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1 REBUMEN

Se modificaron 1las propiedades funcionales de 1las
proteinas del gluten de trigo mediante una hidrdlisis
enzimdtica controlada con el objeto de obtener uma proteina
soluble y con buenas propledades emulsificantes, Se
prepararon hidrolizados de gluten de trigo y de gluten de
trigo tratado térmicamente empleando dos diferentes enzimas
proteoliticas de origen bacterianc -una neutra y una
alcalina- y diferentes tiempos de hidrélisis. El
tratamiento con la proteasa neutra no mejoré las propiedades
funcionales estudiadas del gluten. El1 gluten hidrolizado
con la proteasa alcalina no mostrd un aumento significative
en la solubilidad pero presenté una elevada capacidad de
emulsificacién asi como una alta estabilidad de la misma,
este aumento fue mayor cuando el gluten fue sometido a un
tratamiento térmico previo a la hidrédlisis. De esta manera
se obtuvieron varios productos que mostraron capacidades de
emulsificacion mayores a las obtenlidas con aditivos
comerciales preparados a partir de proteina alslada de soya.
Finalmente se escald el proceso de modificacién enzimidtica a
nivel planta piloto y se caracterizaron los productos
obtenidos en términos de solubilidad, capacidad de
enulsificacién y estabilidad y actividad de la emulsidn.



2 INTRODUCCION

La industria alimentaria requiere constantemente de
nuevos ingredientes proteicos para la elaboracién de
alimentos. En los ultimos aflos han cobrade especial
importancia clerto tipo de proteinas por las propledades
funcionales gque poseen ya gque imparten caracteristicas
especificas a los productos alimenticios.

lLas tres proteinas funcionales maAs importantes son la
cageina, la clara de huevo y la proteina de soya, y han sido
usadas por la industria alimentaria por mas de veinte aiios.
Debido por un lade a la escasez Yy al encarecimiento
crecientes de estas proteinas y por el otro a la creclente
demanda de alimentos, se investiga actualmente la forma de
producir proteinas funcicnales alternativas a menor costo.

lLas proteinas vegetales se encuentran disponibles para
la industria de alimentes en diversas formas, tales como
harinas, concentrados, aislades y proteina vegetal
texturizada, Sin embargo, muchas veces estos productos
carecen de propiedades funclonales o las poseen pero ne son
éptimas y necesitan ser modificadas para tener nuevas
aplicaciones. Esto puede lograrse mediante diversos
procesos de modificacidn.

Aungque la modificacién quimica ha sido extensamente
explorada para mejorar las propiedades funcionales de las
proteinas com¢ ingredientes funcionales en alimentos, la
preocupacién sobre toxicidad y alteracién del valor
nutricional ha evitado su adopcién. En afios recientes se ha
demostrado que una hidrélisis enzimatica limitada ofrece un
medio especifico y conveniente para mejorar ciertas
propiedades funcionales de 1las proteinas (Tanimoto &
Kinsella, 1988).



El gluten de trigo es una proteina de bajo costo y alta
disponibilidad ya que es un subproducto en el proceso de
obtencién de almidén a partir de harina de trigo. Es el
componente proteico funcional de la harina de trigo cuyas
propiedades viscoeldsticas han sido aplicadas para producir
las caractaeristicas de textura del pan. Actualmente el
gluten de trigo cuenta con un mercado como protaina
funcional purificada y se utiliza por ejemplo en la
elaboracidn de cereales preparados, como ligante de trozos
de carne de desecho o como extensor de productos carnicos.

En el presente estudic se pretende modificar 1las
propiedades funcionales del gluten de trigo mediante una
hidrolisis enzimatica controlada, con el objeto de obtener
una proteina soluble con elevada capacidad de
emulsificacién, alta estabilidad y actividad de la emulsion,



3 OBJETIVOS E HIPOTRHBIS

3.1 OBJETIVOS GENERALES

- Estudiar (escala laboratorio) el afacto del tratamiento
térmico y de la hidrélisis enzimatica sobre la solubilidad
y propiedades de emulsificacidn del gluten de trigo.

- Escalar a nivel de planta piloto un proceso de hidrélisis
enzimidtica que permita mejorar las propiedades funcionales
del gluten de trigo.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

~ Selecclonar las propledades funclonales proteicas de mayor
interds para la induastria de los alimentos.

- Seleccionar y montar en el laboratorio los métodos de
evaluacidén de las propiedades funcionales a estudiar.

= Seleccionar un sustrato proteico de origen vegetal y una
enzima proteolitica con base en costo y disponibilidad.

~ Combinar la modificacién enzimdtica de las propiedades
funcionales con un proceso previo de modificacidn fisica del
sustrato.

- Determinar el efecto que produce una hidrélisis enzimatica
mederada sobre las propledades funcionales de interés en el
sustrato seleccionadoe.

- Evaluar 1la funcionalidad de 1los hidrolizados por
comparacién con proteinas funcionales comerciales utilizadas
en la industria de los alimentos.
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- En caso de encontrar un preoceso enzimdtico que mejore las
propiedades funcionalee del sustrato, escalarlo a nivel de
planta piloto.

3.3 HIPOTESIS

- Se ha demostrado que la hidrélisis enzimatica modifica las
caracteristicae funclionales de las proteinas vegetales de
manera benéfica. S{ esto es asi, entonces podria ser posible
obtener mediante wun process controlado de hidrdlisis
enzimatica de gluten de trigo, un  producto con
caracteristicas funcicnales comparables a las de proteinas
tuncionales comerciales usadas en 1la industria de los
alimentos.
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4 GENERALIDADES

4.1 PROPIEDADES FUNCIOKRALES

Las proteinas congtituyen uno de 1los componentes
principales de 1los alimentos por 1lo gque la industria
alimentaria busca constantemente nuevos ingredientes
proteicos para la elaboracién de 1os mismos. Existen
basicamente dos caracteristicas importantes en las proteinas
que determinan su uso dentro de la industria alimentaria: el

valor nutricional y la funcionalidad.

Dado que las propiedades funcionales confieren
caracteriasticags a los alimentos durante su procesamiento,
preparacién y almacenamiento afectando 1la calidad y
aceptacién del mismo, son conslderadas de primera

importancia en el desarrollo de productos alimenticios.

La propiedad funcional de un material proteico puede
definirse como una propiedad tecnolédgica especifica que
influye de forma caracteristica en el aspecto fisico, la
calidad organoléptica y el comportamiento de un producto
alimenticio, la cual resulta de la naturaleza fisicoquimica
Intrinseca del material proteico y de sus interacclones con

otros constituyentes en un sistema alimenticio



multicomponente. sin embargo, el término funcionalidad
implica conceptos distintos para los diferentes
investigadores dependiendo de su respectivo campe de
interés, por lo que en un sentido amplio el término denota
cualquier propiedad de una proteina, excepto su valor
nutricional, que determine su uso ya sea como aditivo o como
el contribuyente directe de los atributos del producto

alimenticio.

Se han propuesto diversos criterics de clasificacidén de
las propiedades funcionales sequn 1las prefarencias e
intenciones del investigador., A continuacién se presenta
una clasificacidn basada en las propledades fisicoquimicas
de las proteinas, dividiendo las propiedades funcionales
seguin la propiedad molecular gque las determina (A.C.S.,

1979):

- Propiedades hidrofilicas: dependientes de la afinidad

de la proteina al agua y a otros solventes polares.

- Propiedades interfasicas: dependen de la capacidad de
las proteinas para formar peliculas de unién o separacién

entre dos medios inmiscibles.

- Propiedades intermoleculares: dependen de la capacidad

que tienen 1las proteinas para formar uniones inter e



intramoleculares.

-~ Propledades organclépticas: se manifiestan a través de

los sentidos.

- Otras propiedades: propiedades fisicas o quimicas que

pertenecen a proteinas especificas.

En la Tabla 1 se presentan las propiedades funcionales
de las proteinas clasificadas con base en las propledades

fisicoquimicas que las determinan.

Ya que las propledades funcionales da lasz proteinas
estdn determinadas por su estructura, los factores que la
afectan repercuten sobre la funcionalidad. Entre astos
factores son de especial interés aquellos que intervienen
durante el procesamiento de los productos proteicos (A.C.S.,

1979):

= Extraccién de la proteina: Tanto la extraccidn de la
proteina a partir de su fuente como la extraccién de los
componentes para su purificacién afectan la funcionalidad
debido a 1la accidén de los agentes fisicos y quimicos

involucrados.

- Temperatura: El tratamiento térmico de las proteinas



produce un efecto importante en su calidad dependiendo de
factores tales como tiempo, contenido de humedad y presencia

o ausencia de sustancias reductoras.

TABLA 1 CLASIFICACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS
PROTEINAS BABADA EN 8UB PROPIEDADES FIBICGQUIMICAS
(h.C.B., 1979)

PROPIEDADES PROPIEDADES FUNCIONALES

FISICOQUIMICAS

HIDROFILICAS solubilidad
Hidratacién
Hinchamiento
Absorcién de agua

INTERFASICAS Emulsificacién
Espunado
Coacervacién

INTERMOLECULARES viscosidad Gelificacién
Espumado Adhaesién
Cohesiodn Pegajosidad
Dureza Untabilidad
Elasticidad Plasticidad
Flexibilidad Fijacién

Estabilidad al calor
Formacién de masa, peliculas,
fibras y complejos

ORGANOLEPTICAS Olor Color
Sabor Fragilidad
Textura

OTRAS Actividad enzimadtica
Digestibilidad

~ Sacado: El proceso da secado puede producir cambios
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indeseables en los atributos de las proteinas. Esto se debe
a que dichos procesos involucran 1la exposicién de 1a
proteina a temperaturas extremas, presién, atomizacion,

condiclones de oxidacidén y fuerzas de superficie,

- condiciones idénicas: La exposicién de la proteina a
diferentes condiciones de pH afecta su grado de
desnaturalizacién y su conformacién. También la presencia
de ciertos iones puede alterar drésticamente su
funcionalidad debido a 1la formacién de complejos con

propiedades diversas,

~ Impurezas: La praesencia de otros compuestos como
lipidos y carbohldratos tlene un gran efecto sobre 1la
funcionalidad ya que puede ccasionar formacién de compuestos

que alteren las propiedades de las protainas.

~ Almacenamiento: Afecta en diferente grado 1la
eastabilidad de un producto proteiceo. Aun en refrigeracién
se pueden originar otras reacciones gquimicas no siempre
benéficas. El contenido de humedad durante el
almacenamiento es un factor importante que altera las

caracteristicas del producto.

La solubilidad es una de las propiedades funcionales de

mayor interés en la industria alimenticia. Esto se debe a
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que las proteinas deben ser solubles para que sea posible su
incorporacién en  sistemas alimenticios liquidos o
semiliquidos; ademAs, la manifestacidén de otras propiedades

funcionales depende de la solubilidad (Adler-Nissen, 1986).

La forma mis comunmente utjilizada para expresar la
solubilidad de una proteina es el Indice de Solubilidad de
Nitrdgeno (Adler-Nissen, 1986), el cual se determina
midiendo la cantidad de nitrogeno solubilizado después de
haber centrifugadoe una disolucién de la proteina en
cueetisén, Las condiciones de centrifugacién, temperatura,
PH, fuerza idnica ¥y <concentracién de proteina son
establecidas por cada investigador, lo que dificulta 1la

comparacién entre diversos trabajos.

La formacién y estabilizacién de emulsiones compuestas
por agua, lipidos y proteinas son decisivae para la calidad
organoléptica de ‘una gran variedad de alimentos. Para
formar una emulsién, las proteinas que actian como
emulsificantes ase distribuyen alrededor de la superficie de
las gotas de aceite. Debido a su naturaleza anfolitica, las
proteinas son adsorbidas en la interfase acelite-agua
causando una disminucidén pronunciada de la tensidn

superficial en la interfase.
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La propiedad emulsificante de una proteina se evalua
mediante tres tipoes de determinaciones: Capacidad de
Emulsificacion, Estabilidad y Actividad de la Emulsidn. Se
ha desarrolladc un gran numero de métodos de evaluacién
diferentes, cada uno disefiade de acuerdo a las
caracteristicas particulares del tipo de emulsidén requerido
en el producte alimenticio por 1lo gque no se han
estandarizado las técnicas de determinacién de la mayoria de
las propiedades funcionales. En términos generales, 1la
Capacidad de Emulsificacidén expresa la cantidad mnaxima de
aceite emuwlsificado por unidad de peso de proteina
independientemente de las condiciones del ensayo y del
método de deteccién del punto de inversién de la emulsiédn.
La Estabilidad de la Emulsién denota el tiempo que perduran
las emulsiones (preparadas con diferentas proporciones
aceite/agua dependiendo de los intereses del investigador)
después de someterlas a una accién térmica o mecAnica de
caracteristicas que varian seqin el método empleado. La
Actividad de 1la Emulsién evalua el comportamiento de una
enulsién preparada con una proporcién 1:1 de aceite/agua al
someterla a una acclén mecénica, y gquarda una eatrecha
relacién tanto con la Capacidad de Emulsificacién como con

la Estabilidad de la Emulsién.
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4.2 PROTEINAS FUNCIONALES

El concepto de propiedades funcionales no nacié sino
hasta los afios 50's e inicialmente, las unicas proteinas
funcionales producidas comercialmente fueron alimentos
frescos deshidratades, como la clara de huevo Y la leche
descremada en polvo. Estos productos eran similares a sus
equivalentes frescos y no se intenté¢ purificar o fracclonar
las protefnas. L& produccidén de proteinas funcionales para
uso alimentario sa acelerd en los akos 60‘s con 1la

produccién de aislado de soya y de caseinato de sodio.

Las proteinas de soya, los caseinatos y 1la clara de
huevo deshidratada son utilizados ampliamente en 1la
industria para impartir propiedades funcionales a los
alimentos. La clara de huevo espuma bien y gelifica con
calor, el caseinato de sodio es un buen emulsificante y el
aislado de soya absorbe y retiene bien el agua. sin
embargo, los costos de estas protainas son altos, tal como

se puede observar en la Tabla 2.
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TABLA 2 PRECIOS DE LAS PROTEINAS FPUNCIONALES WAS UTILIZADAS
EN LM INDUSBTRIA

PROTEINA PRECIO®
($/xg}) (US $/kqg)
CASEINATO DE SODIO 20,000, 7.2
CLARA DE HUEVO 19, o0oP 6.8P
AISLADOS DE SOYA
PURINA 500E 10,500 3.8
PURINA 590 11,500 4.1

a Precics de 1990

" b Preclos de 1989

Debido al encarecimiento creciente de las proteinas
funcionales convencionales se busca actualmente la forma de
producir proteinas funcicnales alternativas de menor costo.
Se han propuesto muchas proteinas nuevas como alternativas,
pero sdlo las proteinas producidas a partir de suero de
queso han alcanzado un usc extenso; las otras no han lograde
obtener gran aceptacién por su falta de funcionalidad, su
mal sabor o la presencia de compuestos toxicos.

Dentro de las fuentes de proteinas funcionales
alternativas que se han propuesto se encuentran las
sigulentes: suero, sangre, nicroorganismos, pescado, hojas,

papa, harina de huesos y trigo.
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4.3 FUENTES DE PROTEINAS ALTERNATIVAS

Para que una nueva protefna tenga éxito en el mercado,
debe mejorar el comportamiento de una de las tres protejnas
funcionales estandar o presentar una funcionalidad aceptable

y ser mucho mas barata.

Las proteinas vegetales representan una de las fuentes
alternativas con mayor disponibilidad y menor costo, Aunque
la importancia de la proteina vegetal es reconocida como
parte constituyente de muchos alimentos el uso de
concentrades de proteina de semilla (PCS) es limitado,
Algunos PCS, tales como el gluten de trigo, han sido usados
como componentes en alimentos durante varios afios, pero la
investigacién del potencial para la produccién y uso de PCS
en alimentos representa un desarrollo comparativamente
reclente, En 1980 la produccién mundial de proteina fue de
un total de 290 millones de toneladas, de las cuales cuatro
quintas partes eran de origen vegetal y una quinta parte de
origen animal (Pomeranz, 1985). Del total de proteinas
vegatales mads de dos terceras partes provienen de cereales y
alrededor de una quinta parte se deriva de semillas

oleaginosas.

Los cereales contienen en general alrededor del 10% de

proteina. Su produccidén se estd aumentando mediante la
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introduccisén de nuevas especies y variedades con mejores
rendimientos y mayor contenido de proteina. El wvalor
nutricional de la proteina del cereal es limitado
principalmente por su deficiencia en lisina, mientras que el
de las oleaginosas tiene deficiencias en metionina, 1lisina,
treonina y triptofano. Sin embargo dichas proteinas pueden
ser suplementadas mediante la adicién de leche descremada en

polve, harina de pescado y aminodcidos sintéticos.

Dentro de los principales cereales producidos
mundialmente se encuentra el trigo. Este tiene un contenido
promedio del 13% de proteina cuyas fracciones se clasifican
en cuatro grupos de acuerdo a su solubilidad, segun se puade
apreciar en 1la Tabla 3. Las caracteristicas de estas

fracciones se presentan en la Tabla 4.

TABLA 3 CLASIFPICACION DE LAB FRACCIONES PROTEICAS DEL TRIGO
DE ACUERDO A BU BSOLUBILIDAD (INGLETT, 1980)

GRUPO SOLUBILIDAD
ALBUMINAS EN AGUA
GLOBULINAS EN SOLUCION SALINA NEUTRA
GLIADINAS EN ETANOL AL 70%
GLUTENINAS EN ACIDOS, EN BASES, EN SOLVENTES

DISRUPTORES DE ENLACES DE HIDRO-
GENO E HIDROFOBICOS
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TABLA 4 CARACTERISTICAS DE LA8 PRACCIONES PROTEICAS DEL
TRIGO (INGLETT, 1980)

GRUPO ESTRUCTURA PROPIEDADES CONTENIDO ORIGEN
ALBUMINAS ENZIMATICAS
PROTEINAS
15-20% CITOPLAS-
. MICAS
GLOBULINAS ESPUMANTES
EMULSIFICANTES

GLIADINAS oy EXTENSIBILIDAD  40%
PROTEINAS
DE
GLUTENINAS ([ 97 g 9 ELASTICIDAD 40t
K TENACIDAD

RESERVA
4,3,1 GLUTEN DE TRIGO

El gluten de trigo es un complejo viscoeldstico formado
por gliadinas y gluteninas asociadas con lipidos, minerales
y carbohidratos en proporciones variables. La coﬁposicién Yy
la funcionalidad del gluten de trigo varian ampliamente
dependiendo de la variedad de trigo, las condiciones
ambientales de su cultivo y cosecha y el proceso de

separacién a partir de la harina de trigo.

La gliadina es una proteina formada por una cadena

peptidica sencilla de bajo peso molecular cuya conformacién
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estructural se encuentra estabjlizada por dos enlaces
disulfuro intramoleculares. La glutenina estd constituida
por cadenas de polipéptidos de diferente peso molecular
unidos por enlaces disulfuro intermoleculares y algunos
intrl‘amoleculares. Algunas de las unidades se parecen a la

gliadina pero otras son unicas de la glutenina.

El gluten de trigo presenta una deficiencia considerable
de lisina asi como una deficiencia marginal de metionina y
ctriptofano; sin embargo, tales deficiencias no son

significativas en una dieta mixta normal,

Son caracteristicas distintivas de las proteinas del
gluten su alto contenido de prolina y de &cido glutdmico
generalmente en forma de glutamina, Alrededor de uno de
cada tres aminodcidos es glutamina y uno de cada siete
residuos es prolina. El alto contenido de esta ultima en el
gluten altera la estructura de alfa hélice de las cadenas
polipeptidicas; las irregularidades en las cadenas provocan

un enredamiento de las proteinas confiriéndoles elasticidad.

El 2% de los amincdcidos del gluten son residuos de
cisteina cuyas cadenas lateralea juegan un papel importante,
ya que al mantener las estructuras terciaria y cuaternaria
de las cadenas polipeptidicas mediante la formacién de

puentes disulfuro intra e intercatenarios, proporcionan
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cohesidén y elasticidad a la proteinas del gluten,

especialmente a la glutenina,

Las proteinas del gluten tienen fuertes tendenclas de
agregacién que resultan del alto potencial de enlace de
hidrdgenc debido al gran numeroc de cadenas laterales de
glutamina, del elevado potencial de enlace apolar por el
gran ;uimero da cadenas laterales no polares y de su poco
cardcter idénico debido al bajo contenido de lisina,
histidina y arginina; en consecuencia, son usualmente
inasolubles pues tienen igual numero de cargas positivas y
negativas en la mayoria de los solventes acuosos. Esto
provoca gque las proteinas del gluten tengan un rango
isceléctrico que comprende el intervalo de pH entre 6 y 9.
pichas proteinas san moderadamente solubles a pH alto, pero
bajo estas condicliones 1los enlaces disulfurc pueden
romperse. Son moderadamente insolubles a valores de pH
menores de 4 6 5, pues al tener tan pocas cadenas laterales
capaces de ionizacidn no desarrollan un exceso de carga aun
a pH Dbajo. Frecuentemente se wutilizan disolventes
disruptores de puentes de hidrdgeno tales como la urea, el
hidroclorure de guanidina y la dimetilformamida para
solubilizar las proteinas del gluten bajo condicliones de pH
o fuerza idnica en gque normalmente no serian solubles, pero

estos disolventes pueden también desdoblar estructuras de
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las proteinas ya que compiten por los sitics de enlace de

hidrégeno que las estabjilizan.

El gluten de trigo es el componente proteico funcional
de la harina de trigo cuyas propledades viscoelasticas han
side aplicadas durante muche tiempo para producir las
cualidades caracteristicas del pan. Posee ademids de la
viscoelasticidad, otras propledades funcionales gue tienen
aplicacién en la industria; entre ellas se encuentran las
siguientes: cohesividad, adhesividad, extensibilidad,
capacidad de absorcién de agua y capacidad de formacidn de
geles y peliculas. Actualmente el gluten de trigo encuentra
por si mismo un mercado como proteina funcional purificada y
se utiliza por ejemplo en la elaboracién de cereales
preparados, para mejorar la calidad de 1las harinas de
panificacién, comec extensor de productos cArnicos o como

ligante de trozos de carne de desecho,

El gluten de trigo es una proteina de baje costo y alta
disponibilidad ya que es un subproducto en el proceso de
obtencidén de almidén a partir de harina de trige. La
produccidn total de gluten es relativamente pequeia pues
dnicamente el 0.2% del trigo producido en el mnundo se

destina a la obtencién de almiddén y gluten.



21

Existen basicamente dos procesos de obtencién de gluten
a partir de la harina de trigo los cuales se esquematizan en

la Fiqura 1.

El gluten obtenido baje las condiciones moderadas del
proceso Raisio retiene mejor sus propiedades viscoelasticas
Yy se le conoce como gluten vital, Aungue éste es una de las
pocas'ptateinas vegetales que tienen propiedades funcionales
éptimas en su estado nativo, carece de otras propiedades
funcionales importantes tales como solubilidad y capacidad
de emulsificacioén., Afortunadamente, existen herramientas en
la actualidad que permiten producir cambios en la estructura
molecular de las proteinas para generar en ellas nuevas

propledades funcionales o mejorar las ya existentes,

4.4 MODIFICACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES

1A modificacién de una proteina se refiere a
tratamientos fisicos, quimicos o enzimaticos que cambian su
conformacisn, sy estructura, Yy en consecuencia sus
propiedades fisicoquimicas y funcionales. Estos procesos se
utilizan para mejorar o dar nuevas propiedades funcicnales a
las proteinaa y asi ampliar sus posibilidades de

utilizacién.
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PIGURA 1 PROCES08 DE OBTENCION DE GLUTEN A PARTIR DE HARINA
DE TRIGO (INGLETT,1980)

1. PROCESO MARTIN

FORMACION LAVADO CON RECUPERACION DEL
DE MASA eno ) AGUA MEZCLANDO mameemmp ~ GLUTEN COMO
ENERGICAMENTE MASA ELASTICA

TOTAL DE AGUA UTILIZADA = lomalTON DE HARINA
AGUA RESIDUAL = 5-8 m~”/TON DE HARIRA

2. PROCESC RAISIO

HARINA + UNA CANTIDAD
ESPECIFICA DE AGUA TIBIA ===d HOMOGENEIZACION

/ CENTRIFUGACION \
FRACCION PRIMARIA CONCENTRADO PROTEICO
DE ALMIDON 1
REFINACION MADURACION POR

MEZCLADO LENTO A
TEMPERATURA Y
TIEMPO CONTROLADOS

~ |

FRACCION SECUNDARIA GLUTEN AGLOMERADC
DE ALMIDON

TOTAL DE AGUA UTILIZADA = 3m3/TON‘ DE HARINA
NO HAY AGUA RESIDUAL
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Dentro de la medificacidén fisica, el tratamiento térmico
as el que produce un efecto de mayor importancia en cuanto a
la calidad de la proteina. Los tratamientos térmices pueden
tener una influencla benéfica o perjudicial dependiendo de
factores tales como tilempo, temperatura, contenido de

humedad y la presencia o ausencia de sustancias reductoras.

El tratamlento térmico mejora el valor nutricional de la
mayoria de las proteinas de origen vegetal mediante la
inactivacién o destruccién de inhibidores de tripsina ¥y
otros componentes antinutricionales; también mejora 1la
digestibilidad y 1la disponibilida@ de 1los aminoadcidos
azufrados. Sin embargo, un calentamiento excesivo puede
dateriorar el sabor, o bien causar una disminucién
sustancial en el valor nutricional por oxidacién de
aminodcidos, alteracidén de algunos enlaces entre aminodcidos
gque retardan su liberacién durante la digestién o por
formacién de nuevos enlaces entre aminodcidos que no son
suceptibles de ser hidrolisados por enzimas digestivas. A
pesar del dafio y la destruccién que se ocasionan
invariablemente en las proteinas vegetales como resultado de
un tratamiente térmico convencional, tales pérdidas se

consideran raelativamente insignificantes.
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En los procesos de modificacién quimica y enzimatica ias

reaccionaes de hidrélisis son las mé&s comunmente utilizadas.

En términos generales, en las condiciones suaves
caracteristicas de los procesos enzimdticos una proteina
tiende a retener mejor su valor nutritivo que en wuna
hidrdlisis 4cida o alcalina tradicional; ademds, se evitan
los riesgos de toxicidad que presenta la hidrélisis quimica
por formacidén de enlaces no peptidicos entre los aminoicidos

o por racemizacidn de los mismos.

4.4.1 MODIFICACION ENZIMATICA DE PROPIEDADES FUNCIONALES

La hidrolisis enzimitica aplicada a materias primas que
contienen proteinas ha sido una herramienta amplliamente
utilizada en 1la industria alimentaria para incrementar
rendimientos en los procesos de recuperacidén y actualmente
representa una opcién para mejorar clertas propiedades

funcionales en las proteinas (Adler-Nissen, 1986).

Mas del B0%¥ de todas las enzimas industriales son
hidroliticas y son empleadas para la depolimerizacién de
sustratos naturales, Del conjunto de enzimas hidroliticas
el 59% son enzimas proteoliticas (Godfrey & Reichelt, 1983).

Se estima que el mercade de enzimas industriales es de
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alradedor de 75,000 toneladas de producto con un costo de
600 millones de ddélares en 1985. Las enzimas proteoliticas
tienen por lo tanto un mercade cuyo valor estimado es de
aproximadamente 350 millones de dolares; las carbohidrasas y
lipasas completan el mercado de las enzimas industriales mas

importantes.

Se calcula que la venta mundial de enzimas alcanzara
1,500 millones de ddlares en 1990 (Knor & Sinsky, 1985), de
las cuales el 48% corresponderd a proteasas © mezclas de
proteasas Yy carbohidrasas. La Figura 2 muestra la

distribucién de las enzimas mds utilizadas en la industria.

Dentro de la variedad de usos que tienen las enzimas en
la modificacién y mejoramiento de proteinas, la hidrdélisis
proteica es el proceso mas ampliamente utilizado. La
hidrélisis involucra la accién de enzimas proteoliticas
selectivas que rompen enlaces peptidicos especificos de las
proteinas ocasionando alteraciones en 1la configuracién

molecular y liberando péptidos de menor peso molecular.
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PROTEASAS
59

p /OTI’MS
L]

< LIPASAS
3

CARBOIIDRASAS
28

PIGURA 2 DISTRIBUCION DE ENZIMAS INDUSTRIALEB (GODFREY &
REICHELT, 1983)

A pesar de que la modificacién enzimdtica puede mejorar
las caracteristicas funcicnales de 1las proteinas,‘ una
hidrélisis excesiva puede occasionar la formacién de péptidos
amargos por lo que las condiciones del proceso deben ser

cuidadosamente controladas.

Las proteasas pueden clasificarse de acuerdo a su
origen en proteasas animales, vegetales y microbianas. Las
senzimas usadas en el procesamiento de alimentos tienen por
lo menos una caracteristica en comin, deben ser grade
alimenticio y si son de origen microbiane, el organismo

productor debe ser no patdgeno, GRAS conforme a la FDA.



En una proteina tipica formada por 20 diferentes
aminodcidos existen 380 enlaces peptidicos diferentes como
blancos para la accidén enzimiatica y una determinada enzima
es capaz de romper 86lo clertos tipos; como condicién
adicional los enlaces deben estar fisicamente disponibles
para la enzima. En las proteinas nativas los enlaces se
encuentran con frecuencia ocultes en la estructura
tridimensional de la proteina y pueden ser susceptibles sdlo
a una hidrélisis limitada, pero en muchos procesos empleados
en la industria alimentaria las proteinas son parcial o
totalnente desnaturalizadas en los procesos de extracclidn o
durante un tratamiento térmico ocasionando una
desintegracién de la estructura tridimensional que aumenta

la susceptibilidad a la hidréiisis.
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S - ANTECEDENTES

La modificacién enzimatica ha sido usada extensamente
para mejorar las propiedades funcionales de las proteinas y
ajustarlas a clertas necesidades especificas (Ponnampalam et
al., 1987). Aungue la funcionalidad puede alterarse con
muchos diferentes tipos de enzimas (Phillips & Beuchat,
1979), la mayoria son enzimas proteoliticas, las cuales han
sido empleadas en la modificacién de una gran variedad de
proteinas, tales como caseinas (Chobert et al.,1988; FEBS,
1977} : concentrados de proteina de pescado (Cheftel et al,,
1971; phillips & Beuchat, 1979); proteinas de sueroc de
queso (Phillips & Beuchat, 1979); alslados de proteina de
soya (Adler-Nissen et al., 1983; Mohri & Matsushita, 1984:;
Ponnampalam et al., 1987: y Phillips & Beuchat, 1979),
harinas de cacahuate, proteinas de semilla de algoddn,
proteina concentrada de semilla de colza (Phillips &
Beuchat, 1979); harinas de avena (Ponnampalam et al. 1987):

etc.

En cuante a las proteinas del trigo se refiere, las
enzimas proteoliticas microbianas se han usado durante
décadas para mejorar las caracteristicas funcionales de la
harina de trigo (Phillips & Beuchat, 1979), incluyende las

propiedades de manejo de la masa, la elasticidad y textura
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del gluten obtenido de ésta, y el volumen del pan (Phillips
& Beuchat, 1979). Estos autores también estudiaron 1la
accién de la pepsina sobre la glutenina y reportaron que la
ruptura de sélo unos cuantos enlaces peptidicos rapidamente
producia polipéptidos de alto peso molecular, Verma &
McCalla (1966) estudiaron 1la accién de la p;:psina, la
papaina y una proteasa fungica comercial en el gluten de
trigo. Todas las enzimas actuaron afectivamente sobre el
gluten en dispersién, sin embargo, la accidén de las
diferentes anzimas produjo diferentes tipos de hidrolisados.
Dependiendo de las caracteristicas deseadas en el manejo ae
las masas preparadas con harina de trigo tratada, se pueden

seleccionar diversos tratamientos proteoliticos.

Como se observa, la modificacién de las proteinas ade
trige por hidrélisis enzimatica se ha explotado bésicamente
para mejorar sus propiedades en panificacién. En cuanto a
las propiedades de emulsificacién del gluten de trigo,
Tscimirov et al. (1983) demostraron que mediante una
hidrélisis enzimatica limitada puede aumentarse la capacidad

de emulsificacién del gluten.

Por otro lado, también se ha estudiado el efecto del
calor en la funcionalidad de las proteinas, el cual es
especialmente importante en aquellas proteinas obtenidas

como subproductos en la obtencidn de aceites a partir de
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semillas oleaginosas, cuyos procesos de extraccién requieren
de tratamientos térmicos. El efecto del tratamiento en los
prensados de cacahuate y coco ha sido estudiado por Phillips
& Beuchat, (1979), y en la harina de linaza por Madhusudhan

& Singh (1985).

Dresse et al. (1988), estudiaron el efecto del
tratamiento térmico sobre las propledades reoclédgicas del
gluten de trigo y encontraron gque al calentar masas de
gluten-agua a temperaturae superiores a los 55°C se producen
cambios reclégicos irreversibles proporcionales al contenide
de almidon de la proteina., Estos autores proponen que los
cambios pueden deberse a la gelatinizacién del almidén y/o a
la formacién de nuevos enlaces en las proteinas del gluten;
sin embargo concluyen gue los cambios que se producen en el
gluten a causa de un tratamiento térmico, son directamente
proporcionales al contenido de almiddn presente en el gluten
de trigo. Jean Jean et al. {1980) estudiaron el efecto de
el tratamiento térmico sobre la solubilidad y 1las
propiedades viscoeldsticas del gluten de trige. Este fue
calentado entre 0 y 7 minutos en un bafio de agua en
ebullicién, con lo cual disminuyéd la compresibilidad y
aumenté la firmeza del gluten. Observaron también que
algunas proteinas solubles en etanocl al 60% se insolubilizan
debldo a la formacidén de enlaces disulfuro, y que las

propiedades viscoeldsticas del gluten estdn altamente
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relacionadas con el contenido de dichas proteinas. Lupano &
Afién (1987) estudiaron la desnaturalizacién de las proteinas
del trigo durante el secado, y obgervaron Jue éste disminuye
la solubilidad de las proteinas y provoca una disminucidn en
el volumen del pan por reacciones de intercambio SH-SS.
También reportan gque la fraccién de glutenina es mas
sensible al tratamiento térmico que la fraccién de gliadina,
teniendo accidn este tratamiento particularmente sobre los

enlaces disulfuro.

De acuerdo con Pomeranz (1985) es muy baja 1la
desnaturalizacién del gluten de trigo, medida como pérdida
de molubilidad en 4cido acético diluido, por un
calentamiento a temperaturas menores de 70°C. Un
calentamiento a temperaturas mayores provoca una rapida
desnaturalizacién. Pence et al. también midieron el efecto
del contenido de humedad (H) sobre el grado de
desnaturalizacion del gluten por calor. Ia curva de
golubilidad mostrd que la desnaturalizacidn a 90°C es rapida
sl el H es wayor de 35%. A menores niveles de humedad, la
degnaturalizacién era mds lenta, y a un H del 5% la

desnaturalizacién era despreciable aun a 90°C.

Wu et al. (1976), estudiaron la posibilidad de producir
mediante una hidrdlisis 4cida, un agente emulsificante y

espumante. Estos autores observaron que la capacidad de
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emulsificacién y estabilldad de 1la emulsién mojord
notablemente con el tratamiento acido, produciendo un mejor
agente emulsificante que los elaborados a partir de aislados
de proteina de soya. Por otro lado, una fraccién extraida a
pH=5.2 por precipitacién, mostré excelentes propiedades de
espumado. Asimismo reportan gque el tratamiento Aacido no
produce dafo significativo a los aminocacidos esenciales de

las proteinas del gluten.
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6 MXATERIALES Y METODOS

A continuaciédn se describe la metodologia empleada en

este trabajo.

6.1 DETERMINACION DE PROTEINA

Para la determinacion del contenido de proteina de los
sustratos se utilizd el método de Kjeldahl. El método de
Lowry se empled en las determlnaciones de actividad
proteclitica y el de Weatherburn en la evaluacién de 1la

solubilidad de las proteinas.

6.1.1 METODC DE KIELDAHL
(AOAC, 1975)

REACTIVOS:

- Acido sulfurico concentrado
= Solucidén de hiaréxido de sodio al 40%
= Mezcla digestora:

- Bulfato de cobre 7%

~ sulfato de potasio 93%

- Solucién de rojo de metilo
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~ Solucidn de 4acido bdérico al 4%

- Solucidn de aclde sulfirico 0.1 N
METODO:
DIGESTION

Sa colocan de 0.5 a 1.0 g de muestra (1 mi s8i es
liquida) en un matraz Macro Kjeldahl, se adicionan 8.5 g de
mezcla digestora, 4 perlas de vidrio y 25 ml de 4&cido
sulfirico concentrado. Se callenta en una parrilla hasta que
la muestra esté completamente transparente y dejen de salir

vapores blancos; se deja enfriar a temperatura ambiente.

DESTILACION

Se colocan en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, 65 ml de
4cido bérico y 2 gotas del indicador y se coloca a la salida
del refrigerante de manera que el tubo colector quede
sumergido en la solucién.

Se adicionan culdadosamente 250 ml de agua destilada a
la muestra digerida y se agita lentamente; a continuacién se
adicionan 110 ml de hidréxido de sgodio y se conecta
inmediatamente el matraz al aparato de destilacién. Una vez

destilados 200 ml se apaga el aparato de destilacién.



35

TITULACION
Se titula 1la solucién destilada con la solucidén

normalizada de acido sulfurice hasta el vire del indicador,

(vol. de H,S0, en ml) (N Hy50,) (0.014) (100) (F)

% = PR

pesc de la muestra en g

F = 5.70 para proteinas de trigo

6.25 para proteinas de maiz

6.1.2 METODO DE LOWRY
(Lowry et al., 1951)

REACTIVOS:

~ Solucién estandar de albumina sérica bovina (Sigma no. A~
7906) 100 ig/ml

- Solucién A: carbonate de sodio al 2% en hidréxido de seodio
0.1 M

- Solucidén B: tartrato de sodio y potasio al 1%

- Solucién C: sulfato de cobre al 0.5%

~ Solucién de proteinas:
100 ml de soln. A + 1 ml de soln. B + 1 ml de soln. C

- Solucién de reactivo de fenol Folin-Ciocalteau (Sigma no.

2790) al 50%
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METODO:

CURVA ESTANDAR

En tubos de ensaye de 16x150 se colocan distintos
volimenes de la solucién estandar de albumina y se completa
el volumen a 1 ml con agua destilada para dar
concentracicnes finales de proteina entre 10 y 100 Ig/ml.
Se agregan 5 ml de solucién de proteinas, se mezcla y se
deja reposar 10 minutos, Se adicionan 0.5 ml de solucidn de
Folin, se mezcla y se deja reposar durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se lee la absorbancia a 625 nm contra

un blanco de agua destilada tratado de la misma forma.

MUESTRA PROBLEMA

En un tubo de ensaye de 16x150 se coloca una alicuota de
0.2 ml de la muestra, cozplatandc el volumen a 1 ml con agua
destilada y se trata de la misma manera que la curva
estdndar. Se lee la absorbancia a 625 nm y el valor se

interpola en la curva estédndar de albumina sérica bovina.



6.1.3 METODC DE WEATHERBURN

(Weatherburn, 1967)

REACTIVOS:

« Acido sulfurico concentrado
-~ Mezcla digestora:
~ sulfato de cobre (7%)
- sulfato de potasio (93%)
- SBolucidén estandar de sulfato de amonio (10 mg/ml)
- Solucidén de fenol nitroprusiato (A), 1 1t:
- fenol 10 g
- nitroprusiato de sodio 0.05 g
- Soluclén de hipoclorito-hidréxido de sodio (B), 1 1t:
= 7.4 ml de hipoclorito de sodio al 12%
~ 5 g de hidréxido de sodio

- Solucidn de hidréxido de sodio al 4%

DIGESTION POR MICRO KJELDAHL
Se coloca en un matraz micro Kjeldahl 1 =l de 1la
auestra, de 0.5 a 1.0 g de mezcla digestora, 4 perlas de

vidrio y 7 ml de 4cido sulfirico concentrado. Se calienta
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en una parrilla hasta gque la muestra esté completamente

transparente y se deja enfriar a temperatura ambiente.

CURVA ESTANDAR DE AMONIACO

En tubos de 16x150 se colocan diferentes volumenes de la
s0lucién estandar de amoniaco,‘completandc el volumen a 1 ml
con agua destilada. Se adicionan 5 ml de solucién A ¥y 5 ml
de solucidn B, se agita y se deja reposar durante 30
minutos. Se lee la absorbancia a 625 nm contra un blanco de

agua destilada tratado de la misma forma.
MUESTRA PROBLEMA

Las muestras digeridas y frias, se aforan a 100 ml y se
dejan enfriar nuevamente. Se diluyen desde 1:1000 hasta
1:10000 de manera gue las muestras no contengan menos de 1
ng ni mads de 5 mg de NH4/ml; antes de aforar se ajusta el pH
con la solucién de hidréxide de sodio a un valor entre 2.5 y
3.5; de esta dilucién se toma por duplicado 1 ml de muestra,
se coloca en un tubo de 16x150 y se trata de ilgual manera
que la curva esténdar. Los valores de absorbancia se

interpolan en la curva esténdar de amoniaco.
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6,2 DETERMINACION DE ACTIVIDAD SOBRE CASEINA DE ENZIMAS
PROTEOLITICAS: METODO DE NORTHROP

(Godfrey & Relchelt, 1983)
REACTIVOS:

- Enzima neutra (Bacillus subtilis)

- Enzima alcalina (Bacillus subtjlis)

~ Solucién amortiguadora de fosfatos 0,2 M pH=7.4

- Solucidén amortiguadora de carbonatos 0.2 M pH=9.5

~ Solucién de caseina (Merck 2244) al 2% en amortiguador
de fosfatos

- Solucién de caseina (Merck 2244) al 2% en amortiguador
de carbonatos

~ Soluciones al 1% de cada una de las enzimas en solucion
amortiguadora de fosfatos para la neutra y de carbonatos
para la alcalina

- Solucién de #cido tricloracético al 5% (TCA)

METODO:
En un tubo de ensaye de 16x150 se colocan 2 ml de
golucién de caseina y 1 ml de solucidén de enzima y se incuba

a 37°C durante 30 minutos, al cabo de los cuales se detiene
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la reaccion adicicnando 4 ml de solucién de TCA; se filtra
con papel Whatman no. 1 y se determina la proteina en el
filtrado por el método de Lowry (ver Seccidén 6.1.2). Se
corre un blanco sin enzima, poniendo 1 ml de amortiguador en
lugar de 1 ml de enzima y un blanco con la enzima inactivada
al inicio de la reaccién por adicidén de TCA.

La actividad enzimdtica se reporta en términcs de
unidades Northrop, definidas comoc la cantidad de enzima que
produce un 40% de hidrélisis de un sustrate conocide de

caseina bajo las condicicnes del ensayo.

6.3 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE INACTIVACION DE
PROTEASAS

REACTIVOS:

- Enzima neutra (Bacillus subtilis)

- Enzira alcalina (Bacillus subtilis)

- Solucidén amortiguadora de fosfatos 0.2 M pH=7.4

- Solucidén amortiguadora de carbonatos 0.2 M pH=9.5

- Solucién de caseina (Merck 2244) al 2% en amortiguador
de fosfatos

- Solucién de caseina (Merck 2244) al 2% en amortigquador

de carbonatos
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- Soluciones al 1% de cada una de las enzimas en solucidn
amortiguadora de fosfatos para la neutra y de carbonatos
para la alcalina

- Solucidn de Acldo tricloracético al 5% (TCA)
DISERO EXPERIMENTAL
Las condiciones de tiempo y temperatura necesarias para

inactivar las enzimas proteoliticas se determinan de acuerdo

al siguiente disedo experimental:

Temp (°C) 65 70 75 80

Tiempo (min)

asND

METODO:
Se colocan alicuotas de 3 ml de la solucién de enzima en
5 tubos de ensaye de 13x100 y se preincuban en un bafio a

559%¢ durante 5 minutos.
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Uno de los tubos se coloca en un bafo de agua helada
(tiempo 0) y el resto en un bafio a la temperatura de
inactivacién, transfiriendo uno de ellos a un bafic de agua
helada cada 2 minutos, El procedimiento se repite para cada
una de las temparaturas de inactivacién.

Posteriormente se determina la actividad residual de las

enzimas por el método de Northrop (ver Seccién 6.2),

6.4 MODIFICACION ENZIMATICA DE GLUTEN DE TRIGO

REACTIVOS:

- Gluten de trigo (Rafmex S.A. de C.V.)

- Enzima neutra (Bagillus pubtilis)

- Enzima alcalina (Bacillue subtilis)

- Solucién amortiguadora de fosfatos 0.2 M, pH=7.4

- Solucién amortiguadora de carbonates 0,2 M, pH=3.5
- Solucién de HCY 0.1 M

- Solucién de NaOH 0.1 M

DISENRO EXPERIMENTAL

El primer experimento de modificacién enzimdtica se

raealizé conforme al siquiente disefio experimental:



ENZIMA NEUTRA

s

TIEMPO DE

HIDROLISIS (MIN) 0 10 20 30

SUSTRATO REPETICION

GLUTEN 1 G1KRO "G1N10 G1N20 G1N30
2 G2ZNO G1N10 G2N20 G2N30

GLUTEN 1 T1NO T1N10 T1N20 ° TIN3Q

TRATADO 2 T2NO T2N20 T2N20 T2N30

ENZIMA ALCALINA

TIEMPO DE

HIDROLISIS (MIN) 0 10 20 30

SUSTRATO REPETICION

GLUTEN 1 GlA0 G1Al0 GlA20 G1A30
2 G2A0 G2A10 G2A20 G2A30

GLUTEN 1 T1A0 T1A10 T1lA20 T1A30

TRATADO 2 T2A0 T2A10 T2A20 T2A30

El segundo experimento de modificacién enzimitica se

llevéd a cabo de acuerdo al sigulente disefio experimental:
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ENZIMA NEUTRA ALCALINA

TLEMPO DE

HIDROLISIS 15 30 45 60 15 a0 45 60
(MIN)

SUSTRATO

GLUTEN GN15 GN30 GN4S5 GNE0 GAl5S GAl0 GAAS GA60

G. TRATADO TN15 TN30 TN4S TN60 TALS TA30 TA45 TA60

METODO:

En un frasco de vidrio con tapa de rosca se coloca la
cantidad de gluten de trigo que contenga 8 g de proteina
(basado en un andlisis Kjeldahl) y se afiade un volumen de 60
nl de solucién amortiguadora de fosfatos para la hidrélisis
con enzima neutra, o de carbonatos en el caso de la
alcalina. Se reajusta con NaOH el pH de la dispersién al
valor original del amortiguador. Se preincuba a 55°C en
agitacién (120 rpm) durante 5 minutos en un bafo de agua
(Reciprocating Water Bath Shaker New Brunswick Sclentific
Co. Inc.) y a continuacién se adiclona la solucién de enzima
a la concentracién deseada. Se incuba en 1las condiciones
antes mencionadas durante el tiempo deseado, al cabo del
cual se transfiere el frasco a un baflo de agua en ebullicién

(92°%C), dejdndolo el tiempo necesaric para inactivar 1la
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enzima (7 min). E1 hidrolizado se liofiliza (Liofilizadora
Labconco 5).
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7 REBULTADOS Y DIBCUSION

7.1 SELECCION DE LA METODOLOGIA PARA LA EVALUACION DE LAS
PROPIEDADES FUNCIONALES

Conglderando que la metodologia empleada en la medicién
de propiedades funcionales es muy amplia y no se ha
establecido un criteric de seleccidén de la técnica més
adecuada para cada tipo de proteina y aplicacién, presantamos
como primera parte de la seccidén de resultados diversos
aspectos relacionados con las técnicas empleadas hasta la
fecha y algunos comentarios sobre su implementacién en el

laboratoric y la técnica final desarrollada.

Las propiedades funcionales de las proteinas mas
importantes para la industria alimentaria son: solubilidad,
emulsificacién, gelificacién y espumado (Smith & Brekke,
1985; Puski, 1976) . bado que no existen métodos
estandarizados para aevaluar estas propiedades, se procedidé a
realizar una recopilacién de la metodologia utilizada en las
ultimas décadas. En general, las determinaclones se basan en
el mismo principio, pero existe una gran variacién en las
condiciones y en los pardmetros de evaluacién pues cada
investigador los ajusta de acuerdo a las caracteristicas del

sustrato en estudio y el equipo del que dispone.
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GELIFICACION POR CALOR

Esta propiedad se determina preparando un gel de
dimensiones especificas y evaluando sus caracteristicas de
dureza y raesistencia ya sea cualitativamente en forma
sensorial (Sathe & Salunkhe, 1981; Schmidt & Illingworth,
1978; Sathe et al., 1982) o cuantlitativamente mediante el uso
de instrumentos especialemente disefiados para ese fin
(Schlldt & Illingworth, 1978; Smith & Brekke, 1985), Se
reallzaron pruebas preliminares para preparar los geles de
gluten de trigo, presentindose dificultades en la obtencién
de geles homogéneos con las dimensiones requeridas, pues al
ser el gluten insoluble y no mantenerse en dispersidn, edlo

gelifica el sedimento, sin incorporar toda el agua presente.

FORMACION DE ESPUMA

Esta propiedad se eatudia bajo dos difarentes conceptoes,
que son "foaming" (Sathe et al., 1982; Koyoro & Powers, 1987;
Sathe & Salunkhe, 1981; Anusuya & Venkataraman, 1984; Bera &
Mukherjee, 1989) y "whipping™ (Kramer & Kwee, 1977: Thompson
et al., 1982; watanabe et al., 1%81; Shaidi et al., 1984);
sin embargo, no existe una clara diferencia entre dichas
propiedades, y los métodos utilizados para evaluarlas sdélo
difieren en el parAmetro que se toma en cuenta para expresar

el resultado. Debido a esto, sa decidié considerar estas dos
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propiedades como la misma, llamadndola espumado, dentro de la

cual se evaluan dos aspectos: capaclidad de formacién de
espuma y estabilidad de la espuma. La evaluacidén de estas
propledades es semicuantitativa y se utilizan bdsicamente dos
formas para lncorporar aire a la suspensién de proteina; en
la primera de ellas el aire se incorpora por agitacidn
necdnica en una licuadora (Sathe et al., 1982; Anusuya &
vVenkataraman, 1984; Bera & Mukherjee, 1989). Ila otra forma
consiste en inyectar burbujas de aire a presién (Koyoro &
Powars, 1987), El valor de capacidad de formacién de espuma
se expresa como el volumen de espuma formado o como el
porcentaje de aumento de volumen de la dispersidén debido a la
formacién de espuma. La estabilidad de la aspuma se
detarmina midiendo el volumen de espuma que paerdura a
diferentes tiempos. En las pruebas preliminares se utilizd
agitacidén mecdnica para la formacidn de espuma y se observd
que al ser insoluble el gluten de trigo, éste no se encuentra
disponible en 1la forma adecuada para propiciar 1la

incorporacién de aire y formar una espuma estable,

SOLUBILIDAD

Todos los métodos utilizades para determinar la
solubilidad consisten en agitar cierto tiempo una dispersidn
de la proteina, centrifugarla y finalmente cuantificar
laproteina presente an el sobrenadante {Aokd et

al.,1980;Torgersen & Toledo, 1977). las variaclones que
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presentan estos métodos de determipacién se deben a

diferencias en cuanto a la concentracién de proteina en la
dispersién, valores de pH de 1a misma, condiciones de
agitacisn y de cantrifugacién y el tipo de reaccién empleado
para medir la cantidad de proteina en el sobrenadante. Para
la determinacién de la solubilidad del gluten de trigo se
implementdé una técnica de acuerdo al equipo disponible en el
laboratorio, adaptando y modificando los métodos reportados
por General Foods y Adler-Nissen (1986), expresando el
resultado como porciento de nitrégeno soluble (N.5.). Este

método modificado se describe a continuacicn.

TECNICA IMPLEMENTADA PARM LA DETERMINACION DE
SOLUBILIDAD
REACTIVOS:

= Hidréxideo de sodio 0.1 M
- Acido clorhidrico 0.1 M

METODO:
La 8olubjilidad sge determina basAndose en 1los métodos

reportados por Adler~Nissen (1986), por la compafifa Ganeral

Foods , y por Aokl et al. (1980). Se coloca la cantidad de
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proteina necesaria para preparar 100 ml de dispersidén al 1%

(P/V) en un vaso de precipitados de 250 ml, se agregan 70 ml
de agua destilada, se aglta durante 30 minutos c¢on un
agitador magnético (Molda Agitherm modelo 53166) a velocidad
minima ajustando continuamente el pH con NaQH o HC1 0.1 M a
un valor de 7.0; al término del pericdo de agltaclén se
completa el volumen de 1la dispersién a 100 ml con agua
destilada. Se toman dos alicuotas de 25 ml cada una y se
centrifugan a 11,000 rpm, a 4°C durante 30 minutos
(Centrifuga Sorvall RC5). Se toma una alicuota de 1 ml del
sobrenadante y se detarmina su contenido de nitrégenc por al
método de Weatherburn (1967). El porciento de nitrégeno

soluble se calcula de la siguiente manera:

N SOLUBLE

EMULSIFICACION

CAPACIDAD DE EMULSIFICACION

La capacidad de Emulsificacién es considerada 1la

determinacién mas importante en 1la evaluacién de las
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propiedades de emulsificacién. Cabe sefialar gue no sélo' es
relevante la cantidad de aceite gue la proteina es capaz de
emulsificar, sino qué tan estable es la emulsién formada, lo
cual se evalia mediante las determinaclones de Establlidad y

Actividad de la Emulsidn.

Todos los métodos reportados para determinar la Capacidad
de Emulsificacidén (C.E.) se basan en la determinacién de 1la
cantidad de aceite gque la proteina es capaz de incorporar a
la dispersién de manera homogénea formando una emulsidn. La
diferencia esencial entre estos métodos radica en la forma de
deteccion del punto de inversién de la emulsién en el cual
ocurre una inversidn de fases y la emulsién aceite en agua
pasa a ser agua en aceite. vEn el método reportado por
Beuchat (1977) el punto de inversién da la emulsidn see
detecta en forma visual y auditiva por un cambio en la
consistencia de la emulsién. Este método es el mas sencillo
y fue el que sa probé inicialmente en el laboratorio, pero
presenta dificultades en la deteccidén del punto final al
trabajar con proteinas gque presentan una alta capacidad de
emulsificacién, pues el cambio en la emulsién no era siempre
el mismo en las distintas muestras evaluadas haciendo poco

confiable la determinacidn.

La deteccién del punto final en el método reportado por
Marshall et al. (1975) se realiza en forma visual utilizando

un colorante liposoluble (Qil Red 0), el cual hace que la



e.mulsidn en el punto de inversidn cambie de color rosa a rojo
intenso, Se probd en el laboratorio este método y a pesar de
que es también sencillo y ampliamente utilizado no se adoptd,
ya gue al evaluar proteinas con baja C.E. el cambio de color

en la deteccidn del punto final no se observa claramente,

Dado que 1la deteccién del punto final en los métodos
antes mencionados es subjetiva, no es posible obtener
resultados reproducibles y contiables. Por esta razén se
probd el método conductimétrico descrito por Webb (1970) y
modificade por Smith & Brekke (1985), en el que el puntc de
inversién se detecta con un éhmetro al presentarse un cambio
repentine en la resistencia gque presenta la emulsién. Este
cambio ocurre debido a que en la emulsién aceite en agua, la
fase continua es el agua y ésta permite el paso de la
corriente eléctrica; al invertirse la emulsién la fase
continua es el aceite y la resistencia eléctrica es infinita.
fote método es el mAs ampliamente utilizado pues «s8 el mas
reproducible. En la Figura 1 se nuestra un esguema del
aparato que se implementd para realizar la determinacidn de
C.BE., el «cual fue construido en el Departamento de
Biotecnologia del Instituto de Investigaciones Biondédicas,

con ayuda del Taller de Mantenimiento del mismo instituto.
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FIGURA 3 ESQUEMA DEL APARATO PARA LN DETERMINACION DE
CAPACIDAD DB ENULSIFICACION

Idealmente se deberia utilizar un agitador ultra-turrax
para controlar mejor la velocidad de agitacién, y usar una
bomba peristaltica para adicionar el aceite con un flujo
constante. Sin embargo, el método fue adaptado de acuerdo al
material disponible en el laboratorio, por lo que aun cuando

para los fines comparativos que se necesitan el método es
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dtil, es necesario tener presente que no se controlan 1los
factores de desgaste de las acspas de la licuadora, velocidad
en la adicidn de aceite, tamafio de 1las gotas de acelite,
temperatura y velocidad real de agitacién seguin la viscosidad

de la emulsion,

Las condiciones del experimento se establecieron tomando
elementos de los métodos de Marshall et al. (1975), Koyoro &
Powars (1987) y Schachtel (1981), proponiendo el sigulente

procedimiento:

TECNICA IMPLEMENTADA PARA LA DETERMINACION DE
CAPACIDAD DE EMULSIFICACION

_REACTIVOS:

-~ Disperslén de proteina al 1% (basado en el anAdlisis por
Kjeldahl de la muestra seca).
. ~ Acelte de maiz La Gloria (Arancia S.A. de C.V.)
- Solucldn de hidréxido de sodio 0.1 M
- Solucidn de 4cido clorhidrico 0.1 M

METODO:

Se preparan 100 ml de dispersién de proteina al 1%
ajustando el pH al valor deseado antes de aforar. Se colocan

50 ml de ésta dispersién en el vaso de una licuadoera



(Osterizer Modelo L-54) sa introducen en ella las terminales
’ de un multimetro (TMK Modelo 500), se agita a velocidad
minima; al cabo de treinta segundos de agitacién se comienza
a afadir el aceite con una bureta, en forma continua y sin
dejar de agitar. Se continda afadiendo aceite hasta alcanzar
el punto de inversion de la emulsién, el cual se detecta
cuande el dhmetre, cuya escala se encuentra ajustada a
Rx10000, marque resistencia infinita. El volumen de aceite
agregado se lee en la bureta después de permitir que éste

drene durante un minuto.

La Capacidad de Emulsificacidn se reporta como el volumen
de aceite emulsificado (ml)/100 mg de proteina.
VOL ACEITE (ML)

C.E. = ===u= USRI
5

ESTABILIDAD DE LA EMULSION

Pe los métodos reportados para determinar la Estabilidad
de la Emulsién (E,E,) algunos la evaluian después de someter
la emulsién a un periodo de reposo (Koyoro & Powers, 1987;
Sathe & Salunkhe, 1981) y otros después de someter la
emulsién a una accién mecinica por centrifugacidn (Aoki et
al,, 1%80; Elsele & Brekke, 1981; Thompson et al., 1982).
Ademds de esta diferencia, los métodos varian en la
proporcién de aceite-dispersién utilizada para preparar la

enpulsién, en las condiciones de temperatura, tiempo ¥y
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agitacién, asi como en el pardmetro considerado para expresar

el resultado.

De los métodos probades en el laboratorio se selecciond
el método reportado por Elsele & Brekke (1981), en el que se
somete la emulsién a una fuerza mecanica, Las condiciones
del ensayo fueron establecidas tomando elementos de los
diferentes métodos consultados (Aoki et al., 1980: Thomson et
al., 1982). De esta manera se establecis el siguiente

procedimiento:

TECNICA IMPLEMENTADA PARA LA DETERMINACION DE
ESTABILIDAD DE LA EMULSION

REACTIVOS:

- Dispersién de proteina al 1% (basado en el analisis por
Kjeldahl de la muestra seca)

~ Aceite de maiz La Gloria (Arancia 5.A. de C.V.)

- Solucidn de hidréxido de sodio 0.1 M

- Solucidn de acido clorhidrico 0.1 M

METOQDO:

Se preparan 100 ml de dispersidén de proteina al 1%,
ajustando el pH a un valor de 7.0 con NaOH o HCl antes de

aforar. $Se colocan 50 ml de esta dispersién en un vaso de



licuadora (Osterizer modelo 440) y se agita durante 30
segundos a una velocidad constante, al cabo de los cuales se
afiade un volumen de aceite equivalente al 30 §t del total
utilizado en la determinacién de C.E.; se continua agitando
hasta completar 3 minutos. Se transfleren 2 alicuotas de 15
ml de la emulsién formada a tubos de centrifuga graduados; se
centrifugan durante 2 minutos (Centrifuga SME, 3000 rpm). Se
lee el volumen total en el tubo y el volumen de agua separada
de la emulslén y se calcula la Estabilidad de la Emulsién de
la siguiente manera:

(VOL. AGUA SEPARADA x 100)
T E,E, = 100 =~ r~=-~-

VOL. TOTAL

ACTIVIDAD DE LA EMULSION

Los métodos reportados para evaluar la Actividad de la
Emulsién determinan 1la cantidad de emulsién que perdura
después de someterla a la accién mecdnica de 1la
centrifugacién durante un tiempo determinado. Exiaten varias
diferencias en las condiciones experimentales de estos
métodos, pero la principal de ellas consiste en la proporcién

aceite/dispersién utilizada para formar la emulsién.

Se modificaron los métodos de Eisele & Brekke (1981) y de

Watanabe et al. (1981) de acuerdo a pruebas preliminares
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realizadas en el laboratorio estableciendo 1la siguiente

netodologia:

TECNICA IMPLEMENTADA PARA LA DETERMINACION DE
ACTIVIDAD DE LA EMULSIOR

REACTIVOS:

- Dispersién de proteina al 1% (basado en el anAlisis por
Kjeldahl de la muestra seca)

~ Aceite de maiz La Gloria (Arancia S.A. de C.V.)

- Solucién de hidrdxido de sodio 0.1 M

Soluclén de acide clorhidrico 0,1 M

METODO:

Se realiza en la misma forma que la determinacién de
Estabilidad de la Emulsidén pero afadiendo un volumen de
aceite igual a 50 ml. Después de centrifugar, se lee el
volumen total en el tubo y el volumen de emulsidn que
perdura; la Actividad de 1la Emulsién (A.E.) se expresa como
porcentaje y se calcula de la siguiente manera:

VOLUMEN DE EMULSION
% AE, 3 ~=me=moaeecaccmac-=- X 100

VOLUMEN TOTAL
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Se decidie estandarizar las condiciones de las técnicas
de evaluacién de propiedades funcionales en cuanto a pH y
concentracién de proteina de 1la dispersién. Aunque es
conveniente evaluar las propledades funcionales a diferentes
valores de pH, en las técnicas propuestas se indica realizar
las determinaciones sdlamente a pH neutro. Esto se debe a
que en este trabajo sdélo se realizara&n estudiocs comparativos
entra las diferentes proteinas, y de acuerde con Puski
(1976). lae caracteristicas funcionales que presenta una
proteina a pH neutro son las que mids se asemejan al
comportamiento que la proteina presentara al ser incorporada
en un sistema complejo. En lo que respecta a la concentracién
de proteina, se selecciond una concentracién del 1% por ser

la que utilizan la mayor parte de los investigadoraes.



7.2 BSELECCION DEL SUSTRATO PROTEICO

Entre las fuentes de proteina gue pueden utilizarse como
alternativas para la produccién de proteinas funcionales se
seleccionaron las proteinas de origen vegetal sobre aquellas
de origen animal ya que en general presentan actualmente
mayor disponibilidad y menor costo: ademds, representan un
sustrato proteico homogéneo, lo cual facilita el contreol del

proceso de modificacién enzimdtica.

Se consideraron como posibles sustratos dos proteinas
vagetales: gluten de maiz y gluten de trigo. En la Tabla 7
se presentan el preclo y el contenido de proteina reportado

por el fabricante de cada uno de estos productos,

TABLA 5 PRECIOS8 DE MATERIA PRIMA

PRODUCTO PRECIO CONTENIDO DE PROTEINA
($/KG) (3)

GLUTEN DE MAIZ 700 APROX, 50

GLUTEN DE TRIGO 1,400 70 - 80

GLUTEN DE TRIGO VITAL 3,500 > 80

El gluten de mpaiz es una proteina barata pues es un
subprocducto en la elaboracién de aceite de maiz y sdélo se
aprovecha como ingrediente en alimentos balanceados para

animales, Esta proteina no posee ninguna propiedad funcional
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intrinseca conocida y en experimentos preliminares se observéd
gque es completamente insoluble en agua y no se dispersa

facilmente,

El gluten de trigo comin es un subproducto en el proceso
de obtencién de almidén que al igual que el gluten vital
tiene diversas aplicaciones en la industria de los alimentos.
Sin embargo el gluten de trigo vital es mis caro pues se
obtiene mediante un procesc especial que conserva su alta
viscoelasticidad. A pesar de que el gluten de maiz es una
proteina més barata gque el gluten de trigo, se decidid
trabajar inicialmente con este ultimo ya que es una proteina

mds homogénea y posec propledades funclonales ya conocidas.

Una vez seleccionado el gluten de trigo como sustrato
para la modificacidn enzimdtica, se determiné por el método
de Kjaeldahl el contenido de proteina de diferentes glutenes
de trigo comerciales, Los resultados se presentan en la

Tabla 6.

Como #e observa, existe una gran variabilidad en el
contenido de proteina no sdlo de una marca comercial a otra
sino entre un lote y otro de un mismo fabricante., Debido a
esto, no fue posible seleccicnar una marca comercial gue
garantizara un contenidc de proteina constante, y se decidi¢
utilizar e! gluten Rafmex por tenerlo disponible en mayor

cantidad. Con el fin de conocer la composicién del sustrato
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selecclonado se realizéd un analisis quimico proximal del

gluten Rafmex 3 cuyos resultados se muestran en la Tabla 7.

TABLA ¢ COMNTENIDO DE PROTEINA DE GLUTENES8 DE TRIGO

COMERCIALBS

PRODUCTO

CONTENIDO DE PROTEINA (%)

GLUTEN RAFMEX 1
GLUTEN RAFMEX 2
GLUTEN RAFMEX 2
GLUTEN MON
GLUTEN SUPRAVITAL
GLUTEN LOR

56.32
69.32
52.87
67,44
61.47
57.28

TABLA 7 AMALISIS QUINICO PROXIMAL DEL GLUTEN DE TRIGO

RAPNEX 3
BASE HUMEDA BASE SECA

MATERIA SECA (%) 87.88

HUMEDAD (%) 12.12

PROTEINA CRUDA (NxS,7) 56.32 64.09
EXTRACTO ETEREO (%) 00.68 00.77
CENIZAS (%) 01.14 01.29
FIBRA CRUDA (%) 00,37 00.43
EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO 29.37 33.42
T.N.D.1 (% APROX) BASE SECA 65.83 74.91
E.D.® (KCAL/KG) APROX 2902,44 3302.73

1 T.N.D. = Total de Nutrientes Digeribles

2 E.D. = Energia digerible
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7.3 MODIFICACION FISICA DEL SUSTRATO

El tratamiento térmico es un procedimiento de
modificacién fisica de las proteinas mediante el cual se
pueden producir cambios en sus propiedades funcionales por
alteracldén de gu estructura. En el presente trabajo se
estudian como sustratos un gluten de trigo tratado

térmicamente y uno sin tratamiento.

Las condiciones de dicho tratamientc se seleccionaron con
bhase en experimentos preliminares en los que se observé que
con calor humedo el gluten forma bloques compactos muy
aificiles de romper: tanbién se observé que el tratamiento
con temperaturas inferiores a 100°C no mejora 1la
dispersabilidad en agua del gluten, mientras que a
temperaturas superiores, aungque se mejora, el gluten se quema
desarrollando un olor desagradable. La duracién del
tratamiento térmico se establecid bajo el mismo criterio
considerando las observaciones anteriores; el tratamiente
térmico mBe realizé a 100°C con calor seco en una estufa

Felisa (modelo FE293) durante 12 hrs.

7.4 SELECCION DE ENZIMA PARA LA MODIFICACION DE PROTEINAS

El comportamiento de las proteinas en los sistemas

alimenticios puede modificarse por 1la accién de muchos

diferentes tipos de enzimas, la mayoria de las cuales soh
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proteasas (Phillips & Beuchat, 1979: Chobert et al., 1988}.
Por esto se decidié usar una proteasa, cuya seleccisn se basé
inicialmente en el aspecto econdmice. En la Tabla 8 se
muestran los preclios de algunas enzimas proteoliticas
industriales y como se puede observar, las proteasas de
origen microbiano resultan mas econdmicas que las de origen

vegetal o animal.

De las proteasas microbianas con que se contaba, se opté
por utiiizar una proteasa neutra Yy una alcalina
selecciondndolas de acuerdo al costo por unidad de actividad,
después de haberla cuantificado mediante el método de
Northrop. En la Tabla 9 se presentan los precios por
kilogramo y por unidad de actividad de las proteasas
microbianas consideradas para la seleccion.

El precio por kilogramo de las enzimas de origen fungico
a8 menor gue el de las de origen bacteriano; sin embargo,
presentan muy baja actividad proteolitica y por tanto mayor
costo por unidad de actividad., En consecuencia se decidis
trabajar con las dos proteasas bacterianas gque presentan

menor costo por unidad de actividad, la Neutra I y la
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TABLA 8 ©PRECIOB DE PROTEABAE INDUBTRIALES

ENZIMA ORTGEN PRECIO
(PESCS/KG)

VEGETALES!
BROMELINA PINA 639,240
PROLASA CRUDA PAPAYA 180,000
PAPAINA CRUDA LATEX DE PAPAYA 75,000

ANIMALES!
TRIPSINA DE PANCREAS PORCING 3,332,000
PEPSINA MUCOSA DE ESTOMAGO PORCINO 170,000

MICROBIANAS?
FUNGICA NEUTRA I A. orvziae 3,700 :
FUNGICA NEUTRA II A. oryzae 5,750 :
BACTERIANA ALCALIKA I B.subtilis 36,673 :
BACTERIANA ALCALINA II B. subtilis 56,000 :
BACTERIANA ALCALINA III tilis 57,500 f
BACTERIANA NEUTRA I B. subtilis 21,131
BACTERIANA NEUTRA II B. subtilis 45,620 !
BACTERTANA NEUTRA ITI B. subtilis 38,120

Precios de 1989
Precios consultados a la industria (1988)

R

TABLA 9 DPRECIOS Y ACTIVIDAD DE PROTEABAS WICROBIANAS

ENZIMA PRECIC? ACTIVIDAD? PRECIO
(PESOS/KG) (UNS/G) (PESOS/UN)

FUNGICA NEUTRA 1 3,700 4.1 0.90 i
FUNGICA NEUTRA II 5,750 7.6 0.76
BACTERIANA ALCALINA I 36,573 231.4 0.14
BACTERIANA ALCALINA TII 56,000 273.1 0.21
BACTERIANA NEUTRA I 21,131 129.6 0.16 i
BACTERIANA NEUTRA II 45,620 263.3 0.17 7 e s

a Preclos consultados a la industria (1988)
b Informacién disponible en el laboratorio
¢ Unidades Northrop de actividad (ver Seccidn 5.2)
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Alcalina ‘I, a las que en lo sucesivo se les 1llamara

"simplemente enzima neutra y alcalina respectivamente.
La informacién técnica reportada por los fabricantes de

las enzimas seleccionadas se encuentra resumida en la Tabla

10.

TABLA 10 INFORMACION TECNICA DE LAS ENZIMAS

ENZ. ALCALINA ENZ. NEUTRA
FUENTE BACTERIANA B, subtilis B, subtilis
ACTIVIDAD REPORTADA 590,000 MDU/g 200 UN/g
TIPO Alcalina Neutra
PH OPTIMO 9.0 a 9.5 6.5 a 8.0
PH EFECTIVO 6.5 a 10.0 5.0 a 965
TEMPERATURA OPTIMA 50 a 60-C 45 a 55 8
TEMPERATURA EFECTIVA 30 a 65% Hasta 60°C

Es necesario conocer 1la actividad de las enzimas
utilizadas en un proceso de modificacién para poder controlar
la hidrélisis y de esta manera obtener un producto con

propiedades funclonales constantes.

Se determind la actividad proteolitica de las enzimas
alcalina y neutra sobre un sustrato de caseina de acuerdo al
método de Northrop. Los resultados se presentan en la Tabla

11.



TABLA 11 ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS PROTEQOLITICAS

ENZIMA ACTIVIDAD (UN/G ENZIMA)
NEUTRA 129.6
ALCALINA 72.8

En el proceso de modificacidén enzimatica el grado de
hidrélisis se controla midiendo el tiempo de la reaccidn, por
lo que es necesariec inactivar la enzima una vez transcurrido
el tiempo establecido, Esta inactivacién debe ser efectiva
para asegurarse de que la enzima no presente actividad
residual, pues ademids de que esto no estA permitido por las
regqulaciones sanitarias, la hidrélisis del sustrato
continuaria fuera de control variande las propiedades

funcicnales con el tiempo.

Se determinaron las condiciones de tiempo y temperatura
necesarias para inactivar las enzimas proteoliticas
considerando c¢inco tiempos y cuatro temperaturas. Eata
determinacién se realizé por duplicado de acuerdo al método
descrito en la Seccldén 6.3, obteniéndose los resultados gque

se presentan en la Tabla 12 y en las Figuras 4 y 5.
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TABLA 12 EFECTO DEL TIEMPO Y TEMPERATURA DE INACTIVACION
BOBRR LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE LAS ENZIMAS
NBUTRA ¥ ALCALINA

ENZ2IMA NEUTRA: ACTIVIDAD RESIDUAL (%)

TEMPERATURA (%¢) €5 70 75 80

TIEMPO (MIN)

[y} 100.0 100.0 100.0 100.0
2 87.2 78.6 0.2 0.2
4 91.1 65.2 0.2 0.2
6 60.7 50.2 0.1 0.0
8 - 37.2 30.8 0.0 0.0

ENZIMA ALCALINA: ACTIVIDAD RESIDUAL (%)

TEMPERATURA (°C) €5 70 75 80

TIEMPO (MIN)

0 100.0 100.0 100.0 100.0
2 60.2 9.8 2.6 1.1
4 45.7 6.2 1.8 0.0
6 34,9 3.7 0.2 0.0
8 31.3 2.9 0.0 0.0

En las PFiguras 4 y 5 se observa gque la actividad

proteolitica de las enzimas neutra y alcalina disminuye més
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rdpidamente al incrementarse la temperatura de inactivacién

que al aumentarse el tiempo de inactivacidn,

En el caso de la proteasa neutra, a temperaturas de 70°C
o menores, la Inactivacién ocurre mas lentamente que a

temperaturas mayores en las que ésta es muy rapida.

ia enzima alcalina es m&s sensible al calor ya que a
temperaturas mayores de 65°C se logra una disminucidn de mas
del 90% de la actividad de l1a enzima durante los primeros dos

minutos de exposicidn.

Con base en estos resultados se establecleron las
condiciones de inactivacién de las proteasas. con el fin de
lograr una inactivacidn riapida se decidid realizarla a una
temperatura de 80°C durante dos minutos. Para lograr esto se
usé un bafio de agua en ebullicidén en la cual se introduce la
muestra durante siete minutos, pues la temperatura de ésta
toma cinco minutes en sublr de 55°C (temperatura de

hidrélisis) a 80°cC.

7.5 PROPIEDADES FUNCIONALES DE [OS SUSTRATOS

Con objeto de evaluar los cambios qua la modificacisn

enzimdtica produzca en los sustratos, se determinaron sus
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propiedades funciopales nativas. También se determinaron las
propledades funcionales de dos aditives emulsificantes
(proteina aislada de soya) con el fin de wusarlas como

referencia, Los resultados se presentan en el la Tabla 13.

TABLA 13 PROFIBEDADES FUNCIOMALES NATIVAS DE GLUTEN ¥ QLUTEN
TRATADO TERMICAMENTE Y DE DOS DIFERENTES PRODUCTOS
EMULBIFICANTES COMERCIALES

SUSTRATO PROPIEDADES FUNCIONALES 4
N.S.2 C.E. E.E.C A.E.

GLUTEN 0.78 4,9 16.0 0

GLUTEN TRATADO 0.63 5.7 $.0 <0

PURINA 500E 2,53 28.9 91.4 9L

PURINA 590 1.77 24,2 82.5 89

AGUA 4.3

a N.S.= Nitrégeno Soluble (%)

b C.E.= Capacidad de Emulsificacién (ml de aceite /100 mg

de proteina)
E.E.= Egtabilidad de la Emulsioén (%)
A.E.= Actividad de la Emulsidn (%)

.a

Aungue se ha reportado (Chobert et al,, 1988; Phllips &
Stenberyg, 1977) que las propiedades de emulsificacién de los
aislados de soya estdn directamente relacionadas con su
solubilidad, los productos comerciales analizados presentan
alta capacidad de Emulsificacién y forman emulsiones muy
estables y viscosas a pesar de ser muy poco solubles. No
obstante, estos productos forman dispersiones homogéneas muy

estables a diferencia del gluten, cuyas dispersiones son muy



inestables. Ademds, la Capacidad de Emulsificacién del
gluten es practicamente nula si se considera gue el agua pura
es capaz de emulsificar en las condiciones del ensayo 21.3 ml
de aceite (equivalente a 4.26 ml/100 mg, si se expresa el
valor como s8i fuera proteina), Las determinaciones de
estabilidad y actividad de 1la emulsioén indican también que

las emulsiones formadas con gluten son inestables.

7.6 PRIMER EXPERIMENTO DE MODIFICACION ENZIMATICA

La modificacién enzimatica de las propiedades funcionales
de las proteinas requiere de una hidrélisis moderada por lo
que se decldié utilizar una baja concentracién de enzima (de
alrededor del 1% P/P de la enzima menos activa con respecto
a la proteina del sustrato)}: esta concentracién equivale
aproximadamente a 0.625 UN de enzima/g de poteina en el

sustrato,

Manteniendo constante la concentracién de enzima, se
estudié el efecto del tiempo de hidrélisis sobre 1las
propiedades funcionales de cada sustrato, de acuerdo con el

disefio experimental presentado en la Seccién 6.4.

La hidrélisis enzimatica se realizé en forma

completamente aleatoria distribuyendo 1las 36 distintas
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combinacicnes (TIEMPOXSUSTRATOXENZIMAXREPETICION) en 4

bloques de 8 repeticiones cada uno.

Al término de la hidrdlisis se determiné el valor de pH
de cada uno de los hidrolizados con el fin de asegurarse que
el amortiguador utilizado mantuviera el sistema en el valor
de pH d6ptimo de la enzima. En la Tabla 14 se presentan los
valores promedioc de pH iniclal de 1las dispersiocnes de
gluten, los valores de pH a los que se ajusté antes de
reallzar la hiidrdlisis y los valores promedio de pH final

para cada combinacidén sustrato-enzima.

TABLA 14 VALORES PROMEDIO DE PH DE LO8 HIDROLIZADOS
DETERMINADOS AL FINAL DE LA HIDROLISIS8 (PRIMER
EXPERIMENTO DE MODIFICACION ENZIMATICA}

SUSTRATO-ENZIMA PH PH PH
INICIAL AJUSTADC FINAL

GLUTEN-NEUTRA 7.21 7.40 7.37
G. TRATADO-NEUTRA 7.18 7.40 7.30
GLUTEN-ALCALINA 9.16 9.50 9.07

G. TRATADO~ALCALINA 9.08 9.50 8.80
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7.7 PROPIEDADES FUNCIONALES (PRIMER EXPERIMENTO DE

MODIFICACION ENZIMATICA)

Las determlnaciones de las propiedades funcicnales se
realizaron por duplicado y en forma aleatoria. En la Tabla
15 se presentan los valores de solubilidad (Nitrdégeno
séluble %) de cada uno de los hidrelizadeos., La variacién de
dicha propiedad funcional respecto al tiempc de hidrélisis

se observa en la Flgqura 6,

TABLA 15 MNITROGBNO SOLUBLE (PRIMER EXPERIMENTO DE
MODIFICACION ENZIMATICA)

ENZIMA NEUTRA ENZIMA ALCALINA

SUSTRATO GLUTEN G.TRATADO GLUTEN G.TRATADO
TIEMPO DE

HIDROLISIS N.5.2 EsP  N.s. Es N.S. ES N.S. ES

(MIN)

c 0.89 0.1 1.41 0.1 6.46 1.6 5.31 0.3

10 1.53 0.2 1.74 0.1 12.53 1,7 11.49 0.8

20 2.25 0.1 1.93 0.1 13.55 0.5 14.97 0.3

30 2.68 0.1 2.29 0.1 17.30 0.8 16,07 0.7

a N.S.= Nitrdgeno Soluble (%)
b ES= Error Estandar

En la Figura 6 se observa que las curvas de solubilidad
de la enzima alcalina parten de un valor inicial mayor que

las curvas de la enzima neutra; dado que estos valores
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corresponden a los controles de tiempo = 0 min, es posible
gque la diferencia radique iunicamente en la exposicién del
sustrato a diferentes condiciones de pH y que a pH alcalino

el gluten sufra una ligera modificacién.

los sustratos tratados con la eanzima neutra no
aumentaron su soclubilidad. Esto puede explicarse por el
hacho dea que las proteinas del gluten tal vez no tengan un
gran nuimero de enlaces peptidicos para los que la enzima
neutra es especifica, por lo que el numero de cortes seria
reducido y 8élo se podrian liberar cadenas peptidicas muy

grandes y por lo tanto insolubles.

La especificidad de la enzima alc¢alina, en cambio, la
hace mé&s activa sobre gluten; a pesar de que asdlo se
solubiliza un 11% de la proteina en 30 minutos (ver Tabla
15) se obtuvieron productos que formaban dispersiones mas
estables y homogéneas que los sustratos originales. El
grado de solubilizacién alcanzado con la enzima alcalina es

similar para ambos sustratos.

Los valores de Capacidad de Emulsificacién de 1los
hidrolizados se muestran en la Tabla 16 Yy el efecto del
tiempo sobre esta propiedad se puede apreciar en la Figura

7.
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TABLA 16 CAPACIDAD DE EMULSIFPICACION (PRIMER EXPERIMENTO DE
MODIFICACION BNIIMATICA)

ENZIMA NEUTRA ENZIMA ALCALINA

SUSTRATO GLUTEN G.TRATADO GLUTEN G.TRATADO

TIEMPO DE
HIDROLISIS c.E.® EsP C.E. ES C.E. ES C.E. ES
(MIN)

0 6.1 0.09 5.8 0.08 11,7 1.97 8.7 0.14
10 5,9 0.07 6.1 0.13 16.1 1.05 17.9 0,65
20 6,0 0,05 5.9 0.06 19,9 0.74 24,2 0.49
30 6.1 0.10 6.3 0.16 25,3 0.45 30,0 1.04

a C,E.= Capacidad de Emulsificacidn (ml aceite/100 mg
proteina)
b ES= Error Estandar

ta Figura 7 muestra gque al igual que para la
solubilidad, 1la exposicion inicial del gluten a un pH
alcalino aumenta la capacidad de emulsificacidén de 1la
proteina. El tratamiento con la enzima alcalina produce una
modificacién positiva en la propiedad de capacidad de
emulsificacién, sobre todo en el gluten tratado. A los 20
minutos de hidrélisis la C.E. es igual a la del producto
comercial Purina 590 y a los 30 minutos la C.E. incluso

supera en un 4% a la del producto comercial Purina S0O0E.
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(ml aceite/100 mg proteina)

CE.
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En la Tabla 17 se presentan los valores de Estabilidad
de la Emulsién y en la Figura 8 se observa la variacion de

la E.E. con respecto al tiempo.

TABLA 17 ESTABILIDAD DE LA BNULSION (PRIMER EXPERIMENTO DE
HODIFICACION ENZIMATICA)

ENZIMA NEUTRA ENZIMA ALCALINA

SUSTRATO GLUTEN G.TRATADO GLUTEN G.TRATADO

TIEMPO DE
HIDROLISIS E.E.2 5P E.E. ES E.E. ES E.E. ES
(MIN)

[+} 8.2 3.2 18.0 1.9 33.5 1.7 29.0 1.9
10 22,2 2.5 20.5 1.2 45.0 0.7 50.5 0.6
20 24.3 2.4 24.0 2.6 44.5 0.5 62.0 1.2
30 21.6 2.5 22.0 2.5 50.0 0.4 76.0 0.7

E.E.= Estabilidad de la Emulsidn (%)
ES= Error EstAndar

oo

como puede observarse, la estabilidad de la emulsién
también se ve influenciada por la exposicién inicial de 1la
proteina a las condiciones de pH alcalinc. En este caso el
tratamiento con 1la enzima neutra tampoco modifica 1la
propiedad funcional de E.E.. La modificacién con la enzima
alcalina, por el contrario, mejora notablemente la E.E. de

los sustratos, en particular la del gluten tratado.

B8O
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En la Tabla 18 se presentan los valores de Actividad de
la Emulsién cuya varlacién respecto al tiempo de hidrélisis

se representa en la Figura 9.

TABLA 18 ACTIVIDAD DR LA EMULSION (PRIMER EXPERIMENTO DE
HODIFICACION ENZIMATICA)

ENZIMA NEUTRA ENZIMA ALCALINA
SUSTRATOQ GILUTEN G.TRATADO GLUTEN G.TRATADO
TIEMPO DE b
HIDROLISIS AE.2 Es A.E. ES A.E. ES IAE ES
(MIN) .
o 0.0 0.0 2.0 0.0 o.c 0.0 7.0 0.3
10 0.0 0.0 2.0 0.3 0.0 0.0 7.0 1.3
20 ¢c.0 0.0 2.0 0.0 0.0 0.0 65.0 3.0
30 0.0 0.0 3.0 0.0 0.0 0.0 72.0 1.5
a A.E.= Actlividad de 1a Emulsién (%)
b ES= Error Estandar

En la Figura 9 se puede observar que sdédlo el gluten
tratado térmicamente hidrolizado con la enzima alcalina
experimenta un aumento en cuanto a la A.E. Los cambios
producidos en las protefnas por la exposicién inicial a
condiciones alcalinas de pH parece no tener efecto alguno en

la Actividad de 1a Emulsidn.

Para apreclar el efecto de la hidroélisis enzimdtica

sobre las propledades de solubilidad y emulsificacidén del
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gluten, se muestran en la Tabla 19 los valores de Nitrégeno
Soluble, cCapacidad de BEmulslficacidén, Estabilidad de la

Emulsion y Actividad de la Emulsién de los hidrolizades.

En la Tabla 19 se observa gue el tratamiento con la
enzima neutra produce en general cambios menores gque el
tfatamiento con la enzima alcalina, La modificacién
enzimdtica con la proteasa alcalina produjo aumentos
considerables en las propledades de emulsificacién de ambos
sustratos llegando a ser el valor de C.E. de 25.3 ml de
aceite/100 mg de proteina en el caso del gluten y de 30,0
en el caso del gluten tratado. Asimismo es mds notorio el
aumento en la E.E. en el caso de gluten tratado que es de
76% mientras que en el caso del gluten sin tratar el valor
llega a ser tan asdédlo 50%., En cuanto a la A.E. unicamente se
aprecia un aumento en el gluten tratado de una valor inicial
de 7% a un valor final de 72%. Se observa que las
propledades funcionales de los sustratos mejoran conforme el
tiempe de hidrélisis aumenta. Dado que los valores maximos
se alcanzan con el tiempo mayor de hidrélisis (30 min), no
es posible determinar si 1a modificacidén enzimitica alcanzé
su maxima eficlencia, por lo que se considerd necesario
realizar una segunda hldroélisis enzimatica bajo las mismas
condiciones pero aumentando los tiempos de hidrdlisis. De
esta manera se espera conocer la cinética de la moficiacién

enzimatica,
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TABLA 19 RESUMEN DE PROPIEDADES PUNCIONALES (PRIMER
BIPERIXENTO DE MODIFICACION ENZIMATICA)

ENZIMA NEUTRA

SUSTRATO GLUTEN GLUTEN TRATADO

TIEMPQ DE :
HIDROL. N.5.® c.e.P .2 a.E.9. N.S. C.E. E.E. A.E.
(MIN) : L '

0 0.9 6.0 18.2.0l0 1.4 ’ 5.8 18.0 2.0
10 1.5 5.,9-.°22,2. 0.0 1.7 - 76.1 20.5 2.0
20 2.3 6.0- 24.50.0 1.9 5.9  24.0 2.0
30 2.7 6.1 21.6°:0,0" 2.3 6.2 22.0 3.0
ENZIMA ALCALINA
SUSTRATO GLUTEN GLUTEN TRATADO
TIEMPO DE

HIDROL. N.5.2 c.E.P E.E.©a.£9 N.S. C.E. E.E. A.E.
(MIN)

4] 6.4 11.7 33.5 0.0 5.3 8.6 2%9.0 7.0
10 12.5 16.1 45.0 0.0 11.5 17.9 50.5 7.0
20 13.5 19.9 44.5 0,0 14.9 24.2 62.0 65,0
30 17.3 25.3 50.0 0.0 16.1 29.9 76.0 72.0

a N.S.= Nitrdégeno Soluble (%)

b C.E.= capacidad de Emulsificacién (ml aceite/100 mg

proteina)
¢ E.E.= Establlidad de la Emulsidn (%)
d A.E.= Actividad de la Emulsién (%)



Dekido a que no se observaron cambios en la
funcionalidad de los sustratos tratados con la enzima neutra
a pesar de haber utilizado concentraciones de actividad
equivalentes para ambas enzimas, se pensd que podria existir
un error en los valores de actividad determinados
experimentalmente, por tanto antes de 1llevar a cabo la
segqunda wmodificacién enzimidtica se procedié a determinar

nuevamente la actividad de ambas proteasas.

7.8 SEGUNDA DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS
NEUTRA Y ALCALINA

La determinacién de actividad proteolitica de 1las
enzimas se realizé por el método de Northrop deserito en la
Seccidn 6.2. Para realizar esta determinacidn se utilizaron
reactivos reclén preparados y se obtuvieron los siguientes
resultadeos: 170.7 UN/g para la proteasa neutra y 186.7 UN/g

para la alcalina.

lLos valores obtenidos en esta determinacidn de actividad
difieren de los encontrados inicialmente 1lo cual puede
atribulrse al hecho de que en la primera determinacidén no se
utilizaron reactivos recién preparados. Por tanto 1los
resultados obtenidos en esta segunda determinacién fueron

confirmados repitiendo 1la determinacién en diferentes
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ccasiones. Por otro lado se intentd determinar la actividad
de las enzimas sobre gluten y gluten tratado con el fin de
poder establecer una equivalencia que nos permitiera
alcanzar un grado de hidrdlisis similar en estos sustratos,
independientemente de la especificidad y la actividad de
cada proteasa. Desafortunadamente, no fue posible basarse
en los resultados obtenidos ya que la imposibilidad de
formar dispersiones homogdneas hace gue las determinaciones

no sean repreducibles,

7.9 SEGUNDO EXPERIMENTO DE MODIFICACION ENZ2IMATICA

Una vez confirmada 1la actividad de 1las enzimas se
procedié a repetir 1la modificacién enzimdtica de los
sustratos, usando como tiempos de hidrélisis 15, 30, 45 y 60
minutos. Dado gque en el primer experimento de modificacidén
enzimdtica las propiedades funcionales de los sustratos
mejoraron notablemente con el tratamiento de la enzima
alcalina, el segundo experimente de modificacidn enzimatica
se realizé sin alterar la concentracidn de dicha enzima, y
usando ésta como referencia para reajustar la cancentracién
de la enzima neutra conforme a los nuevos valores de

actividad.

La concentracién de cada enzima usada en esta hidrélisis

fue de 1..586 UN/g proteina; la cantidad de la enzima
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alcalina en ambas hidrdélisis es equivalente en peso, pero
los valores expresados en UN difieren por estar referidos a

diferentes determinaciones de actividad.

El segundo experimento de modificacién enzimdtica se
llevd a cabo segun el disefio experimental que se presenta en

la Seccidn 6.4.

La hidrélisis se realizé en forma completamente
aleatoria distribuyendo las 16 distintas combinaciones
{TIEMPOXSUSTRATOXENZIMA) en dos bloques de ocho

combinaciones cada uno.

Al igual gue en el primer experimento de modificacién
enzimatica, se midié el pH final de cada sistema da
hidrélisis con lo cual se comprobdé gue aun con tiempos de
accién enzimidtica mayores, el pH se mantiene dentro del
intervalo deseado. En la Tabla 20 se presentan los valores
promedio de pH de los hidrolizados obtenidos en el segundo

experimento de modificacion enzimatica.
7.10 PROPIEDADES FUNCIONALES (SEGUNDO EXPERIMENTO DE
MODIFICACION ENZIMATICA)

Estas determinaciones también se hicieron por duplicado

y de manera aleatoria. En lo que respecta a los controles
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TABLA 20 VALORES PROMEDIO DE PH DE LOB EIDROLIZADOS
DETERMINADOS Al FINAL DE LA HIDROLISIB (SEGUNDO
EXPERIMENTO DE MODIFICACION ENZIMATICA}

SUSTRATO-ENZIMA PH PH PH
INICIAL AJUSTADO FINAL

GIUTEN~-NEUTRA 7.26 7.4 7.32
G.TRATADQ-NEUTRA 7.25 7.4 7.35
GLUTEN-ALCALINA 9.08 9.5 8.97
G.TRATADO-ALCALINA 8.92 9.5 8.85

de tiempo 0 min, se considerd innecesario realizarlos
nuevamente ya que para los fines de referencia para los que
son requeridos se pueden utilizar los valores obtenidos en

el primer experimento de modificacidén enzimatica.

En la Tabla 21 se muestran los valores de solubilidad
expresados como porcentaje de Nitrégeno Soluble y en la
Figura 10 se aprecia el efecto del tiempo de hidrélisis

sobre esta propiedad.

En la Figura 10 se observa que la solubilidad después de
30 min de hidrolisis con la enzima alcalina permanece
practicamente constante, Es decir que desgpués de 30 nin de
reaccidn, el aumento en la solubilidad de los sustratos bajo

estas condiciones de hidrdélisis es despreciable. Esto puede



TABLA 21 NITROGENO S8OLUBLE (BEGUMDO EXPERIMENTO DE
MODIFICACION ENZIMATICA)

ENZIMA NEUTRA ENZIMA ALCALINA
SUSTRATO GLUTEN G.TRATADO GLUTEN G.TRATADO
TIEMPQ DE b
HIDROLISIS N.5.2 ES N.S., ES N.8. ES N.5. ES
(MIN)
0° 0.89 1,41 6.46 5,31
15 1.05 1.07 11.80 12.7%7
30 2.07 2.04 15.73 16.93
45 2.51 3.04 16.48 17.27
60 2.52 3.12 16.27 17.57
a N.S.= Nitrogeno Scluble (%)
b ES= Error Estdndar
¢ Valores tomados del experimento 1

deberse al hecho de que los péptidos que la enzima esta
liberande no son 1lo suficientemente pequefios para

solubllizarse.

En el caso de la hidrélisis con la proteasa neutra, el
aumento total en la solubilidad es tan sélo de 1.64%, por lo
que puede decirse que la actividad de esta enzima sobre

gluten es practicamente hula para el propdsito buscado.

En la Tabla 22 se presentan los resultados de Capacidad
de Emulsificacién de los hidrolizados obtenidos en el

segundo experimento de modificacién enzimadtica. El efecto
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del tiempo de hidrdéliseis en la.C.E. se presenta en la Figura
11.

En la Figura 11 se observa gque al menos en los tiempos
estudiados, la hidrélisis con la enzima neutra no tiene

efecto alguno en la C.E. del gluten.

TABLA 22 CAPACIDAD DE EMULSIFICACION (SEGUNDO EXPERIMENTO
DE MODIFPICACION ENZIMATICA)

ENZIMA NEUTRA ENZIMA ALCALINA
SUSTRATO GLUTEN  G.TRATADO GLUTEN G.TRATADO
TIEMPO DE b
HIDROLISIS C.E.® EsP c.E. ES C.E. ES GC.E. ES
(MIN)
o® 6.0 0.09 5.8 0.08 11.7 1.77 8.7 0.14
10 6.3 0.06 6.4 0.18 16.6 0.27 26.6 1,57
30 6.0 0.05 6.0 0.03 23.8 0.10 31.2 1.23
45 6.3 0.04 6.4 0.13 21.9 0.28 29.9 0.39
60 7.6 0,69 6.3 0.14 18.4 0.61 24.7 0.81

a C.E.= Capacidad de Emulsificacioén (ml aceite/100 mg
proteina)

b Es= Error Estandar

c Valores tomados del experimento 1

Por el contrario, el tratamiento con la enzima alcalina
produce un aumento en la C.E. de los sustratos con un maximo
a los 30 min de hidrdlisis. A tiempos mayores de hidrélisis

esta propiedad disminuye nuevamente. Aunque el incremento
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en la C,E, es considerablemente mayor en el caso del gluten
tratado térmicamente, la cinética de modificacién de ambos

sustratos sigue el mismo patrén de comportamiento.

Los resultados de Estabilidad de la Emulsién del segundo
experimento de modificacién enzimdtica se presentan en 1la
Tabla 23 y en la Figura 12 se muestra el efecto del tiempo

de hidrdlisis sobre esta propiedad.

TABLA 23 ESTABILIDAD DB LA EMULSION (BEGUNDO EXPERIMENTO DE
MODIFICACION ENZIMATICA)

ENZIMA NEUTRA ENZIMA ALCALINA
SUSTRATO GLUTEN G.TRATADO GLUTEN G.TRATADO
TIEMPO DE b
HIDROLISIS E.E.? ES E.E. ES E.E. ES E.E. ES
(MIN)
o 18.2 3,2 5.8 1.9 33.5 1.7 29,0 1.9
15 29,0 1.5 23.0 1.0 47.5 0.5 57.3 0.0
30 29.0 0.5 25.5 0.5 57.5 0.5 92,0 0.0
45 28.0 1.0 26.0 0.8 57.5 0.5 92.0 0.0
60 27.0 0.5 25.5 0.5 57.0 0.0 92,0 0.0
a E.E.= Estabilidad de la Emulsién (%)
b ES= Error Esténdar
¢ Valores tomados del experimento 1

En la Figura 12 se puede observar que el tratamiento con
la enzima neutra produce un ligero aumentc en la E.E. del

gluten después de 15 minutos de hidrélisis, y a partir de
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entonces disminuye gradualmente hasta alcanzar practicamente
el valor Inicial. Asimismo, el cambio en la E.E. del gluten
tratado por efecto de la hidrélisis con la enzima neutra es

despreciable.

En el caso de la modificacién con la enzima alcalina el
aumento en la E.E. de ambos sustratos es muy pronunciado
durante los primeros 30 min de hidrélisis, tiempo en el gue
el 'valor llega a un maximo y a partir de entonces se
mantiene constante. Sin embargo, a partir de los 15 min de
hidrélisis el aumento en la E.E. se vuelve mds pronunciado
en el caso del gluten tratado. El valor final es 50% mayor
para gluten tratado e hidrolizado con la enzima alcalina que

para el no tratado.

En la Tabla 24 se presentan los resultados obtenidos en
la determinaclién de Actividad de la Emulsidon de 1los
hidrolizados obtenidos en el segundo experimento de
modificacidn enzimdtica. El efacto que tiene el tiempo de

hidroélisis sobre la A.E. se puede observar en la Figura 13.

En la Figura 13 se puede cbservar gque durante los 60 min
de hidrdélisis con la enzima neutra, el aumente preducide en
la A.E. del gluten tratado y sin tratar es de sdélo 10 &%.
Por el contrarlo, la A.E. del gluten tratade se incrementa
marcadamente durante la hidrélisis con la enzima alcalina,

alcanzando un mdximo a los 45 minutos, después de los cuales
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TABLA 24 ACTIVIDAD DE LA EMULSION (BEGUNDO EBXPERIMENTO DB
MODIFICACION ENZIMATICA)

ENZIMA NEUTRA ENZIMA ALCALINA
SUSTRATO GLUTEN G . TRATADO GLUTEN G.TRATADO
TIEMPO DE
HIDROLISIS A.E.2 ESb A.E. ES A.E. ES A.E. ES
(MIN)
o¢ 0.0 0.0 2.0 0.0 0,0 0.0 7.0 0.3
15 2.0 0.0 6.0 0.0 3.0 0.0 32.0 c.0
30 5.0 0.0 7.0 0.0 5.0 0.0 82.0 0.0
45 7.0 0.0 6.0 0.0 58.0 0.0 91.0 0.0
60 9.0 0.0 8.0 0.0 10.0 0.0 24.0 0.0
a A.E.= Actividad de la Emulsion (%)
b ES= Error Estdndar
¢ Valores tomados del experimento 1

ocurre un drastico descenso. si se considera que la E.E.
permanece en el valor mdximo a este tiempo de hidrdélisis
dicho cambioc repentino en 1la A.E. es aparentemente
inesperado. Sin embargo, este hecho resalta la importancia
de evaluar diferentes aspectos de las propiedades
emulsificantes, pues el efecto gque pueden tener pegquefios
cambios en la estructura y/o €l peso molecular de las
proteinas obedece a interacciones moleculares muy complejas
y dificilmente predecibles. Un ejemplo de este

comportamiento se observa en la hidrélisis del gluten con 1a
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enzima alcalina en la que la A.E, sdlo cambia a los 45 min

de reaccidén, alcanzando un valor aproximado de 60%.

En la Tabla 25 se concentran los resultados de
Solubilidad, Capacidad de Emulsificacion, Estabilidad de 1la

Emulsién y Actividad de 1a Emulsion,

En la Tabla 25 se puede apreciar que después de 30 min
de hidrélisis las propledades funcionales de los productos
se mantienen practicamente constantes o incluso llegan a

disminuir.

En la Tabla 26 se presentan integrados los resultados de
loe dos experimentos de modificacién enzimatica con 1la
proteasa alcalina para poder apreciar en forma global la
cinédtica de la misma. Los resultados de las modificaciones
con la enzima neutra no se integraran de esta forma pues no
se detectan cambios en las propiedades funcionales de los
sustratos y se utilizaron diferentes concentraciones de

enzima en cada una de ellas.

En las Figuras 14, 15, 16 y 17 se grafican leos valores

presentados en la Tabla 26 en funcidn del tiempo. En estas
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TABLA 25 RESBUMEMN DX PROPIEDADES FUNCIONALES* (S8EGUNDO
EXPERIMENTO DE MODIFPICACION ENZIMATICA)
ENZIMA NEUTRA

SUSTRATO GLUTEN GLUTEN TRATADO
TIEMPO 4

HID N.S ¢.E.” E.E.€ A.E. N.S. C.E. E.E. A.E.
(MIN)

o® 0.9 6.0 18.2 0.0 1.4 5.8 18.0 2.0
15+ 1.0 6.3 29.0 2.0 1.1 6.4 23.0 6.0
30 2.1 &,0 29.5 5.0 3.0 6,3 26.0 6.0
45 2.5 6.3 28.0 7.0 3.0 6.3 26.0 6.0

60 2.5 7.6 27.0 8.0 3.1 6.3 25.5 8.0
a .N.S.= Nitrdégeno Soluble (%)
b 'C.E.= Capacidad de Emulsificacidn (ml aceite/100 gr

proteina)

c E.E.= Eastabilidad de la Emulsién (%)
d A,E.= Actividad de la Emulsidén (%)
e Valcres tomados del experimento 1
ENZIMA ALCALINA
SUSTRATO GLUTEN GLUTEN TRATADO
TIEMPQ b a
HID N.S. C.E.? E.E.F A.E. N.S. C.E. E.E. A.E.
(MIN)
0® 6.5 11.7 33.5 0.0 5.2 8.6 29.0 7.0
15 10.3 16.6 47.5 3.0 12.7 26.6 57.2 232.0
30 15.3 23.8 57.5 5.0 16.9 31.4 92.0 82.0
45 16.5 21.9 57.5 58.0 17.3 29.9 92.0 91.0
60 16.3 18.4 57.5 10.0 17.6 24.7 92.0 24.0
a N.S.= Nitrdégeno Soluble (%)
b C.E.= Capacidad de Emulsificacién (ml aceite/100 gr
proteina)
¢ E.E.= Estabilidad de la Emulasién (%)
d A.E.~ Actividad de la Emulsién (%)
e Valeres tomados del experimento 1
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TABLA 26 PROPIEDADES FUNCIONALES (EXPERIMENTOS 1 Y 2 DE
MODIPICACION ENZIMATICA CON LA PROTEABA ALCALINA)

GLUTEN GLUTEN TRATADO

TIEMPO DE
HIDROL. N.5.2 ¢.e.? E.E.¢ a.5.9 N.5. C.E. E.E. A.E.
{MIN)

[¢] 6,40 11.7 33.5 0.0 5,31 8.7 29.0 7.0
10 12.82 16.1 45,0 0.0 0.49 17.9 50.5 7.0
15 11.80 16.6 47.5 3.0 12.77 26.6 57.3 32.0
20 13.55 19.9 45.5 0.0 14,94 24.2 62.0 6&5.0
20. 16.52 24.7 531.8 2.0 16.50 130.6 84.0 76.0
45 16.48 21.9 57.5 58.0 17.27 29.9 92.0 91.0
60 16.27 1.4 57.0 10.0 17.57 24.7 92.0 24.0

a N.S.= Nitrégeno Soluble (%)

b C.E.= Ccapacidad de Emulsificacién (ml aceite/100 mg
proteina)

¢ E.E.= Estabilidad de la Emulsidn (%)

d A.E.= Actividad de la Emulsién (%)

figuras se puede observar que el proceso de modificacién
enzimatica es reproducible y se aprecia en forma global el

curso del mismo.

En la Filgura 14 =se observa dque el aumentc en la
solubilidad en los dos sustratos se produce durante los
primeros 30 min de hidrdélisis, alcanzando un maximo que

permanece constante al aumentar el tiempo de reaccién.

En la Figura 15 se observa que la modificacién producida
por la hidrélisis con la enzima alcalina aumenta la C.E. de

ambos sustratos alcanzando un mdximo a los 30 min de
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hidrdlisis. Las diferencias en C.E. que se presentan entre
los dos sustratos pueden deberse a los cambios estructurales
que sufre el gluten durante el tratamiento térmico,
posiblemente por ruptura de enlaces disulfuro, activacién
del almiddén, o el efecto sinérgico gue ocurre entre estos
cambios y las proteinas modificadas durante la hidrélisis
enzimadtica. Asimismo, se puede considerar la posibilidad de
que durante el tratamiento térmico se produzcan cambios
conformacionales tales que se modifique la exposicién de los

enlaces susceptibles a la hidrdlisis con la enzima alcalina,

El valor de C.E. que el gluten alcanza a los 30 min de
hidrélisis con la enzima alcalina se encuentra entre los
valores de los aislados de soya utllizados como referencia,
mientras que el producto obtenido a partir de gluten tratado
supera la C.E, de dichos preductos, Este estudio

comparativo se presenta en la Tabla 27.

Aunque como ya se dijo muchos autores reportan que la
C.E, de la proteina tiene una relacién directa con su
solubilidad, en el case de la presente modificacidn dicha
relacldén se manifiesta sélo hasta cierto punto, ya que aun
cuando la solubilidad de 1los hidrolizados permanece
constante después de los 30’ de reaccién se produjo una
disminucién considerable de la C.E. Por otro lade, no fue
necesario alcanzar una elevada solubilizacién del gluten

para obtener un aumento considerable en su C.E. Es posible
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TABLA 27 CAPACIDAD DE EMULSBIFICACION DE DO8 PRODUCTOS
COMERCIALES Y DE 108 BUSTRATOS DE GLUTEN ANTEB Y
DEBPUES DE LA MODIFICACION ENZIMATICA

PRODUCTO C.E.® ORIGINAL C.E. FINALP
PURINA 590 24.17

PURINA 500E 28.90

GLUTEN 4.90 23.76
GLUTEN TRATADO 5.66 31.45

a C.E.= Capacidad de Emulsificacidén
{(nl aceite/100 mg proteina)
b Despuds de 30 min de hidrdlisis con la enzima
alcalina.,

que degpués de 30 min de hidrélisis la enzima continde
escindiendo enlaces peptidicos, modificando de tal forma la
estructura de las proteinas, que la C.E. disminuye sin que
por la ruptura de enlaces se estén liberando péptidos

pequefios que se solublilicen y aumenten el valor de N.S.

En la Figura 16 se muestra que la E.E, de les dos
sustratos aumenta conforme el tiempo de hidrélisis se
incrementa y alcanza su valor mis alto a los 30 min. El
patrén de comportamiento de la E.E. es similar en ambos
sustratos, pero los valores de alcanzados por el gluten

tratado son 1.6 veces mayores.

En la Figura 17 se puede apreciar que la A.E. del gluten

tratado, modificado con la enzima alcalina, aumenta de 0.07
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a 0.91 entre los 10 y 45 min de hidrdélisis y cae después de
los 45 min. En el caso del gluten sin tratar, la A.E.
aumenta a los 45 min de reaccién y a los 60 min cae

nuevamente a un valor cercano al inicial.

7.11 INFLUENCIA DEL ALMIDON PRESENTE EN EL GLUTEN EN LAS
PROPIEDADES DE EMULSIFICACION

El producto utilizado como sustrato es gluten comercial
que contiene aproximadamente 30 % de almidén, y la presencia
de éste puede afectar las propiedades funcionales de los
hidrolizados. bDebido a que el gluten nativo utilizado come
sustratc no tiene buenas propiedades funcionales, se podria
asumir que el almidén no aporta por si mismo funcionalidad
al sistema; esto, sin embargo, no excluye la posibilidad de
que interaccione con las proteinas hidrolizadas produciendo
un efecto sinérgico en cuanto a las propiedades de
emulsificacidén se refiere. Es importante estudiar esta
posible interaccién pues como ya se dijo, el gluten
disponible comercialmenta constantemente presenta
variaciones en su contenjdo de proteina, y por lo tanto en

su propercién proteina-almidén.

En el caso de que el almiddén contribuyera a las
propiedades de emulsificacién del producto hidrolizado, una

variacién en la proporcién proteina-almidén podria modificar



el resultado y se haria necesario disponer de un sustrato de
composicién consetante. Con este fin, se intentd eliminar el
almidén del hidrolizado que presenté mejores propiedades de
emulsificacién: gluten tratade/enzima alcalina/30 min de
hidrélisls (GT-ALC-230) mediante una hidrélisis con wuna
amilasa y =e probaron nuevamente sus propledades de

emulsificacidén,

se empled como enzima amilolitica una alfa-amilasa en la
que se detectaron proteasas contaminantes al medir actividad
proteclitica por el método de Northrop. Esto hizo necesario
aliminar las proteasas, 10 cual se intenté hacer con un
tratamiento térmico a 70°C durante 20 minutes (condicicnes
en las gque la enzima amilolitica es estable). Aun después
de dicho tratamiento se detectd presencia de actividad
proteclitica, por lo que se realizé un segundo tratamiento
térmico de la enzima, esta vez a 90°C durante 1 hora. Con
este tratamiento se logré eliminar por completo la actividad
proteoclitica contaminante de la amilasa, 1lo cual permite
asegurar que, después de un tratamiento con esta enzima,
cualquier cambio en 1las propiedades emulsificantes del
hidrolizado se debe exclusivamente a la disminucién en el

contenido de almiddn.

La hidrélisis del almidén del prod‘cto selaccionado (GT=-
ALC-30) se efectud en un medio amortiguador de tosfates 0.2

M pH=7.0 a 70°C durante 1 hora con una concentracién de
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amilasa del 1% V/V. El producte se liofilizé para su
posterior evaluacién. los resultados se muestran en la
Tabla 28.

TABLA 28 PROPIEDADES RMULSIFICANTES DEL EIDROLIZADO
GT-ALC=-3)0 ANTES Y DESPUES DEL TRATAMIENTO CON

UNA AXILASA

SUSTRATO c.E.® E.E.P  aA.E'C
ANTES DE HID GT-ALC-30 30.0 76.0 0.71
DESPUES DE HID GT-ALC-30 18.0 50.0 0.09

a C.E.= Capacidad de emulsificacién (ml aceite/100 mg
proteina)

b E.E.= Estabilidad de la Emulsioén (%)

c A.BE.= Actividad de la Emulsidén (%)

En la Tabla 28 se observa que después del tratamiente
con la enzima amilolitica, las propiedades emulsificantes
disminuyen pero no alcanzan los valores iniciales del
sustrato original, por lo gue es posible que exista una
relacidén sinérgica entre las proteinas hidrolizadas y el
almidén presente en el gluten, donde las proteinas
hidrolizadas por si solas presentan buenas propliedades de
enmulsificacién, pero Jjunto con el almidén é&stas mejoran

notablemente.
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sin embargo no es posible asegurar lo anterior, ya que
la exposicién a temperaturas elevadas puede ocasionar
caroios en las proteinas que modifiquen su funcionalidad,
por lo que la disminucién detectada en las propledades de
emulsificacién pudo haber sido ocasionada, al menos en
parte, por la exposicidén del sustrato a la temperatura de
70%, a la cual se realizé la hidrélisis con la amilasa,
Para poder establecer que los cambios en el hidrolizado de
glutaﬁ se deben exclusivamente a la hidrdélisis del almidén,
seria entonces necesario manejar paralelamente un blanco sin

amilasa.

Aunque es necesario estudiar mds a fondo y en forma
sistemdtica 1la influencia del almidén en las propiedades
tuncionales de los hidrolizados de gluten de trige, se
realizaron pruebas sencillas restituyende al hidrolizade GT-
ALC-30 el almidén eliminado por el tratamiento con 1la
amilasa, en una proporcidn almidén/proteina aproximadamente
igual a la del sustrato original. Por otro lado, se
adicioné la misma cantidad de almidén soluble (Merck 1252)
al hidrolizado GT-ALC-30 obtenido en planta pilotec pero sin
tratamiento con amilasa, con el fin de determinar si una
mayor proporcién de almidén produce un efecto en las
propiedades de emulsificacién. Los resultados se presentan
en la Tabla 29 concluyéndose que la adicién de almiddn en la
proporcién empleada prdcticamente no afecta las propiedades

emulsificantes de 1los hidrelizados de gluten. Las
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diferencias que se observan en los valores determinados son
despreciables y se deben a varlacliones inherentes a los

' métodos de determinacidn.

7.12 ESCALAMIENTO A NIVEL PLANTA PILOTO

Independientemente de la influencia gque pueda tener el
almidén en las propiedades funcionales de los hidrolizados,
se escald el proceso a nivel planta piloto con el fin de

disponer de mayores cantidades de los productos, suficientes

TABLA 29 PROPIEDADES BNULSIFPICANTES DE LOS RIDROLISADOS
GT-~ALC=-30 ADICIONADOS CON ALMIDON

SUSTRATO c.e.® gsP E.E.CEs A9 s

GT-ALC-30 TRATADO CON

AMILASA 18.0 0.5 50.0 0.0 0.09 0.0
GT-ALC-30 TRATADO CON

AMILASA + ALMIDON i9.2 0.7 48.0 0.0 0.05 0.0
GT-ALC-30° 21.1 0.8 72.0 0.0 0.78 0.0
GT~ALC~-30 + ALMIDON 20.7 0.9 69.0 0.5 0.64 0.0
a C.E.= Capacidad de Emulsificacén (ml aceite/100 mg

proteina)
ES = Error Estandar
E.E.= Estabilidad de la Emulsién (%)
A.E.= Actividad de la Emulsisén (%)
Hidrolizado de la primera prueba en planta piloto
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para - someterlos a una posterior evaluacidén de la

funclonalidad a nivel Industriai,

El proceso de modificacién enzimadtica se llevé a cabo
con tres diferentes sustratos: gluten Rafmex III, gluten
Ratmex II tratado, y gluten Rafmex III tratado y la misma
concentracién de enzima alcalina empleada en las pruebas a
nivel laboratorio. Para evitar la necesldad de reajustar
cen N'aOH el pH del sistema después de la incorporacién del
sustrato, se utilizé un amortiguador de carbonatos 0.2 M con
un pH inicial de 10.0 para tener un pH final de alrededor de
9.5,

PRUEBAS EN PLANTA PILOTO
PRIMERA PRUEBA

En esta prueba se usé como sustrato 1 kg de gluten
Rafnex I1I tratado térmicamente, en 5 litros de
amortiguador, empleando una jarra de fermentacidn de 14
litros de capacidad. La hidrdélisis se realizé en un médule
de agltacién Fermentation Design Inc. Allentown, P.A. a
temperatura controlada aproximadamente entre 54.8 y 56.0°C,
con agitacién de 260 rpm, durante 30 minutos. Al término de

este tilempo se inactivé la enzima calentando a 87°C por
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introduccidén directa al sistema de una corriente de vapor a
presidn, El pH inicial fué de 5.6 y al final de 1la
hidrélisis de B.84.

SEGUNDA PRUEBA

Esta prueba se realizd con 2 kg de gluten tratado Rafmex
Il en 9 litros de amortiguador, bajo las mismas condiciones
que la primera prueba y aumentandc la velocidad de agitacidn
a 680 RPM por tratarse de un volumen mayor. E1 pH inicial

del sustrato fué de 9.55 y el final de 8.70.

TERCERA PRUEBA

Esta prueba se efectud bajo las mismas condiciones que
la segunda pero utilizando como sustrato gluten Rafmex II.

El pH inicial del sustrato fué de 9.63 y el fipal de 9.02,

SECADO DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS EN PLANTA PILOTO

Se secaron los productos por aspersién en vez de
liofilizarlos. Fl sgecado se realizé en un secador NIRO
Atomizer Copenhagen, Denmark., utilizando como temperatura
de entrada 179°C y de salida 90°C. para esto fue necesario
tamizar previamente los producteos por mallas 30 y 40. Los

s6lidos retenidos se secaron por separado en una estufa a
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60°C y se determinéd el peso de los mismoes. En la Tabla 30
se nuestra el porcentaje de sélidos retenidos en cada

prueba,

TABLA 30 BOLIDOS RETENIDOS EN EL TAMIZADO (PLANTA PILOTO)

CORRIDA MALLA 30 MALLA 40 TOTAL
03] ) (%
G. TRATADO RAFMEX IIX 0,0 1.8 1,8
G. TRATADO RAFMEX II 0.0 0.6 0.6
GLUTEN RAFMEX II 3.2 0.2 3.4

* % referido a la cantidad de producto final

En la Tabla 30 se observa gue el porcentaje de sélidos
retenidos al tamizar el hidrolizado sin tratamiento térmico
es 1.9 ¥ 5.6 veces menor que el de los tratados térmicamente
(gluten Rafmex III y dluten Rafmex II respectivamente).
Esto se debe a que el gluten sin tratar conserva aun sus
propiedades viscoelasticas formando aglomerados al
humedecerse, los cuales no estdn expuestos a la accidn

nidrolitica de las proteasas,

La diferencia que se observa entre el porcentaje de
sélidos retenidos en los hidrolizados de gluten tratadoe

térmicamente pueden deberse a que se trata de lotes de



gluten Rafmex diferentes, que presentan diferente contenido

de particulas retenidas en la malla 40.

Con el propésito de determinar si el método de secado
tiene alguna influencia sobre las propiedades funcionales
del producto, se tomaron nuestras de los hidrolizados y se

secaron por liofilizacidn.

El rendimiento del secado se determind tomando alicuctas
de 10 ml de cada hidrolizado y secdndolas en una estufa a

60°C, Los resultados se presentan en la Tabla 31.

TABLA 31 RENDIMIENTO DEL PROCESC DB MODIFICACION Y DEL
SECADO POR ASPERBION EM PLANTA PILOTO

PRUEBA RENDIMIENTO DEL  RENDIMIENTO DEL
SECADO (%) PROCESO (%)
G. TRATADO RAFMEX III 71.1 66.6
G, TRATADO RAFMEX II 97.2 92.5
GLUTEN RAFMEX II 86.0 83.7

En la Tabla 31 se observa gue a pesar de haber manejado
volumenes pegquefios en planta pilote, el rendimiento del
proceso es bueno. En el secado el rendimiento es alto
porque el producto es un polvo muy fino que no se adhiere a

las paredes del secador y esto facilita su recoleccidn,
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Las principales pérdidas de producto se deben a que el
gluten humedo se adhiere facilmente a cualquier superficie.
Tanbién es Importante considerar los sélidos retenidos en el

tamizado previo al secado.

7.13 PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS
EN PLANTA PILOTO

Las determinaciones se realizaron por duplicado y en

forma aleatoria los resultados se presentan en la Tabla 32,

Con el fin de comparar las propiedades de los productos
obtenidos en planta piloto con 1las de 1los obtenidos
previamente en el laboratorio bajo condiciones andlogas, se
presenta en 1la Tabla 33 un resumen de las propledades

funcionales de estos ultimos.

Comparando el N.S. de los productos de planta piloto
{Tabla 32) los obtenidos en el laboratoric (Tabla 33), se
puede observar que a pesar de haber empleado condiciones
andlogas de tiempo, temperatura, pH y concentracién de
enzima, 1la solubilizacién del gluten alcanzada en planta
piloto fue aproximadamente 30% menor a la obtenida en el

laboratorio. Esto puede deberse a gue no se alcanzé el
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TABLA ‘32 PROPIEDADES FUNCIONALES8 DE LO8 PRODUCTOS
; OBTENIDOH EN PLANTA PILOTO

P2 u.s.P n.s¢ Es? c.e.® B8 E.E.T ES A.E9 Es

©11.82

D TR 0.6 2t.1 2.7 72.0 0.5 78.0 0.5
SR 13.99 0.1 19.8 0.0 100.0 0.0 64.0 1.4
 .L:ff 11.19 - 2.0 15.6 0.1 100.0 0.0 0.0 0.0
A -12435 0 0.4 16.3 0.2 52.0 2.0 6.0 0.0
L ©10.15 5.0 15.3 1.1 48.0 0.5 7.0- 0.7
A 11.42 3.0 15.7 0.2 42.0 1.0 7.0 1.4
"a- P= Prueba
b: M,S.= Mdtodo de Secado (L= Liofilizacidn, A= Aspersién)
c N.S.= Nitrégeno Soluble (%)
d. ES= Error Estandar
e - C,E.= Capacidad de Emulsificacisén (ml aceite/100 mg
proteina)
£ A.E.= Actividad de la Emulsidén (%)
g E.E= Estabilidad de la Emulsién (%)
h Sustrato = Gluten Tratado Rafmex III
i Sustrato = Gluten Tratado Rafmex II
J Sustrato = Gluten Rafmex IX

TABLA 33 PROPIRDADES FUNCIONALES DE LOB HEJORES PRODUCTOB
OBTENIDOS EN EL LABORATORIO

PRODUCTO N.s'® c.e.b p.E.© a.E.G

G-ALC-30 0.1652 24.5 53.8 0.02
GT~ALC=-30 0.1650 30.6 84.0 0.84

a N.S.= Nitrégeno Scluble (%)

b C.E.= Capacidad de Enulsificacién
(ml aceite/100 mg proteina)

E.E,= Estabilidad de la Enulsién (%)

A.E.= Actividad de la Emulsidén (%)
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mismo grado de hidrélisis en todos los procesos, lo cual
repercute a su vez en las propledades emulsificantes de los

productos.

El hecho de que los productos de planta piloto presenten
menor solubilidad que los de laboratorio puede deberse a la
forma en que se inactivé la enzima, pues al usar una
corriente de vapor se alcanza m4s rapidamente la temperatura
de 1ﬁactivacién gue utilizando un baic de agua en
ebullicidn: en este WOltime caso, la enzima continmla
hidrolizando el gluten mientras se alcanza la temperatura de
inactivacién, por lo que el tiempo real de hidrélisis en el
laboratorio es mayer de 30 minutos, También puede ser que
el vapor dafle a la proteina y por lo tanto disminuyan sus

caracteristicas funcionales.

Por otro lado, el mnétodo de secado parece influir
unicamente en la Estabilidad de 1la Emulsion de 1los
hidrolizados de gluten tratado (primera y segunda pruebas).
8in embargo el efecto del tipo de secado no es el mismo,
pues mientras que en la prueba 1 el producto secado por
aspersién presenta mayor E.E. gue el 1liofilizado, en 1la

segunda prueba ocurre lo contrario.

El hidrolizado de gluten Rafmex III tratade fue el que
presentd mnejores propiedades de emulsificacién, 1lo cual

puede significar que las condiciones éptimas de modificacién
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puaden variar de un lote de gluten a ctro, ya sea porque las
proteinas del gluten sean diferentes dependiendo de 1la
variedad de trigo del que provienen o porgue la relacién
proteina/almidén en el sustrato efectivamente influye en las
propledades funcionales del producto. Esto requeriria
establecer en forma muy precisa las condiciones de 1a
hidrélisis enzimdtica, incluyende un control o ajuste al

cambiar de lote de gluten.

También es necesario considerar que 1las diferencias
entre los productos de planta piloto y los obtenidos en el
laboratoric puedieron originarse debido a que 1las
condiciones del proceso no han sido optimizadas, por lo que
2l escalamiento no se realizé en forma rigurosa. Esto, como
ya se dijo, involucrd cambios en las condiciones del proceso

y seria necesario determinarlos.

En las Figuras 18, 19, 20 y 21 se presentan los
resultados obtenidos en forma global, representados en
graficas de barras para poder realizar facilmente

observaciones conmparativas.
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FIGURA 18 RESULTADOS GLOBALES DE SOLUBILIDAD

TOTMmO»

Qluten B Qiuten tratado
Purina 600E D Putina §90
Enzims alcailna-gluten-30° hidrdliaia

€nzims sicalina~gluten tratado-30' hidrolisia
Pianta pitoto 1 Planta pllote 2
Plants plloto 8
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{ml aceite/100 mg proteina)
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FIGURA 19 RAESULTADOS GLOBALES DE CAPACIDAD QE
EMULSIFICACION

Qluten 8 Gluten tratado

Purine 600E O Purins 580

Enzima alcaiina=gluten-30° hidgraliale

Enzima alcaline-gfuten tratado-30' hidrélinis

Planta pilato 1 H Plants pilote 2

Plsnts piigto 2

“oTMmMO»
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% DE ESTABILIDAD DE LA EMULSION

FIGURA 20 RESULTADOS QLOBALES DE ESTABILIDAD DE LA
EMULSION

Gluten B QGluten tratade

Purins B00E o  Purina 590

Enzima aicalinasgluten=30'hidroliaia

Enzima slcalina-gluten tratado-30' hidréiiais

Plants pilote 1 H Planta pilato 2

Planta pllota 3

TOTMO»>
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% DE ACTIVIDAD DE LA EMULSION

100

Flauaa 21 REQULTADOS QLOBALES DE ACTIVIDAD DE LA
EM

“DTMMG>

ULSION
Qluten B Qluten tratado
Purina S0CE 0 Purina 6900
Enzima alcalina-gluten=30° nidrélisia
Enzima alcalina-gluten tratedo-30'hidrélisis
Planta piloto 1 Planta pilote 2
Planta pllote 3
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8 CONCLUBIONES Y RECOMENDACIONES

Las propiedades funcionales que se evaluaren son:
solubilidad y enmulsificacidn, Dentro de la udltima estdn
comprendidas la capacidad de emulsificacidén, la estabilidad
y actividad de la emulsidn.

Aunque los métodos de determinacidén de propiedades
funcionales seleccionados permiten establecer en forma
comparativa las diferencias existentes entre los sustratos y
Y los productos evaluados, es necesario tomar en cuenta que
los resultados que se obtienen distan mucho de representar
el comportamiento funcional cque tendrin las proteinas en
sistemas alimenticios complejos, en 1los que existirin
interacciones con otros componentes y estardn sometidas a

condiciones quimicas y fisicas diferentes.

con base en el estudio realizado se seleccionaron las
proteasas bacterianas que presentaron menor costo por unidad
de actividad: proteasa neutra I y proteasa alcalina I. En
cuanto al sustrato, se trabajé con gluten de trigo ya que es
una proteina homogénea, bharata y posee propiedades

funcionales ya conocidas.

Con respecto a los objetivos generales, los resultados

muestran que la hidréiisis enzimatica con la proteasa
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alcalina, en las condiciones de concentracién y tiempo
enpleadas, mejora la selubilidad y las propledades de
emulsificacién del gluten de trigo. Por otro lado, 1la
hidrolisis con la enzima neutra no produce ningun cambio

favorable en las propiedades funcionales de dicha proteina.

La hidrdlisis del gluten con la enzima alcalina produce
per si sola cambios en la estructura de la proteina gue le
confileren propiedades emulsificantes comparables con las de
aditivos comerciales preparados a partir de proteina aislada
de soya, La combinacidn de esta hidrélisis con el
tratamiento térmico efectuado previamente al sustrate da
como resultade un products con propiedades de emulsificacién
aln mejores que las de diches aditives. Con la obtencidn de
estos productos se cunple la hipdtesis propuesta. Se
obgerva también gque la simple exposicidn de la proteina a
condiciones de pH alcaline produce cambios en su

funcionalidad,

Se encontré gue, a diferencia de lo que propone Adler-
Nissen (1983), no es necesarioc alcanzar una alta
solubilizacién de la proteina para que ésta presente alta
Capacidad de Emulsificaciéon. Mas bien se observé gque, tal
comoe establece Adamson (1976}, basta que la proteina se
disperse en agua para que participe efectivamente en 1la

formacidn de una emulsion aceite en agua.
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El tiempo de hidrélisis como parametro de control de la
modificacién enzimatica fue adecuado para los experimentos
realizados a escala laboratorio; sin embargo, al escalar el
proceso a nivel de planta piloto no fue posible controlar el
tiempo de 1la reaccién en forma exacta. Seria necesario
controlar el procesco de modificacién por medicidn del grade
de hidrdlisis (DH), definido como el porcentaje de enlaces
peptidicos escindidos. La ventaja de utilizar este
paramétro de control es que las propledades del hidrolizado
estdn dadas por el valor de DH, hasta cierto punto en forma
independiente de otros pardmetros tales como relacidn
enzima-sustrato, cantidad de proteina en el sustrato,
temperatura, tiempo de hidrélisis, pH y agitacién. La
utilizacién del DH como medida de control de la hidrélisis
permitiria optimizar las condiciones del proceso en forma
menos restringida pues las condiciones antes mencionadas no

tendrian que establecerse en forma estricta,

El presente trabajo constjituye la etapa inicial de un
proyecto global que pretende encontrar proteinas funcionales
alternativas mediante 1la modificaclén enzimatica de
proteinas vegetales. Los resultados obtenidos cumplen con
los objetivos propuestos y sientan las bases que nos
permiten definir cudles son los aspectos mas relevantes que

se deben considerar para continuar la investigacidn.
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Seria recomendable estudiar el efecto del método de
inactivacién de 1la enzima, pues al tratarse de un
tratamiento térmico, se modifica 1la estructura de las
proteinas y por lo tanto las propledades funcicnales de las

mismas.

A pesar de que se realizaron algunos experimentos
preliminares para determinar la influencia del almidén en
las propledades emulsificantes de 1los hidrolizades, es
necesario llevar a cabo un estudio sistemdtico que permita
establecer el papel dque juega el almidén en dichas
propiedades. Esto es especialmente importante debido a 1la
variabilidad en el contenido de almidén que presentan los

diferentes lotes y marcas comerclales de gluten.

Seria interesante caracterizar las fracciones proteicas
presentes en los hidrelizados al momento de alcanzarse el
madximo en la Capacidad de Emulsificacidn por efecto de la
hidrélisis enzimatica, asi como determinar cuidles de ellas
son las que confieren las caracterlsticas de Capaclidad de
Emulsificacién, Estabilidad y/o Actividad de 1la Emulsién.
Esto permitiria también establecer sl las diferencias en las
proteinas del gluten dadas por la variedad y cosecha del
trigo, y el tipo y contenido de glutenina y gliadina,
afectan las propiedades funcionales del producto hidrolizado

final.

128



Por otro lado, se recomienda evaluar las propiedades
funcionales del gluten modificado a diferentes valores de pH
ya gue los alimentos no siempre tienen pH neutro y las
propiedades de un mismo producte pueden variar
considerablemente en funcién del pH. Por razones
econdémicas, en este estudio sdélo se valoraron las

propiedades funcionales a pH neutro.

Se recomienda también investigar si los hidrolizados
presentan otras propiedades funcionales de interés para la
industria de los alimentos tales como la termocoagulacion y
en particular la capacidad de formacion de espuma, la
solubilidad isceléctrica y la viscosidad, gue de acuerdo con
Adler-Nissen (1983), se ven profundamente afectadas por los
cambios en la capacidad de Emulsificacién, Una vez
caracterizada en el laboratorio la funcionalidad de los
hidrolizados, es necesario evaluar su comportamiento al ser
incorporados como aditivos en los sistemas alimenticios de

interés.
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