD-4 modificada por nitracidn se presentan en la Tabla 4.2. Se
puede observar que los intentos por modificar la resina no
lograron el objetive de aumentar la selectividad. Feor aun, en
algunos casos aumentod la selectividad para aminoacidos que en la
resina original no se adsorbian (por ejemplo para lisina). Esto
pudo deberse a:

1) For no conocerse la estructura exacta de la resina, seria
dificil aseguwrar que la reaccidn gue se pretendid llevar a cabo,
se realizd.

2) No se puede asegurar que bajo las condiciones de reaccidn
el "principio activo" original de adsorcidn en la resina, se
eliminaba (el +abricante recomienda que estas resinas no sean
puestas en contacto con sustancias oxidantes). '

Esta misma reaccion  se pretendid llevar a cabo en
poliestireno comercial, sin lograrse observar cambios aparentes
en las perlas despues del {tratamiento.

A la resina XAD-4 supuestamente nitrada, se le intento

realizar la reaccidn de Wohl-fue (descrita por Fachter,1991), que
en principio es:



Sin embargo no se observd cambio alguno en las propiedades de
adsorcién de la resina modificada.

Debido a las dificultades gue se encantraron al pretender
realizar modificaciones quimicas en las resinas XAD-4 y  XAD-7
(resina de adsorcion de matriz ester acrilico), se desistid de
este enfoque por considerarse que ahondar mds , estaba fuera del
alcance del proyecto.

4.2.3 Adsorcidn de aminoacidos con carbdn activado

Se realizaron pruebas de adsorcidn con carbon activado
finamente molido, Actibon A-61 (distribuido por Folifos . 5.A. de
C.V.). Los resultados se presentan en la Tabla 4.2. A partir de
tales resultados, se pretendid usar este carbén para llevar a
cabo la separacidn de fenilalanina. Sin embargo el distribuidor
de este producto no pudo ser localizado. Aun asl, se decidid
continuar con este enfogque buscando entre productores Y
distribuidores nacionales de carbdn activado, aguellos que
pudieran suministrar uno que permitiera su uso en aplicaciones
alimentarias.

4,3 Adsorcidn con carbdn activado

Se obtuvieron muestras de carbéon activado de la marca
CLARIMEX, producidas por Clarificantes Mexicanos S.A. de C.V.,
unica empresa en México que los elabora. Las propiedades de las
muestrras obtenidas se dan en la Tabla 4.73.

lL.as caracteristicas de las muestras, de acuerdo al fabricante
son (Anonimo, 1988)

-~ Clarimex 0.4l (carbon en polvo)

Carbén de corigen vegetal de gran eficierncia, tipo neutro.
Util para usarse en los siguientes procesos: refinacion de
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ardcar, tratamiento dé~adﬁévpofébie; hule regenerado, tratamiento
de bebidas alcodholicas, -etc. :

Tabla 4.2 Fruebas de adsorcidn de aminodcidos.
For ciento de retencién (1)

Amincicido(2) Amberlita XAD-4  Amberlita XAD-4 Carbén Activado

Nitrada
Fen 7 @5 29
Tir 99 (3) R2(3) 99
Trp Q2(X) 77 q9
Lis 19 77 0
Val 50 3 0
Cis 19 11 B
Met 40 &5 40
Tre 26 18 (]
Aspartame 26 : 85 N.D.

(2) Determinados por el método de ninhidrina
(Z) Deteccidon por absorcion de UV

Tabla 4.3 Fropiedades tipicas de los carbones CLARIMEX
(Andnimo, 1988)

TIFQ
Fropiedad Dbl VG 10X35 DGR 8X30
rH 6—-8.5 Neutro 5-9
Humedad 12 - 12
Cenizas 12 - 23
Actividad Azul de
metileno (g/100g min.) 25 - 24
Solubles en agua % méax. 4 - 1
Densidad aparente 0.325 - 0.4
g/c.c.
Branulometria Malla 200 - ' BX30

Actividad minima de a8 - ; 4]
de melazas (%4) o

~- Clerimex VE 10XE5 (carbén granular)

Larbtn de origen vegetal, tipo acideoy, tt1l para los sistemnas
continume de decoloracion en la industrie guimica. Azl como
componente impartante en loas canlieters teistemnas dex
anticontaminacian @n los awlomovilee) ., adsorcion  de vapores,



regencracion de disolventes, cartuchos de mascarillas,
extractores de aire de cocina, -etc.

- Clarimex DGR 8X30 (carbdn granular)
Carbdon de origen mineral regenerable ideal por sUsS
caracteristicas de dureza y alta densidad para usarse en equipos

de tratamiento de agua, productos farmaceuticos, productos
alimenticios, etc.

4.3.1 Seleccién del carbén activado

Se realizaron pruebas de adsorcidn con los tres tipos de
carbdn. Los resultados se muestran en la Figura 4.1.

Emn  virtud de los resultados de estas pruebas, se eligid el
carbon activado DGR B8X3I0, por las siguientes razones:

a) Be obtiene la méxima eliminacidn de fenilalanina por
unidad de peso de carbdn activado.

b) Aunque es el de mayor costo, este producto es regenerable.
c) Se recomienda para uso en alimentos.
Se realizaron determinaciones de algunas propiedades del

carbdn activado de acuerdo a las técnicas descritas por Hassler
(1974). Les resultados se dan en 1a Tabla 4.4.

Tabla 4.4 Fropiedades experimentales del carbtn DER 8XZ0

Densidad g/10 ml de carbdn 0.413
(muestra original)
Distribucidn de malla (US) 4

<12 &6.8
10-12 15,1
*10 2401
Densidad g/10 ml de carbdn 0.399
{malla <12)
Humedad % (F/F) (malla <12) 7.85

pH (T=25°C) (agua de pH=7)

- carbdn granular en suspensidn 7.9
filtrado de carbén granular 6.7

—~ carbdn molido en suspensidn 8.6
filtrado de carbdn molido 8.5

% de cenizas (F/F) a 6009C 18.79

Fagima - &0
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4.3.2 Pruebas preliminares

Se realizaron pruebas que permitiesen determinar las
condiciones bajo las cuales se podria llevar a cabo la
caracterizacion del carbdn activado DER BXI0.

-Influencia de la agitacién.
Fara poder determinar el efecto de la transferencia de masa
externa en el proceso de adsorcidn, se midid la retencidn de la

fenilalanina por el carbon activado bajo diferentes condiciones
de agitacidn. Los resultados se muestran en la Tabla 4.5,

Tabla 4.5 Efecto de la agitacion en la velocidad de adsorcidn

Condicién Velocidad de Retencidn de
agitacidn Fen (4)*

Vaso de p.p. nula 0

Vaso c/agitacidn magnética 100 rpm 99

Vaso c/agitacién magnetica 230 rpm 99

Tubo de ensayo, agitacidn 40 rpm 99

orbital

* Tiempao de contacto: § minutos (T=25<C).

De la Tabla 4.5, se observa que no existe diferencia ‘en los
niveles de adsorcidn de {fenilalanina en los sistemas con
agitacidn ensayados. Sin embargo, la adsorcidn en el sistema sin
agitacién no es cuantitativa. Como conclusidn se tiene que una
agitacidn ligera es recomendable. Fara fines de caracterizaciodn
se usaron indistintamente los sistemas agitados magnéticamente o
de tubo de ensayo con agitacion orbital.

En tanques agitados, se puede describir el comportamiento de
flujo de la solucidn mezclada en terminos del numero de Reynolds.
En un sistema de este tipo se define este grupo adimencional
como:

con Da = didmstro del impulsor, n = velocidad de agitacidn, 2 =
densidad v o = viscosidad de la solucién. El fluio en el tangue
se concelidera twbulento cuando Nge » 10000 v de tramsicion cuando
s valor se encuentra entre 10 y 10000 (Ferry,1973).

Fara el sistema con €] que trabaia la densidad vy viscosidad
del hidrolizedo son practicamente las del agua a la temperstuwra



de trabaion. Rajo estas condiciones el Nke 5 de aproximadamente
de 1000. §in embargo, durante el- proceso de adsorcidn las
condiciones cambian, en especial el valor de viscosidad, por lo
gque no se puede establecer un valor del nimero de Reynolds.

-Efecto del tamafio de particula.

Se determind la retencidn de fenilalanina con carbdn activado
DGRBX30, molideo y sin moler, para observar las restricciones en
la transferencia de masa interna. Los resultados se muestran en
la Figura 4.2.

De la Figura 4.2, se puede observar que para el rango de
retencion que se busca (mayor & ?5%), el uso de carbén activado
molido v sin moler es indistinto, lo gque permite presumir
ausencia de restricciones en la transferencia de masa interna en
las condiciones de las xperimentos. 5in embargo, siguiendo las
recomendaciones de Hassler (1974), las pruebas subsecuentes se
llevaron & cabo preferencialmente con carbon activado molido.

~-Efecto del pH.

De acuerdo a Hassler (1974), se puede esperar un cambio en la
capacidad de adsorcién del carbdn activado, variando el pH del
mismo. En  particular, en el caso de &cidos orgénicos que se
adsorben con carbones activados acidos, se espera gue se retengan
mejor.

Se realizd una prueba acidificando el carbén elegido a un pH
de 5. El resultado se presenta en la Figura 4.3. Como puede
observarse no se presenta un cambio significativo en el perfil de
adsorcion de la fenilalanina.

En vista de lo anterior, se decidid usar el carbdn DGRBX30,
en las condiciones de pH en que es suministrado por el
fabricante.

4.3.3 Isotermas de adsorcidén

Se efectuaron las determinaciones necesarias para obtener las
isotermas de adsorcidén de +fenilalanina por el carbdn activado
elegido. En la Figura 4.4, se presentan los resultados de
graficar la cantidad de fenilalanina adsorbida por unidad de peso
de carbon activado contra ‘la concentracidn en equilibrio de
fenilalanina. Se puede observar que al aumentar la temperatura la
capacidad de adsorcidn de fenilalanina disminuye.

De= acuerdn a Cheldelin (19432), los amincacidos  siguen
adecvadamente la ecuacion de la isoterma de adsorciédn de
Freunlich, cuya expresion general es:

Fagina ~ oI
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{(t/n)
Ce = k Ux .

adsorbido por unidad de

adsorbato en equilibrio con el

donde Cs = peso de adsorbato
adsorbente
C* = concentracion de
adsorbente
k y n = constantes, con nii

De acuerdo con Adamson (1
no lineal a

concentracién v no muestra un

Y

constantes pueden obtenerse de
el intercepto da una medida de la

forma cualitativa,
adsorcidon,
intensidad de adsorcién.
2s probable que la
Badsicamente la ecuacidn es
posibilidad de ajustar datos

81 1

For

bajas concentraciones,

mientras que la pendiente 1/n,

superficie del

estas razones se adecuaron

de Freundlich es
convera al eje de
limite. Las
log(C*). En
capacidad de
medida de la
la ecunacién,
heterogénea.
uso a la

la ecuacidn

permanece

valor de saturacidn o
graficar leog(Cs) vs.

976b),

seria una
os datos s& ajustan &
adsarbente sea
empirica, limitada en su
experimentales.

los datos experimentales a la

forma logaritmica de la ecuacidn de Freundlich:

log (Cs) =

En la Figura 4.5,

se presenta

log (k) + (1/m)lag(C*x)

el resultado de aplicar el

modelo de Freundlich a los datos de adsorcién de la +igura 4.4.

De la figura 4.5, se obti

de los parametros de la ecuacidén de Freundlich,

la Tabla 4.6.

enen por regresion linealy los datos
que se resumen en

Tabla 4.6 Valores de log(k) y 1/n de la ecuacién de Freundlich
para la adsorcian de Fen por carbdn actiwvado.

Far&metro

Temperatura (°C)

Reportado T=28<C

10 20 40 (Cheldelin,1942)
log (k) ~0.536F  ~0.0447  0.0956 0.0023
1/n 0.1521 0 0.EI20 0 0. 6264 0.1
Coef. carrel. 0,98 0.99 . 0.99 -

En la déterminacicnr de.

aminoécidos realizadas  por
limito a interpretar el
velores baics de 1/n
arupos no polares v oaue

valor de
{(menores a
valores mayores a 0.5 corresgpondia 2 la

las  1soteraas de adsorcion para
Cheldelin {1%42), la discusidn se
1/n, estableciendo que para
la adsorcion

[y I correspondia a
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adsorcién de grupos polares no aromaticos. Sin embargo, no
euplica la razon de tal comportamiento.

Experimentalmente se observd gue la adsorcidn de fenilalanina
era mads eficiente a bajas temperaturas (T=10°C), en concordancia
con lo reportado por Cheldelin (1942).

Sin embargo, debido a que el wuso de energia en 1la
refrigeracion a T=10°C, aumentaria el costo de operacitn, se
decidid trabajar a 20=C, donde de acuerdo a los datos
experimentales, aln se espera una eficiente adsorcidn de grupos
aromaticos (1/n=0.3020).

Adicionalmente se tuvo que la diferencia entre los valores de
adsorcidn en equilibriec a las diferentes temperaturas no fue
significativa, por 1lo que se eligid el valor de adsorciéon de
0.043 (g de Fen)/{g de carbdn activado), obtenido a 20=C, como
criterio para el disefio posterior del proceso

4.3.4 Cinética de adsorcidn.

Se obtuvieron las cinéticas de adsorcidn para la relacidn de
0.043 (g de Fen/g de carbén activado) determinada
experimentalmente, a diferentes temperatwas con el fin de
precisar el tiempo de adsorcidén dptimo. Los resultados de estas
experiencias se presentan en la Figura 4.6.

Se puede observar gque aproximadamente a los 1§ minutos de
iniciado el proceso, se alcanza la maxima adsorcidn y aln para
tiempos altos de operaciéon (B0 wminutos), no se detectd un
desplazamiento del equilibrio hacia el aumento de retencidn del
adsorbato o la liberacidn del mismo por parte del carbdn
activada.

En vista de lo anterior, se definid para toda prueba de
adsorcidén posterior, un tiempo de contacto de Z0 minutos. Estas
experiencias permitieron validar la suposicién que se habia hecho
de que el equilibrio se alcanzaba en un tiempo de una hora, en
las determinaciones de las isotermas de adsorcidn y en general en
todos los experimentos realizados antes del estudio cinético.

4,3.5 Adsorcién de aminoacidos y péptidos

Una vez caractetrizado el carbdn y especificadas las
condiciones bajo las cuales se debe operar, se realizaron
determinaciones de adsorcidn de amincacidos, peptidos vy mezclas
de los mismos, con el fin de observar su ceomportamiento frente al
carbdn activado vy poder predecir, aunque cualitativamente, el
fendmenc que se llevaria a cabo cuando se pusiera en contacto el
hidrolizado proteico y el adsorbente.
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-~ Adsorcidn de amino&cidos

Los aminoécidos probados fueron los esenciales, pues son los
que en altima instancia, de ser adsorbidos, afectan
considerablemente el proceso. Es decir, las cantidades perdidas
de estos aminoécidos deben ser restituidas en la formulacidn del
alimento. Los resultados se presentan en la Tabla 4.7.
Adicionalmente se realizd una prueba en que se varid el pH del
carhén, con el fin de observar si este +actor ejercia algun
efecto en la adsorciéon de los aminodcidos (en la seccidén 4.35.2,
se demostrd que el pH del carbdn activado no atecta la adsorcidn
de fenilalanina).

Los resultados de la Tabla 4.7, demuestran aque el carbdn
activado DGR8X30, no es selectivo dnicamente para los aminoidcidos
aromaticos, sino que ademd&s adsorbe también una parte de los
aminodcidos restantes.

Sin embargo, como era de esperarse es5 dificil encontrar un
adsarbente que sea cien por ciento selectivo para una fraccidon de
una mezcla y con nula adsorcidn para la +fraccidn restante, sabre
todo considerando que todos los aminoidcidos poseen una estructura
guimica similar.

Tabla 4.7 Adsorcidn de aminocdcidos con carbdn activado DGRBX30Q

Aminoacido 7% de retencidn Comentario (%)
pH original pH = &

Fenilalanina 99 99 Tiry, Trp

Treonina s} 20 Ser

Lisina 23 28 Arg

Valina =3 35 Gli, Ala, Ile, Leu
Frolina 38 N.D. Asp, Arn, Glu
Glutamina 40 N.D. -

Metionina 83 78 Cys

Histidina 83 N.D. -

(%) Aminodcidos que se esperaria que siguieran el mismo patron
de adsorcion por su similitud estructural.

Aunada a lo anterior esta el hecho, de que el hidrolizado de
proteina con el que se pretendia trabaiar, no era de aminodcidos
libres, sino que ademas contenia péptidos de longitud variable en
los cualeg ecstarla incluida la Fenilalanina (como lo habia
demostrado Lara (1988), en trabajios con leche, en los gque los
hidrolizados contenlan 4enilalanina 504 en forma libre vy el resto
incluida en péptidosg). For esta razon, asunque se hubiese tenido
un adsorbente muy selectivo, de cualguier forma se perderia una
fraccion de los aminodcidos restantes cuando estuvieran unidos a
loas aminoscidos aromaticos en un peptido.
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~Adsorciéon de péptidos

Se probaron algunos péptidos con el fin de determinar el
efecto en la adsorcién de fenilalanina cuando se encuentra unida
a atro(s) aminoacido(s). Los resultados se muestran en la Tabla
4.8,

En el caso de dipéptidos se observa claramente que no existe
un impedimento a la adsorcién de fenilalanina por la presencia de
otro aminoacido. Sin embargo, la adsorcidn no fue cuantitativa en
el caso del péptido trifenilalanina, sin encontrarse una
explicacién al fenomeno. Frobablemente el error experimental
afecto la medicion, pues se disponia de trazas de . este
tripéptido.

Tabla 4.8 Adsorcidn de péptidos com carbdn activado

Féptido 7% de retencion
Aspartame (¥) 99
Gli-Fen 99
Trp=Trp 94
DL-Al a-DL-Met [=1-)
Fen-Fen-Fen 63

(#) L-aspartil-L—fenilalanina metil ester

Por otro lado, en el caso del dipéptido Ala-Met, la adsorcidn
no fue tan alta como podria esperarse para la metionina (80%), ni
tan baja como la de la alanina sola (30%) (ver Tabla 4.7), sino
que resultd ser el promedio de ambos valores (667 de retencidn).

- Mezcla de aminoacidos con Fenilalanina

Se realizaron mezclas de aminoacidos con fenilalanina, para
observar su comportamiento en el proceso de adsorcidn. Los
resultados se reportan en la Tabla 4.9.

De la Tabla 4.9, se puede notar que en oeneral los
amino&cidos conservan su nivel de adsorcidn en el carbén activado
s0los o en mezcla. Sin embargo, para los amino&cidos metionina e
histidina, que por si solos se adsorben fuertemente, en presencia
de +enilalanina se inhibe su adsorcion, posiblemente por
competencia por- wun sitio de adsarcidn comin, al cual 1la
tenilalanina es mis afin.
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Tabla 4.9 Adsorcidn de fenilalanihaven—presencia de otros
aminoacidos. EE T

AminoAcido mezclado % de retencién /% de retencién
con Fen Fen Aminoacido del aminoécido
en mezcla sala
Arginina 99 40 40
Metionina 99 50 83
Lisina 99 22 20
Valina 9 20 38
Treonina 99 O 0
Histidina 99 28 88

4.3.6 Resumen

Como conclusién de las experiencias anteriores, se
determinaron las condiciones para realizar la adsorcidn de
fenilalanina del hidrolizado de proteina. Estas se presentan en
la Tabla 4.10.

Tabla 4.10 Condiciones de uso del carbén activado DGRBX3ID
para la adsorcidn de fenilalanina.

Farametro Valor/condicidn
Fabricante Clarificantes Mexicanos S5.A. de C.V.
Forma fisica Granul ar
Origen Mineral .
pH de uso Valor impuesto por el material

Temperatura de operacidén 20eC
Tiempo de contacto batch 30 minutos a 250 rpm

Relacidn (Fen/Carbon) 0.043 gramos . de Fen/gramo de carbdn
AminoAcidos retenidos

fuertemente (*50%) Trp, Fen, Tir, His, Met y Cis
Selectividad aparente

del carbdn activado TrpsFen=Tir *Met=His=Cis>Gli=Ala=Val=

Ile=Leu=Fro-Arg=Lis=Asn=Glnx
Asp=6Glu=Ser=Tre

Es de notar que para carbones granulareg, el equipo iddneo
para operar, es un lecho fijo. Sin embargo, como se establecera
més adelante, el tamafio de los lotes dque se requiere producir
para la demanda del Programa de Frevencidn del Retraso Mental, no
justifica el uso de equipo de operacion continua como lo es un
lechao fijo.
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4.4 Hidrolizados de proteina

En los trabajos realizados por Lara (1988), el objetivo gue
se persiguid fue la seleccidn de un sistema encimatico que
permitiese la méxima liberacidn de fenilalanina de la proteina de
leche descremada. En la Tabla 4.11, se da un resumen de las
combinaciones de enzimas que llevaron & la seleccidn del proceso.

Se puede observar de la Tabla 4.11 que la hidrdlisis
enzimatica de leche descremada al 5S4, llevada a cabo por Amano 2A
a 90°C con una relacion E/S de 1%, seguida por una hidrdlisis con
FRONASE a 40°C vy una (E/8)=0.75%, resulta en la mas alta
liberacién de fenilalanina de la proteina (aproximadamente el S0%
de los 3.2 mg de fenilalanina/g de proteina originales).

8in embargo, al hacer una evaluacién econémica del proceso de
reaccién bajo las condiciones propuestas, el costo de la emzima
resulta excesivo. Esta situacidn se deriva del hecho de que el
costo de la enzima Fronase es muy alto, aproximadamente de 20,000
délares/kg. Con este. costo, para procesar un  kilogramo de
proteina (aprorximadamente 2.8 kilogramos de leche en polvo
descremada con 35% de proteina), se requieren de 7.9 gramos de
enzima con un costo aproximado de 150 ddlares. S5i el costo de la
leche en polvo se tama como 2 dolares/kKg, resulta que la enzima
cuesta 25 veces mis que el sustrato, con lo cual el proceso no es
factible desde el punteo de vista econémico.

For este motivo, se decidid llevar & cabo una optimizacidn en
la cantidad de FRONASE agregada al proceso, con €l fin de buscar
una reduccidn sustancial en la cantidad y por ende en el costo de
esta enzima.

La primera etapa de este proceso fue la caracterizacidn de la
enzima Fronase. La FPronase es una me:zcla de enzimas endo vy
exoproteoliticas gque se obtieren del micreorganismo Streptomyces
griseus. Esta mezcla tiene la caracteristica de tener muy poca
especificidad en su accidn sobre enlaces peptidicos. Esto es, muy
pocos enlaces peptidicos son totalmente resistentes a la
hidrdlisis cuando las condiciones son 6ptimas. Se ha demostrado
que aproximadamente 75% de las uniones en caseina, 87% de los
enlaces en ovalbumina y 80% de los enlaces en gluten de trigo,
son hidrolizados después de una reaccién con esta enzima por 72
horas a pH de 7.4 y a 40=C, con una relacion E/S de 0.5%.
Adicionalmente, muchos aminoicidos se presentan en forma libre en
estos hidrolizados. For ejemplo, 457 del total de 4cido
aspartico, ?247% del total de metionina, 6174 de valina y leucina y
74% de la lisina en caseira hidrolizada con  pronase, se
encontrarcon como amincécidos libres (Hill, 1965).

En un  an&lisis de las condiciones de reaccidn de las
hidrédlisis de 1la Tabla 4.11, ze determind que las hidrdlisis con
Amano ZA~Fronase se llevaban a cabo al pH que imponia la mezcla
de reaccidn. Esto es, &l inicio de la reaccidn el pH de 1la
solucidn de leche era de aproximadamente 6.8 y al fimnal de la
reaccion con Amano 2A el pH era de aprorimadamente 6,
manteniendose més o menos constante duwrante 1a hidrédlisis con
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Fronase. Se concluyd entonces que si la hidrédlisis de caseina
reportada por Hill (196%), se manejd bajo condiciones Optimas,
nuestra hidrdlisis podria ser mejorada si se variaba este
parametro.

Tabla 4.11 Resultado de hidrdlisis de leche descremada
(Lara, 1988}

Froteasa(s) [81 (E/S)  ToC Tiempo de mg de Fen liberados
reaccion hr -
g de prot. inicial

AZA i 1 S50 <] 12,7
AZA = i S0 5 12,3
AZA S 1 50 5 7.2
AZ2A 10 1 50 5 12,0
AZA+HT i0 -2 50 4 11,0
A2A+FPap 10 1-2 S0 4 8.4
AZA+N 10 1-0,5 8O 4 15.0
AZA/Pro 10 1-1.9 S50Q/40Q S/9 16.0
AZA/Pro 1oy 1-1.5 H0/40 5/54 26.0
AZA/FPro S 1-1.5 350/40 5/9 22,0
AZA/Fro 5 1-1.5 S0/40 5/24 24,0
AZA/Fro 3 1-1.5 S0/40 579 22.0
AZA/Pro 1 1-1.5 S0/40 S5/8 23.0
AZA/Pro g 1-0,.73 S0/40 S5/24 . 27.6
A2A/Pro S 1~0.5 90-40 5724 26.7
AZ2A/Fro a9 1-0.28 S0/40 S/24 22.9
A2A/Fro S 1-0.1 S0/40 5/24 ) 19,0
ARA/Pro g 1-0.1 50/4%5 S/24 14,3
AZA/Fro S 1-0.1 50/50 5/24 16.5
AZ2A/Fro S 1-0.1 S0/55 5/24 18.5

Notas: AZA=Amano 2A, HT=HT proteolitic 2000, Fap=Fapalna.
N=Neutrasa, Pro=Fronasa
[S]1 = concentracidn de proteina en la mezcla de reaccidn-
(% en pesa/volumen)
(E/S) = relacidn enzima—-sustrato (% en pesa)

A  continuacién se midid la actividad de la enzima a
diferentes temperaturas, resultando el perfil de actividad que se
muestra en la Figwra 4.7.

En la Figura 4.7 se puede observar claramente que la maxima
actividad se situa alrededor de 6&0°C, lo que significe que la
reaccidn definida puede efectuarse a wna mavor temperatara.
Adiciornalmente, queda &l hecho de gque la reaccron  llevada & cabo
a la temperatura de 400, es suceptible de contaminacion
microbiana, lo gue resulta en un  producto inaceptable para los
obietivos del provecto.
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Figura 4.7. Curva de Actividad-Temperatura para Fronase

Finalmente, de acuerdo a Hill (12&8), la reaccidn con
proteasas seguida de reaccidn con Pronase, no cambia mucho el
resultado final en cuanto al grado de hidrélisis obtenido, con
respecto a la reaccidn unicamente con Fronase (ver Figura 4.8).

Con esta informacidn, se puede concluir que el proceso
definido puede aun mnejorarse, especificamente en lo que a
temperatura, pH y relacidn E/S se refiere.

Para cumplir con este fin, se planted realizar una serie de
hidrdalisis en las cuales se modificaron los siguientes puntos con
respecto a la hidrélisis previamente definida:

a) Disminuir la cantidad de Fronase de una relacidon E/S de
<73 a 0,15 (reduccidn aproximada de § veces).

<

b}  Aumentar la temperatura de reaccidén en 5L, para compensar
par la disminucion en la concentracién de enzima con el fin de
observar si el rendimiento de liberacidn en fenilalanina se podia
mantener.

c) Controlar el pH de 1la reaccién con FPronase, al valor
reportado de 7.4.

d) Efectuar experimentos con otras enzimas proteoliticas
diferentes a Amano 2A, en particular con HT-Froteolitic 2000 y
Fapalna.

e) Agregar un agente de conservacion (benzoato de sodio al
0.17%) como preservador para evitar la contaminacién microbiana.

l.os resultados se pressntan en forma resumida en la Tabla
4.12.

7
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Fic. 4.8 Hydrolysis of cascin by several proteinases. I. Hlydrolysis of casein
by trypsin (A), chymotrypsin (C), or subtilisin (@) followed Ly S. griseus pro-

tense (O). Curves B, C, and D indicate the extint of hydrolysis by individual

enzynes without addition of 8. griseus protease. Curve A indicates the extent of

hydrolvsis when S. griscus protease is added to the hydrolyzate of one of the other
proteinases after approsimately 47 hr. II. Hydrolysis of casein by §. gricens
protease followed by hydrolysis with teypsin, chymatrypsin, subtilisin, or pepsin.
The latter enzyimes were added to the protease hydrolyzate after approximately

47 hr.




,Proteaaaisl;

proteina

Fronase e QLS8 18.9
Amano/Fronase . 1.0/0.15 .75 27.1
HT/Fronase 1.0/0:15 5 26,3
HT+Fap/Fronase 1+2/0.15 & 19,1

(%) Fromedio déﬂaos Midralisis

Los datos presentados en la Tabla 4,12, permiten visualizar
que el rendimiento se mantiene en el mismo orden de magnitud a
pesar de haber disminuido la dosis de enzima (de 0.78 a 0.15%),
debido a los cambios realizados.

Aunado a lo anterior, el uso de HT-Froteolitic resultéd en una
liberacidn similar a la efectuada usando Amano 2A, con lo cual se
podia tener una disminucidn en costos ya que la enzima HT tiene
un costo de 10 ddlares/Kg, contra 100 délares/kg de Amano, si la
combinacién HT-Fronase hubiese sido elegida.

FPor dltimo, el aumento de temperatura y 1la adicién de
benzcoate de sodio como conservador, eliminaron el problema de
contaminacién en los hidrolizados durante la reaccidédn. 8in
embarga, las muestras presentaban problemas de contaminacion
microbiana durante el tratamiento de adsorcidn con carbén
activado, cuando este por alguna razén, tenla gue hacerse de un
dia para otro aun cuarndo las muestras fueran refrigeradas.

Aunque mediante las modificaciones en las condiciones del
proceso se logrd disminuir la cantidad de enzima, el costo de
#sta seguia siendo oneroso para el proceso, ya que para el
procesamiento de un kilogramo de proteina, el costo de enzima era
de J0 délares contra & délares del sustrato, ésto es, S veces

MAS.

4.4,1 Cambio en el sustrato de la reaccidn de hidrdlisis

Debido & los problemas de contaminaciédn microbiana de 1los
hidrolizados de leche y a las dificultades en el uso de estos
hidrolizados durante la operacidén de adsorcidn con carbdn
activado (ver seccidn 4.5), se optd por un cambio en el sustrato
de la reaccion. El1 cambio propuesto fue el uso de caseinato de
sodio en lugar de leche descremada para analizar estos factores
cuande el sustrato no tuviera material fermentable.

Se eligid este sustrato debido a que su composicidn  en
aminmacidos es similar a la de leche descremada  (Tabla 4.173),
cuye proteina es 83% caseina, lo que implicariaz en principio que
la especificidad de las enzimas usadas hazta este punto no

Fagina -~ 78



e sodio ise tomd también

cambiaria. En_la eleccidn de
ame ver:en agua.

en cuenta gque es-relativ

~las materias primas

Tabla 4.13 Campdéi:fdn;:
: A0, 1970

usadas-en e

“ Leche descremada
/100 g de protelna

Aminoécido'

Asp R v Foi 7.47
Glu 220048 20,50
Val o4 ; 6,31
Leuw ' ?.91 ?.72
Ile S 5041 5.18
Fen 5.24 4.75
Tir 5.82 4,88
Trp 1.61 1.34
Fro 11.588 11.54
Met 2.79 J 2.80
Cis 0.36 : 0.92
Lis 8.12 BN 7.11
His 2.92 2.81
Tre 4,648 4,13

En virtud de los resultados de la primera etapa de la
optimizacidn (ver Tabla 4.12),; se decidid continuar esta tarea,
buscanda disminuir la cantidad de Pronase a niveles que hicliesen
al proceso econdmicamente factible.

En la Tabla 4.14, se presentan los resultados de hidrélisis
de caselna, en las que se disminuyd la cantidad de FPFronase, se
aumentd la temperatura y se uso HT-protenlitic seguida de 1la
hidrélisis Amano—2R - Fronase, para diferentes tiempos de
reaccison.

Se observa de estos experimentos (Tabla 4.14) que la
liberacién de fenilalanina, se mantenia en el mismo orden de
magnitud que cuando se usaba E/S de 0.1% en el caso de leche, si
se aumentaba la temperatura en 10°C vy E/S para Fronase se
disminuia a 0.01%.

Sin embargo, cuando al proceso se le aumentaba una etapa con
una endopeptidasa (HT-proteoclitic), la liberacidn de fenilalanina
disminuia notablemente si la temperatura se disminuia en 5=C, aun
para tiempos largos de reaccian con Fronase (24 en lugar de 19
horas).

Ante esta situwacidn y considerando que la disponibilidad de
enzimas exoprotenliticas es baja ¥y que aun a dosis extremadamente
reducidas, el costo de la Fronase incidia fuertemente en el costo
de produccibdn, se decidid analizar el efecto de la separacidn por
adsarcidn en hidrolizadaos obtenidos con endopeptidasas
unicamente.

ESTA TESIS N9 DEBE
SALIR BE LA BIBLIATECA
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Tabla 4.14. Liberaciéhfdéfféniaiéh{ﬁéf” h
caseinatode ‘sodia

Enzima E/S 2 1iberado
g de protaina

AZA-Fro  2/0.08 . 10 &/19 - . 50/&0 21.40

HT/828/Pro  2/1/0.01 16 L 50/50/45 15.00

HT/A20/Pro  2/1/0.01 10~ 3/4/24 B50/50/45 17.60

De antemano se preveia una pérdida en los aminoadcidos ligados
a aguellos que son adsorbidos fuertemente en el carbdén activado,
debido a que el wuso de enzimas endopeptidicas disminuye 1la
liberacidn de tales aminoacidos durante la reaccidn. Esto
implicaba que se tendria que evaluar econdmicamente la pérdida
adicional en aminoacidos (que tuvieran que ser restituidos)
caontra el costo del usao de una enzima exopeptidica, en este caso
Fronase.

En la Tabla 4.15, se presentan los resultados para
hidrolizados de caseina con endopeptidasas.

En una evaluacién del trabajo realizado hasta este punto se
concluyd que se usaria el sistema enzimatico Amano 2A-Fapalina en
forma simultanea, con una E/S de I vy 2 respectivamente, sabre
caseinato de sodio (8) al 104, a una temperatura de S0°C vy
durante un periodo de 20 horas, por las siguientes razones:

1) Resulta el sistema de enzimas endopeptidicas con el gue se
obtiene 1la maxima liberacidn de fenilalanina, para las
condiciones y combinaciones probadas.

2) Son enzimas disponibles en México.

3) El costo de estas enzimas resulta ser el mas bajo (a
excepcidn de HT-proteolitic) de las enzimas ensayadas (100 y S0
ddlares/Kg respectivamente).

4) Los hidrolizados de caseinato de sodio con estas enzimas a
las condiciones propuestas no presentan praoblemas de
contaminacidn microbiana.

3) Las dos enzimas estan autorizadas por la FDA, para su
utilizacidn en alimentos.
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Tabla 4.15 Liberacisn d hidrolizados enzimaticos

.delcaseinato
En:im;“ﬁ g Fen libarados
HT BN h el
HT+A2A S D

AZA+Fapaina 1/2°- 10

4.5 Eliminacidn de fenilalanina de hidrolizados de proteina.

e realizaron pruebas de eliminacidn de <fenilalanina por
adsorcidén fisica con carbdn activado sobre hidrolizados de
proteina con diversos grados de liberacidn de fenilalanina, bajo
las condiciones de adsorcidén determinadas experimentalmente
(Tabla 4.1,

En la Tabla 4.16, se resumen los resultados de adsorcidn de
fenilalanina con carbdn activado para diversos hidrolizados de
leche descremada. En la Tabla 4.17 se presentan los resultados de
analisis parcial de aminoacidos y en la Tabla 4.18 los resultadaos
del anadlisis total de amino&cidos en los hidrolizados después del
proceso de adsorcidn.

Se observa de la Tabla 4.16 que el carbdn activado mineral vy
vegetal tienen la misma afinidad por la fenilalanina en los
hidrolizados probados, mientras gque la resina modificada XAD-4 es
la gue menar afinidad presentd por este aminoacido.

Se determind experimentalmente, que la tirosina y el
triptdfano tienen que ser consideradas como si fueran
fenialalnina en el cAlculo de carbédn activado necesario para
retirarla cuantitativamente, vya que 1la adsorcién de estos
aminoécidos es similares.

De la Tabla 4.17 se puede observar gque con el hidrolizado
Amano 2A-Pronase, se abtuvd la mayor cantidad de aminodcidas
libres en solucidn después del tratamiento con carbdn activado
(tanto mineral como vegetal), debido quizas a que esta mezcla de
enzimas es la que produce el grado de hidrdlisis méas extenso.

En 1la Tabla 4.18, se presentan los resultados del analisis
total de aminoacidos por HFLC, de los diversos hidrolizados
ensayados después del tratamiento con carbdén activado. Una vez
mas, se puede observar gue con el hidrolizado de Amano 2A-Fronase
tratado con carbdn activado (mineral vy vegetal) se obtiene la
menor retencidén de los amino&cideos en general, con respecto a los
otros hidrolizados.

Como ge hizo notar previamente (seccidn 4.3.%5), la falta de
especificidad en la adsorcion de aminoicidos por parte de los
materiales usados, 1implicd que la pérdida de los mismos fuera
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Tabla 4.15 Retencidn de fenilalanina por adsorcidn en diversos hidrolizados de leche

Hidrolizado fdsorbente X de la dosis Fen libre en % de Fen
para eliminar los a.a. el hidrolizado elininado
despues de la

adsorcitn
A2A-P(4) C.A. DGR 8230 100 para eliminar Fen 4,75 82
Pronase {#) C.A. DGR Bx30 100 para eliainar Fen, -- 90
Tir y Trp
A2A-P (83} C.A. DGR Bx30 125 para elininar Fen, 3.3 90
Tir y Trp
C.A, V6 10135 Iqual al anterior 3.4 a8
Resina sodificada 110 para eliainar Fen 13.33 -
1AD-4
H1/Pronase (##) C.A. DGR Bx30 125 para elininar Fen, 2,63 3
Tir y Trp
HT+Pap/P (#4) C.A. DER 8x30 Igual al anterior 2.4 93
C.A, VB 10235 1gual al anterior 2.5 93

i#) Obtenido bajo las condiciones propuestas por Lara (1988},
{#%) Las condicicnes de preparacidn de estos hidrolizados son las presentadas en la Tabla 4.12,
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Tabla 4.17 Adsorcidn de algunos aminoacidos a partir de diversos
hidrolizados de leche descremada y con varios adsorbentes.

Hidrolizado {mg del a.a./g de prot.) en solucion después del
tratamiento

a.a. C.A. DGR8x3I0 C.A. VG10Ox35 XAD-4 modificada

HT~-Fap-F Val 11.2 11.8 N.D.
Met 6.9 7.7 -
Ile 9.0 9.5 -
Leu 44.3 48,2 -

AZA-P Val 21.6 18.4 13.3
Met 8.9 8.7 8.3
Ile 17.7 15.4 11.7
Leu 62.9 57.2 3%.6

HT-P Val 13.2 N.D. N.D.
Met 7.2 - -
ile 9.4 - -
Leu S51.2 - -
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Tabla 4.18 Resultado del analisis de hidrolizados de leche descremada
después del proceso de adsorcidn.

ALA. (mg de a.a.’/q de proteina) (%)

HT—-F-F~M F—M HT-F—-M A-F-V A-F-M (1) R 53
Asp 3.6 M. D. 27.9 34.6 35.3 33 +
Glu 75.2 - 83.3 i08.1 89.5 48 +
Ser 24.1 - 20,2 259.6 24,4 446 +
His 5.5 - 4.0 8.1 2.6 47 -
Ala 12.2 - 12.8 15.73 15.3 35 =
Arg 3.2 - 3.1 3.7 4.6 89 -
Tir 2 - 10.6 i1.1 14,0 b8 -
Val 22.0 30.1 21.6 31.9 33.7 44 -
Met ?2.5 10.3 8.9 12.4 30.7 b0 +
Ile 19.3 24,4 19.4 28.0 28.8 49 =
Leu 44,9 59.4 48. 46 b2.9 65.5 32 =
Fen 3.7 4.1 3.5 4.5 4.5 0 =

(¥) M = carbdén activado mineral DBRBx30; V = carbén activado vegetal
VG10x35; HT—-F-F = HT proteolitic-Fapalina-Fronase; HT-P = HT
proteolitic-pronase; A-F = Amano 2A-Fronase.

(1) % de retencién del amincacido en carbén activado mineral DER8xSEO
(hidrolizado de fimano Z2A-Fronase).

(2) Adsorcidn de carbdn activado mineral versus vegetal.
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desde un 304 (para aspartato) hasta un  90%4 para fenilalanina.
Globalmente la pérdida de aminodcidos alcanzd un nivel de 50%Z, lo
que hace al procesno poco eficiente en cuanto a productividad. Sin
embargo, como se verd mas adelante adn asi, el proceso resulta
econdmicamente factible.

For ultimo vy como aspecto importante, se observa que al
agregar el carbdn activado al hidrolizado de leche para efectuar
el proceso de adsorcidn, se forma una solucidn viscosa (debido
quizas a la alta concentracidon de lactosa)l. De esta mezcla
resulta muy dificil separar el carbdn activado por Ffiltracidn,
por lo que se requiere el uso de centrifugacién a velocidades
mayores a 10000 rpm.

En la Tabla 4.19, se presentan los resultados de la adsorcidn
con carbdn activado sobre un hidrolizado de caseina obtenido con
las enzimas Amano 2A-FPapaina, bajo las condiciones definitivas de
hidrélisis (seccidn 4.4).

Se puede observar de la Tabla 4.19, que el cambio en el
sustrato de la reaccién de hidrdlisis (caseina por leche
descremada), no afecta el nivel de retencidn de fenilalanina. 5in
embargo, aumenta la retencion de los aminoacidos restantes hasta
un nivel global del S5% (determinado como proteina total final).

Tabla 4.19 Adsorcidn de aminodcidos por carbén activado DER 8x30
sobre hidrolizado de caseina con Amano 2A-Papaina.

mg a.a./g de proteina 7% de pérdida del
Aminoacido a.a. en dosis 109%
105% (%) 85% (%%)
Asp 34 N.D. a2
Glu 109 " 50
Ser 35 " 42
His 9 " &9
Gli~-Tre S8 " =
Ala 19 " a8
Arg 4 " 89
Tir b " Q0
Val 38 37 48
Met 10 10 b4
Ile 27 28 50
Leu 86 Sé6 41
Fen 4 ' b 92
Lis 65 N.D. 10

(%) 5% de exceso de la dosis de carbdn activado necesario para
retirar el 100%4 de Fen, Tir y Trp.

(#%) B57 de la dosis de carbén activado necesario para retirar
el 1007 de Fen, Tir y Trp.

También es de notar que el uso de una dosis de carbdn
activado con un 9% de eiceso del requerido para eliminar el total
de Fen, Tir y Trp, seolamente retira un 2% mds de fenilalanina,
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que si se usara una  dosis del 854 de la  cantidad necesaria para
retirar la suma total de tales aminocécidos. Esta dosis se
ensayd, siguiendo las  reconendaciones de Hassler (1974), que
menciona que para  algunos carbones activados, al aumentar la
pacala e ltas pruebas disminuye la cantidad de carban
deterninada en los ensayos de laboratorio. Sin embargo, en este
caso tal fendmeno no se presento.

Debido a que con la dosis de 57 de exeso de carbon activado,
se alcanza el nivel requerido de eliminacidén de fenilanina (ver
seccidn 4.8), se definid gque se utilizaria ésta como dosis de
trabajo. Con esta consideracion, la dosis de trabajo para retirar
el 92% de la fenilalaninra serla de aproximadamente 2.95 gramos de
carbdn activado por gramo de proteina inicial. Esta dosis es del
mismo arden de magnitud que la aplicada en procesos similares
(Cogan v col.,1981; Fatente japonesa, 1986).

En 1la Tabla 4.20, se presenta un resumen de las condiciones
definidas para la hidrdlisis enzimatica de caseina y el
tratamiento por adsorcidn para la eliminacién de fenilalanina.

Tabla 4.20. Condiciones finales de hidrélisis y adsorcidn para
el proyecto.

_—Earémetra— Valor

Hidrdélisis enzimitica

Sustrato Caseina

Enzimas Amano 2A-Fapaina

Concentracion de sustrato (8] 10%

(E/S) 14 - 2%

Temperatura S0eC

Tiempa de reaccidn 20 horas

Agitacidn 150 rpm

Recipiente Cilindrice sin bafles
Adsorcidan

Adsorbente Carbdn activado DGR 8x30

Fabricante

Forma fisica

Dosis

Agitacidn

Tiempo de cantacto
Temperatura de operacién

Clarificantes Mexicanos
Branular

2.95 g de C.A./g de proteina
400 rpm

40 min

20=C

4.6 Caracteristicas del producto.

Una forma de caracterizacién del producto desarrollado, puede
ser la comparacian del patrdn de aminodcidos resultante contra el
recomendado como ideal por la FAODO o bien contra el  patron
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presente en los productos comerciales. En la-Tabla .21, se
muestira esta comparacidn especificamente con respecto a los
aminoAcidos esenciales.

Tabla 4.21 Comparacién del patréon de aminodcidos esenciales en el
producto desarrollado contra el recomendado por FAD vy
el de productos comerciales.

% del aminodcido

A.A. FAOC(1973) Lofenalac(2) Milupa(2) Producto desarrollado

His 3.9 3.9 9.1 3.8
Ile 9.7 10.1 12.6 11.1
Leu 22.3 18.8 21.2 23.2
Lis 14.2 pelu P 14.8 27.0
Met 3.4(3) 6.6 3.1 4.1
Fen 11.5 1.1 0.0 1.7
“Tir 5.8 10.7 12. 46 2.4
Tre 12.0 10.5 10.0 12.0
Trp 2.4 2.6 3.7 0.0
Val 12.9 15.9 14.8 14.0
Total 100.0 100.0 100.0 100.0

(1) Requerimientos diarios recomendables para un bebé (0-6

meses) .

(2) Valores calculados en base al contenido declarado por los
fabricantes.

(3) Este valor supone que cisteipna esta presente en un contenido
equivalente al 50% del valor de metiaonina.

Como se esperaba, el proceso de adsorcién de +enilalanina
efectuado al hidrolizade de caseina, resulto en la pérdida
parcial de His y Met y en la casi total pérdida de Tir y Trp, por
la que para alcanzar el patrdn ideal de aminodcidos esenciales
deben ser restituidos al praoducto.

Fara gque el producto desarrollado tenga un patrén similar al
de los productos comerciales éste debera ser complementado con
Tir, Trp, His, Met y Val. En la Tabla 4.22, se puede apreciar el
patrén de aminodcidos del producto desarrollado si se
complementara con 57 mg de aminoAcidos esenciales por 1000 mg de
aminoacidos del producto desarrollado. Cabe notar que Tir
representa el 5S0%Z del total de aminoadcidos a suplementar. Los
otros amincédcidos representarian 18% el Trp, 154 Val, 114 Met vy
&% His.
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Tabla 4.22 Fatran de aminoacidos del producto-desarrollado
posterior a la adicion de dmlnoéc1dm5 pérdidos
en el proceso de adsorcion. ’

% del amincdcido

- B.A. Lofenalac Milupa Produuto(l) S A2)
His 3.5 S.t 4.1 3.3
Ile 10.1 12.4 9.0 -
Leu 18.8 21,2 18.8 -
Lis 20.46 14.8 21.9 -
Met b.b S.1 9.4 4.2
Fen 1.1 0.0 i.4 -
Tir 10.7 12,6 11.8 28.9
Tre 10.5 10.0 9.7 -
Trp 2.6 3.7 3.9 10.3
Val 18.5 14.8 14.5 8.3

(1) Patrdn de aminoidcidos del producto desarrollado
después de suplementar His, Met, Tir, Trp y Val.

(2) Miligramos de aminoécido suplentado por 1000 mg de
aminoacidos de producto desarrollado

Se puede observar que después de complementado el producto,
el patron de aminodcidos resultante es similar al que presentan
los productos comerciales.

De acuerdo a los datos de la Tabla 3.1, el requerimiento de
aminodcidos esenciales seria cubierto con un consumo de 2 g de
proteina/dia por Kg de peso del nifo, en forma de proteinas de
huevo o leche. El patrén de aminodcidos esenciales del producto
complementado (cuarta columna de 1la Tabla 4.22), seria cubierto
teoricamente con 2.96 g del hidrolizado desarrollado Y
suplementado (una ver seco y con (4 de humedad), 1o gue en
principio representaria un aumento de 254 en el consumo de
proteinas respecto a proteinas de alta calidad como son las
presentes en el huevo o la leche.

4.7 Formulacién del producto

La siguiente etapa en el presente desarrollo, la constituia
la comprobacion de los resultados obtenidos en el laboratorio a
una escala mayor, esto es a nivel planta piloto. Se considerd
adecuado el complementar tales experiencias con la formulacian de
un alimenta en base al! hidrolizado desarrollado, para 1la
obtencion de la informacidn gque permitiese proponer un proceso
desde materia prima hasta producto terminado.

Se definid la formulacién del producto, como la determinacion
de las relaciones cuantitativas entre los nutrimentos, para la
creacion de un alimento completo  (en teoria) que llenase los
requerimientos para el desarrollo adecuado de un niffo recién
nacido.
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Se ‘definid - la formulacion base para el producto final  en
términos de las disposiciones de la legislacidn oficial vigente
{Diariao Oficial, 1938) y las recomendaciones internacionales
(Coder Alimentarius, 1981). La formulacion propuesta se presenta
en la Tabla 4,273,

Tabla 4.23 Formulacidn base de un alimento
para niflos recién nacidos.

NMutrimento %
Froteina 23,2
Grasas 23.2
Minerales 3.6
Carbohidratos . 50.0
Total: 100.0

Se determind que una mezcla asl preparada representaria
aproximadamente 410 Kcal por cada 100 gramos de producto final.
En la Tabla 4.24, se 1listan los materiales seleccionados para
cumplir con estas relaciones y que fueron usados durante las
pruebas realizadas en planta piloto.

Se definid que el producto final seria presentado como una
formula en polvo lista para ser usada, por 1las ventajas que
reprenta un producto sélido y con bajo contenido de humedad en
cuanto a conservacién, envase, distribucidn y consumo.

Tabla 4.23 Formulacidn propuesta del alimento.

Froteina

Hidrolizado desarvrollado 23,20 %
Grasa

Grasa de leche 14.85 %4

Aceite de mal:z 7.42 %4

Emulsificante 0.93 %
Minerales

Mezcla de sales 3.60 %
Vitaminas

Fremezcla de vitaminas Trazas
Carbohidratos ’

Maltodextrina S50.00 %

Total: 100,00 %

4.8 Pruebas a escala planta piloto
Como era de esperarse las pruebas en planta piloto

modificaron en algunos aspectos la forma en gque se venia
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realizande los hidrolizados de caseina en laboratorio. Ademds,
permitieron detectar los problemas que representa el manejo de
lotes * grandes. A continuaciaon se detallan las. etapas Y
condiciones de operacitn determinadas esperimentalmente que se
requiere efectuar para la aobtencidan del producto final. El tamafio
de los lotes gque se procesaron fue de 1.9 kg de caselna (15
litros de volumen de reaccidn).

4.8.1 Hidrdlisis enzimatica

Se determind gue se requeria un recipiente (tanque cilindriceo
vertical) con un volumen minimo de 28 litros, con un sistema de
agitacidn a un minimo de 400 rpm y sistema de calentamiento (se
usth resistencia eléctrica y baflo de temperatura controlada).

El volumen del recipiente se definid de tal capacidad ya que
al agregar 21 carbdn activado a la solucidén de hidrolizado, el
aumento de volumen podria ser de 30 a 40%4.

El recipiente deblia de carecer de bafles para permitir un
patron de flujo con vortex, que resultd el mads conveniente para
la disolucidn del caseinato en forma rapida (menos de 30 minutos)
y mas efectivo (por evitar la formacién de grumos). La velocidad
minima de 400 rpm se reqguirid para lograr el patrédn de mezclado
buscado durante la disolucidn del caseinato y también para
realizar un mezclada eficiente durante el proceso de adsorcidn,
ésto es evitar la sedimentacidn del carbdn activado. En rigor, lo
gue se debid determinar es la potencia suministrada al sistema
para hacer una descripcidn correcta, sin embargo, no se
determinaron los parametros necesarios para tal fin. El ndamero de
Reynolds (seccidn 4.3.2) bajo las condiciones de prueba fue de
300,

El proceso de hidrdlisis se inicia con la adicidn del agua al
tanque (agua destilada), gque se calienta hasta la temperatura de
trabajo (S0=C). Una vez alcanzada la temperatura se procede a
agregar el cageinato en forma lenta (evitando 1la formacidn de
grumas grandes ya que resultan dificiles de disolver). Una ve=z
disuelto el 5S04 del caseinato se agrega la enzima Amanao 2A
{tiempo t=0) y 5 minutos después se agrega la Fapaina. A los 30
minutos de reaccién se reanuda la adicidn de caseinato hasta
llegar al 1007 (aproximadamente 30 minutos mds). Se decidid
realizar el proceso de disolucidn de caseinato de esta forma, ya
que para concentraciones por arriba del 7%, la solucidn adquiere
un cariacter viscoso que dificulta la disolucién del material
restante para alcanzar el valor definido de 10% (F/V).

Se determind que se detendria la hidrdlisis a las 20 horas de
reaccidn, que es cuando la concentracidén de fenilalanina libre en
soluciédn alcanza un valor de 16 a 18 mg/g de proteina
(aproximadamente 70%4 de liberacion). La solucidn resultante es
opaca, con un color café claro y un fuerte sabor amargo.

El siguiente paso en el proceso o constituye la
desactivacidn térmica de las enzimas presentes en el hidrolizado.
Esto se logra calentando la solucidén a TrP0<C, durante un periodo
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de 10 a 15 minutos {(Lara,1988). La solucidn resultante es opaca,
de color-café claro: 'y en algunas ocaciones presenta una pequefia
cantidad de precipitado.

Esta etapa no fue realizada por no contarse con los medios
fisicos para llevarla a cabo. 5in embargo, se supuso que el no
efectuar esta etapa no afectarlia el resultado en las etapas
posteriores, al menons para el objetive que se buscaba en estas
pruebas.

Una vez terminada la hidrdlisis enzimdtica, se procede a
gnfriar la solucion hasta una tempeartura de Z0<C.

4.8.2 Adsorcién

El proceso de adsarcidn se inicia con la adicidn del carbdn
activado a la solucidn ( en forma continua y rapida), mientras
se agita a 400 rpm (la velocidad de agitacién la determina el gue
las particulas no se sedimenten). Se determind que el tiempo de
contacto hidrolizado—-carbén fuera de 40 minutos. Una vez
transcuwrrido este periodo, se permite que el carbon activado
sedimente y se separa el liquido de 1las particulas gruesas de
carbén activado. Al final de este proceso se obtiene una solucidn
de colaor negro.

4.8.3 Separaciédn del carbédn activado

La separcidn del carbén activado suspendido en la solucidn
resultante del proceso de adsorciédn se llevo a cabd en una
centrifuga continua. El tipo de centrifuga usada es del tipo de
canasta y para lograr la separacién deseada se uso  un
filtroayuda. El filtroayuda es alimentado previamente al paso de
la solucidn a tratar, con un espesor de aproximadamente 1
centimetro, que se formaba alimentando una lechada con & a 10%
(P/V). Se determinéd que si la capa de filtroayuda no es
homogénea, no se logra la total separacidnm del carbdn activado.
La solucidn resultante es clara, con una ligera coloracién
amarilla y un contenido de sdlidos de 4.5%4 (FP/F) aproximadamente.
En esta solucidén el sabor amargo es nulo.

4.8.4 Formulacidn del alimento

Si nos referimos a la formulacidn propuesta nos encontramos
que hay que mezclar componentes insolubles entre si (p.ej.,
aminoacidos con grasa). Una manera de integrar grasa a los
elementos de la mezcla es por medio de la formacion de una
emulsidn. Otra opcidn la constituye la microencapsulacidn de las
grasas. Se dermind que las grasas serian emulsificadas en la
solucidn resultante del proceso de adsorcidén. Se determind que
los materiales restantes de la formulacidn se mezclarian en seco
para evitar reacciones indeseables durante el secado (p.ej.,
reaccion de Millard entre aminodcidos y carbohidratoes).
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La  emulsificacion se: logrd usandd monpestearato  de gliceriio
y lecitina como emulsificantes v algarrobo como espesante.

Debida & la falta de equipo de emulsiticacidn ‘adEcuado, sa
usaron homogenizadoras de 2.3 litros de capacidad.

Fara poder llevar a cabo la emulsificacidn se requiere qgue
todos los componentes de la misma sean calentadaos previamente a
una temperatwra no menor de S0°C. Frimeramente se disuelve el
algarrcho en el hidrolizado vy a continuacidn se agrega el
monoestearato (fundido). Inmediatamente se adicionan las grasas
en forma simultanea. For wltimo se agrega la lecitina a 1la
solucién. Todos los compontes se adicionan mientras se agita
vigorosamente., La solucidn resultante es opaca, de color blanco
de aspecto parecido a leche vy de olor agradable (por la adicidn
de la grasa de leche).

La efectividad del proceso y estabilidad de la emulsién se
datecta facilmente por la ausencia de particulas de grasa. Esta
emulsidn es estable a temperatura ambiente aun por periodos de
hasta 4 horas. Si se refrigera se forma uWuna capa con aspecto a
crema. El contenido de solidos de esta solucion es de
aproximadamente 24 (F/F).

4.8.5 Secado

Se intento secar al producto emulsificado por el método de
aspercidon., Sin embargo, no se lograron determinar las condiciones
para tener un contenido de humedad menor a 9%. Los parametros que
se variaron en estas pruebas fueron el tamafflo de particula,
velocidad del aire en la cémara vy temperatura. For las
caracteristicag del equipo, la Unica medicidn cuantitativa fue la
de temperatura. Los rangos de temperatura manejados fueron, a la
entrada de la cédmara, de 140 a 150°C y de 75 a 100°C a la salida
de la misma. El producto obtenido es un polvo blanco, ligeramente
amarillo y de consistencia semejante a la leche en polvo, con un
olor y sabor caracteristico.

4.8.6 Formulacién final

Se mezclaron los carbohidratos, las sales vy el producto de
secado, obteniéndose un polvo blanco con aspecto a leche en
polva. En la Tabla 4.25, se resumen las propaorciones de
componentes para la obtencidn del producto final.

El material resultd de facil disolucidn en agua a temperatura
ambiente. La solucidn obtenida es de color blanco (sin liegar a
ser tan opaca come la leche), la cual es estable a temperatura
ambiente sin notarse separacidn de fases (destruccion de la
emulsion) v sin sedimentos.

3
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4.8.7 Envasado

Se sometieron muestras del producto resultant2 a diversas
condiciones de envase, determinandose que la mejor forma de
conservacion (determinada dnicamente por ausencia de olores,
p.ej., rancidez), se obtenia cuando se envasaba en un frasco
praotegido de la lux y bajo atmosfera de nitrdgeno, si la hunedad
del producto era mayar a S%4 vy sin atmosfera de nitrdgeno =i el
praoducto contenia humedad menor o igual a 3%. El producto resulta

=

estable hasta por un periodo de 2 meses.

Tabla 4.25 Froporciones de componentes en el producto final

Componente %
Hidrolizado bajo en Fen (1) 23,20
Grasa de leche 14,85
Aceite de mai:z 7.42
Monoestearato de glicerilo Q.45
Lecitina 0.446
Algarrobo (2) ) 0.75
Maltodextrina 50,00
Minerales 2.93
Vitaminas 0.07

Total: 100,16

(1) Este valor no considera que se debe complementar el
hidrolizado con laos aminonécidos perdidos durante el
proceso de adsorcidn.

(2) Code» Alimentarius (1981), establece un limite de O.032
gramos de algarrobo por gramo de proteina.

4.9 Evaluacién econdmica preliminar

Al nivel actual de desarreolleo del producte vy del proceso,
seria poco util y practico intentar realizar una evaluacion
ecénomica profunda del costo de produccidén.

Sin embargo, se podria obtener un estimado del costo probable
del producto terminado, tomando en cuenta el costo de las
materias primas y asignando um costo al procese de produccidn.
Este costn se establecid como S04 del costo de las materias
primas (Aries,1999). En la Tabla 4.24, se presenta el estimado
del costo probable del producto desarrollado, en base al costo de
adquisicidn de las materias primas usadas durante las pruebas en
planta pilote.
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Si comparamos 2] costo obtenido de 33300 pesos por kilogramo
de producto terminado, contra el costo de 34,400 pesos por
kilogramo de Lofenalac puesto en Estados Unidos (Anédnimo,1986b) ,
se2 podria considerar que en principio, el producto desarrollado
seria competitivo en costo con el preoducto comercial de
caracteristicas similares al presentado en esta tesis. Notese gue
el precio del producto Lofenalac es del afo de 1986 y los precios
de la materia prima utilizada son de enerc de 1989 (costoc de
adquisicidn al menudeo). Adicionalmente, en esta comparacidn no
s incluyen los costos de importacion del producto, que en la
practica han resultado elevados, independientemente de los
tramites requeridos.

Tabla 4.26 Costo probable de produccién del alimento desarrollado
(en base al procesamiento de 10 kg de caseina).

Materia Prima Cantidad Costo Unitario Costo_{pesos)
(1) (2)
Caseina 10 kg ¥15,000/kg 150,000
Proteasa 100 g $100 US/kg 25,000
Fapaina 200 g ¥ 50 US/kg 25,000
Triptéfano 47 g ¥ 63 US/kg 7 4400
Tirosina 130 g % 43 US/kg 13,975
Histidina 15 g ¥ 60 US/kg 2,250
Metionina .28 g ¥ 33 US/kg 2,310
Valina 37 g ¥ 40 US/kg 2,700
Grasa butirica 2880 g ¥ 6,000/kg 17,280
Aceite de Mai:z 1440 g ¥ 2,800/kg 4,032
Salidos de Malz 9698 g ¥ 1,295/kg 12,559
Carbdn activado 29.5 kg ¥ 6,000/kg 177,000

Subtotal: %43%9,521
+ 5% otros (3): % 21,9746

Total materia prima: $461,497

Rendimiento de producto: 20 kg

Costo de Materia prima por kg de producto: % 23,075
Caosto de empaque por Kg (4) @ ¥ 500

Subtotal: % 23,575
+ G0% costo de produccidn: § 11,787

Costo probable por kg de producto terminado: % 35,362

{1) Datos a enero de 1989.

(2) 2500 pesos por ddlar.

{3) Emulsificantes, espesante, minerales, vitaminas y
agua de proceso.

{4) Rolsa de aluminio-polietileno.



4.10 Proceso propuesto

El procesamiento del alimento bajo en fenilalanina podria
llevarse a cabo en las instalacianes de plantas existentes
(p.ej., LICONSA) o bien construirse instalaciones nuevas. Debido
a la baja demanda del producto, la primera opcidn resultaria la
mas adecuada. :

A continuacidn se presentan las actividades a realizar para
la adaptacién del proceso propuesto para la produccién del
alimento en las instalaciones de una planta existente.

4,10.1 Prondstico de demanda del producto

El prondstico de demanda del producto se presenta en la Tabla
4.27 (ver Anexo I).

Tabla 4.27 Frondstico de demanda de 1990-1997 (ver Anexo I)

Frondstico (kg/afa)

Froducto 1990 1991 1992 1993 1997

Alimento bajo en
fenilalanina 3300 9540 157890 22020 46980

4,10.2 Estado actual de desarrollo de la tecnologia

Se cuenta actualmente con la tecnogia desarrollada. La
ingenieria bdsica del proceso debera completarse para definir las
condiciones de emulsificacién y de secado. Adicionalmente se
deberd desarrollar toda la ingenieria de detalle del proceso.

FPor ultimo, se debera definir 1a institucidn en la cual se
llevara a cabo la maquila del producto.

4.10.3 Definicidn de capacidad de produccidn

En la Tabla 4.28, se presenta el cdlculo de lotes que seria
necesario producir para cumplir con el pronostico de demanda para
el producto propuesto (en base a 1los rendimientos obtenidos en
las experiencias de planta piloto). En este cdlculo se supone que
no cambia la capacidad inicial de produccidn (p.ej., por alguna
ampliacidn en las capacidad de las instalaciones).

En vista de lo presentadé en la Tabla 4.28, pareceria

adecuado que las instalaciones seleccionadas contaran can  un
tangue de al menos 14000 litros de volumen efectivo de operacidn

Fagina — 99




(LOO00 litros més 40% por aumento de volumen en la adsorcidn),
can el fin de que la produccién del alimento no utilizara mas del
104 del tiempo disponible de operacidn anual (al octavo afio).

Tabla 4.28 Mimero de lotes a producir para cumplir con la
demanda probable en funcidn de la capacidad
del tanque de reaccidn.

Volumen de reaccion Numero de lotes por afig % de ocupacidn
(litros) Primer afo Octavo afio (1)
1000 17 242 84
2000 8 121 42
5000 3 48 15
10000 1.7 24 a

(1) Por ciento de ocupacidén del tiempo de produccidn de una
planta, caonsiderando 48 semanas al aflo, & dias laborables
por semana y 2 dias para producir un lote.

4.10.4 Instalciones requeridas
Los equipos y sistemas con que deberd contar la planta para

la manofactura del producto serian (en principio), los
siguientes:

- Tangque cilindrico vertical, enchaquetado, sin bafles, y con
sistema de agitacidn.

- Tolvas de dosificacidon de materias primas (caseinato,
enzimas, carbdén activado).

—~ Centrifuga continua.

- Equipo de emulsificacidn (incluyendo equipo anexo).

~ Secador por aspercidén (con tolva de producto terminado).
- Nézclador de sdlidos.

~ Empacadaora semiautomdtica.

- Bodega de materias primas y producto terminado.

- Cuarto frio.

- Equipo de laboratorio para llevar a cabo el control de
calidad de las materias primas y producto terminado.
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Tales equipos deberan cumplir (cama minimo) con las
caracteristicas de operacidn requeridas por el proceso (seccidn

4.2).

4.10.5 Materias primas

Las materias primas requeridas para maquilar 1000 kg de
caseinato se presentan en la Tabla 4.29., El procesamienta de un

lote de esta magnitud resultaria en 2000 kg de producto
terminado.
Tabla 4.29 Requerimientos de materia prima para maguilar 1000 kg

de caseinato.

Materia prima " kilogramas
Caseinato de saodio 1000
Maltodeutrina 70
Grasa butirica 290
Aceite de maiz 145
Algarrobo 14.5
Monoestearato de glicerilo Q
Lecitina 9
Minerales (sales grado alimenticio) 57
Vitaminas {(premezcla comercial) 1.5
Carbdn activado 2950

4,10.6 Producto

Se obtendria un producto unico definido como alimento bajo en
fenilalanina y formulado con 1los nutrimentos necesarios para
permitir un desarrolleo completo de niffos fenilcetonuricos.

4.10.7 Calidad

El producto debera cumplir con la Norma Oficial Mexicana
respectiva (Alimentas para Lactantes y Nifloss; Diario
Oficial,1988). Ademas debera tener un contenido maximo de
fenilalanina por unidad de peso de producto terminado de acuerdo
& los requerimientos del Frograma Nacional de Prevencidén del
Retraseo Mental.

4,10.8 Rendimiento
El rendimiento del proceso se estima de 457 hasta la etapa de

separacion del hidrolizado-adsorbente y de un 95% de la etapa de
emulsificacién hasta la etapa de envasado.
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4.10.% Requerimientos de personal

Fara llevar a cabo las diversas actividades del proceso, se
estima que se requeriria de un operador y un ayudante en tres
turnos durante dos dias, para la preparcidn de un lote de
alimento.

Seria necesario también un supervisor de produccion que

coordine todas las actividades del proceso vy sea responsable de
la produccidn, calidad y mantenimiento de las instalaciones.

4.10.10 Manejo de materiales

- Materias primas

Los materiales estables a temperatura ambiente, serian
almacenadaos en bodega dentro de su empaque original (caseinato,
mal todextrina, sales, grasa butirica, espesante, monoestearato,
carbén activado).

Los materiales suceptibles a degradacidn a temperatura
ambiente, deberan ser almacenados en cuarto frio (aceite de maiz,
enzimas, vitaminas, lecitina).

- Producto

Todo el producto deberia ser envasado al final del proceso de
produccidn. Podria ser envasado en baolsas de aluminio-polietileno
de 1 kg de capacidad. Para su manejo, almacenamiento v
distribucidn, podrian empacarse en cajas de cartdn.

4.10.11 Desechos y su control

El proceso de produccidn de este tipo de alimentos, genera
los siguientes desechas:

- Carbdén activado con hidrolizado de caseinato adsorbido.

- Filtroayuda usado.

Lotes de hidrolizado pérdidos.

- Agua de lavado de equipos con residuos de producto vy
sanitizantes. ’

Seria necesario consultar 1a legislacidn vigente al respecto,
para determinar la ruta de eliminacidn de tales desechos o bien
su pretratamiento antes de su eliminacian.

A la fecha no se ha definido si seria econdmico recuperar el
hidrolizado adsorbido en el carbdn activado y. si resulta
ecandmico la regeneracidn del carbén activado para su reciclado
al proceso.
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4.10.12 Servicios requeridos

Los principales servicios de planta requeridos por el proceso
sel-lan:

- Vapor de calentamiento
- Electricidad

- Agua de proceso (habria gque definir la calidad de agua a
usarse en la produccion del alimento)

— Agua de planta

- fAgua de enfriamiento

4.10.13 Diagrama de flujo
En la Figura 4.9, se presenta el diagrama de flujo del proceso

propuestn, en el que se incluyen las principales aperaciones y
corrientes de materiales de que estd formado.
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Conclusiones

* Se encontrd por razones técnicas y econdmicas gue la
caseina era la materia prima mas adecuada para la produccion de
un alimento bajo en fenilalanina.

* Se desarrplld un proceso enzimatico con el fin de
hidirolizar la proteina vy hacer factible la separacidn de 1la
fenilalanina.

* Se selecciond el material (carbén activado) vy s€
establecieron las condiciones para efectuar un  procesoc de
adsorcidén del aminodcido en la forma mds selectiva posible.

* El producto desarrollado presenta un perfil de amincacidos
adecuado y contiene niveles de fenilalanina gque le permiten ser
empleado en las dietas de fenilcetonlricos.

* Se {formuld un alimento con la fuente de proteina baja en
fenilalanina v los nutrimentos necesarios para un desarrollo
adecuado de lactantes fenilcetondricos.

* Se estudiaron los procesos de estabilizacion,
homagenizacidn y condiciones para el secado del producto.

* E1 costo del producto con 21 desarrollo efectuado resulta
ser similar al del producto comercial norteamericano puesto en
Estados Unidos.

* Se deberd optimizar la etapa de adsorcidn para aumentar el
rendimiento de recuperacidn de hidrolizado de proteina.

* Se debera definir un proceso econdmico de regeneracién del
carbdn activado para que pueda ser reciclado al proceso, con el
fin de disminuir los costos de produccidn del alimento propuesto.

* Ge deberan continuar los estudios de ingenieria para
definir las condiciones de emulsificacidén, secado y adaptacidn
del proceso de produccidn a las instalaciones de alguna
institucidn publica o privada.

* Se deberan realizar los estudios biocldgicos que permitan

asequrar gue el producto propuesto, permitird un sano desarrollo
de los nifios fenilcetonuricos.
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Anexo I. Pronéstico de demanda del alimento bajo en
fenilalanina ’

Se estima que serén detectades 190 casos anuales vy gue tales
casos deberan ser tratados con una dieta especial basada en un
producto bajo en fenilalanina durante los primeros ocho aflos de

vida.

La Fao (1973), establece un requerimiento diario de
aminodcidos esenciales de 742 mg/dia por kg de peso para bebés de
O a & meses de edad. Se establecid (seccidn 4.4), que tal

cantidad de aminoédcidos estaria tedricamente incluida en 2.96 g
del hidrolizado complementado que se propone en el presente
desarrollo. De acuerdo a la formulacidn propuesta (Tabla 4.25),
la proteina en el alimento tinal representa el 23.2%, por lo que
se requeririan de 11.0 gramos del mismo para cumplir con el
requerimiento de aminocédcidos esenciales por dia por kilogramo de
peso del nifio.

En promedio el peso de niffos mexicanos al nacer es de 3.3 kg
y al afo este peso se triplica, esto es 9.0 kg (Valenzuela, 1975).
Si tomamos el promedio entre estos dos valores como el peso de un
nifo durante el primer afo de vida, se tendria un peso de 6.15 kg
(en realidad el peso promedio es de 7.8 kg).

Si consideramos que los niffos fenilcetonuricos siempre estan
por abajo del percentil 3, lo que representa aproximadamente un
10% menos en peso, entonces el peso promedio seria de 5.5 kg

Por 1lo tanto el requerimiento de alimento durante el primer
afo seria:

(11 g de alimenta/dia por kg por niffo) (5.5 kg)

= 60.5 g de alimento/dia por nifo
(60. S g/dia) (365 dias/aflo) = 22000 g de alimento/afo por nifio

(22000 g/afo por nifio) (150 niflas) =

Consumo el primer afo = 300 kq de alimento/afio

lL.a FAD (1973), recomienda que a los 10 afos de edad un nifio
debe consumir 261 mg de aminodcidos esenciales por dia por
kilogramo de peso. El promedio entre 1 y 10 afMos seria de 500
mg/dia por kg. Fara cumplir con tal requerimiento se deberia
consumir 1.77 g de hidrolizado, lo que representaria 7.6 gramos
de alimento formulado.
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El. peso de nifos mexicanos a los B affos es en promedio de
24.11 kg v a los cuatro afos de 146.7% (el promedio de peso entre
1 v 8 affos serfia de 17.6).

Faor lao tanto, para niffos de 1 a B affos se tendria el
siguiente consumo anuals

Consumo diario = (7.6){16.73x0.9) = 114 g de alimento/dia por
nifo
Consumo anual = (114) (365) = 41600 g de alimento/afMo por nifo

Consumo total = (41600) (150) = 4240 kg de alimento/afo

Par 1lo tanto, el consumo de alimento en el segundo aflo del
pragrama seria de 9540 kg [3300 + 62501, Al tercer afio seria de
15780 kg (3300 + 2(46250)1. Al cuarto afMo de 22020 kg y al octavo
afto llegaria a 446780 kg de alimento por afio.

En esta estimacién no se toma en cuenta que no todos los
niflos fenilcetondricos seran tratados con un alimento de esta
clase, que en los uUltimos aflos del tratamiento no toda 1la
proteina ingerida proviene de un alimento como el propuesto y las
muertes.
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