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I. INTRODUCCION . 

La fenilcetonuria es un error innato del metabolismo de la 

fenilalanina en la especie humana, en el cual este aminoácido no 

puede ser convertido a tirosina. 

La fenilalanina es un aminoácido indispensable que se reauiere 

en la slntesis de protelnas, sobre todo en el periodo de 

crecimiento rápido de la primera infancia. La fenilalanina se 

convierte en tirosina en el primer paso de su metabolismo. La 

tirosina formada se oxida posteriormente para formar el ácido 

homogentisico y finalmente dióxido de carbono y aaua. La tirosina 

también se metaboliza a dopamina, a epinefrina a norepinefrina, a 

tiroxina y a melanina fig 1 l. En los mamiferos, la hidrm:ilacién 

de la fenilalanina ocurre principalmente en el rifíon y en el 

pancreas. 

La fenilalanina hidroxilasa del higado de los mamiferos 

requiere de oxigeno, de NADH y BH4 y es especifica para la 

L-fenilalanina. Contiene una fracci én estable distribuida 

ampliamente por todos los tejidos y una fraccién lábil, que se 

encuentra (nicamente en el hlgado. Este factor lábil, es la 

enzima que cataliza la hidroxilaciá"l de la fenilalanina y una 

deficiencia en su actividad es lo que ocasiona la fenilcetonuria 

(1) • Esta alteraciá"l lleva a la acumulacién de fenilalanina en 
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la sangre v en los te.iidos. Las concentraciones anormales de este 

aminoácido v de sus metabolitos alteran directamente el 

desarrollo v el funcionamiento del cerebro. La e:-:creci,.::n urinaria 

de acido piruvico es tipica de este trastorno metabólico y se 

piensa que la formación v excreci6n de ceto:.cidos es una 

consecuencia directa de las altas concentraciones de tenilalanina 

en los te.iidos (1). 

El ácido fenilpirtivico. el ácida fenilacético v el acido 

ten1láct1co. con sus derivados conJugados. tenilacetilglutamina. 

(Fío 2 son los principales productos metab,.:Ol 1cos de la 

fenilalanina en la fenilcetonuria. Aunque cuantitativamente el 

metabolito más significativo es la fenilalanina. ya oue alcanza 

concentraciones mavores a 20 mg / 100 ml de sangre. suero o 

plasma. en contraste al valor normal aue se reporta entre .e' v l::i 

mg / 100 ml i1.2l. 

La etapa critica del crecimiento v desarrollo del cerebro 

humano ocurre durante los primeros seis meses del per1000 

neonatal. ya que hay poca divisi6-t celular despues de los cinco 

meses de edad v solo ocurre crecimiento oor incrementa en el 

contenido de protelnas. DNA v llpidos de las celulas. ~uesto aue 

la mielinización no se completa sino hasta los cinco o seis arios 

de edad. Concentraciones elevadas de fenilalanina o de sus 

metabolitos en los te.iidos. pueden ser los mediadores de un 
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ambiente bioquímico alterado. causando la tal ta de di ferenc1ac 1'.'..'f"I 

del sistema nervioso central CS.N.Cl del neonato v oor tanto el 

retardo mental 13). El coeficiente intelectual oue presentan los 

pacientes fenilcetonúricos es usualmente por debaJo de 50 11). 

Otros si9nos clínicos comunes son olor a ácido tenilacético. 

vÓ'llitos. irritabilidad. conducta hiperactiva. erupciéo cutanea. 

51eneralmente son de ba.ia estatura. El 91J 'l. de los pacientes 

tienen cabello. piel y o.ios claros. Finalmente. un tercio de los 

pacientes presentan signos de parálisis cerebral 111 

Hasta ahora. el Ullico tratamiento efectivo cara prevenir el 

retardo mental en pacientes con fenilcetonuria clásica es por 

medio de una dieta controlada. ba.ia en fenilalanina. que deoe 

iniciarse en las primeras semanas de vida. va oue el tratamiento 

después de los tres al'los de edad no tiene efecto a19uno. oe ha 

calculado oue cada 10 semanas de atraso en el tratamiento hay una 

pérdida de cinco unidades de coeficiente intelectual 111. por lo 

que es de suma importancia aue se desarol len pro.gramas de 

detección temprana cara el descubrimiento de errores innatos del 

metabolismo v asl poder evitar. a través del 

oportuno. las consecuencias de este padecimiento. 

tratamiento 

El propósito del tratamiento es disminuir la concentración 

de fenilalanina circulante a concentraciones similares o un ooco 

mavores olte las oue se encuentran en su.ietos normales. Pacientes 
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con concentraciones oor debajo de 10 mg de fenilalanina / 100 ml 

de sangre. suero o plasma generalmente no se tratan, pero si el 

nivel de fenilalanina persiste entre 15 - 20 mo / 100 ml. se les 

debe de redLtcir la concentracicn de feni lalanina en la dieta (2¡. 

La cantidad de fenilalanina orovista en la dieta debe de ser 

suficiente oara satisfacer los demás reouerimientos metabólicos. 

es decir, que el fenilcetonurico debe de disponer de la 

fenilalanina necesaria oara el crecimiento. Dichos reguerimientos 

pueden ser compensados oor una dieta semisintetica derivada va 

sea de un hidrolizado enzimático o ácido de protelnas al que se 

le ha eliminado guimicamente la fenilalanina. o bien de una 

mezcla de L-Aminoácidos sintéticos. Ambas dietas contienen 

respectivamente. una cantidad minima o nada de fenilalanina o 

están completamente libres de este aminoácido l2.4). E:.n la tabla 

1 se comparan al~unos sustitutos para protelnas obtenidos oor 

hidr~lisis enzimática 

sintéticos. 

o ácida o por mezcla de arn1noác1aos 

La edad óptima a la cual puede terminarse la dieta ba.1a en 

fenilalanina aún no se conoce. Al9unos investigadores opinan que 

a los tres anos es suficiente: para otros nunca es seguro y la 

mayorla la terminan a los diez ai'ios ya oue a esta edad se l le¡;¡a 

al máximo desarrollo del cerebro (2). Otros autores toman como 

criterio la concentraci~n de fenilalanina en el plasma. o sea oue 

l:l 



mantienen la dieta siemcre y cuando su concentracic-n sea mavcir a 

los 8 -' 12 mg / dl (1.5). 

La fenilcetonuria es un padecimiento oue se encuentra 

distribuido por todo el mundo: ocurre en 1 cada 10.000 a 20.000 

naciminetos vivos. variando la incidencia entre las poblaciones 

estudiadas. 

La Unidad de Genética de la Nutrición del 

Investigaciones Biomédicas en colaboracidn con el 

Instituto de 

Sector Salud 

es ta desarrollando un programa pi loto para la detecc ion temo rana 

de la FCU ademas de otras alteraciones de tipo metabólico que 

forma parte del "Programa Nacional para la Prevencion del Retarao 

Mental de Tipo Metabólico". Este programa tiene entre otras 

finalidades la de conocer la incidencia de tenilcetonuria en 

México y detectar tempranamente el padecimiento. 

Actualmente la incidencia se estima en un caso cada 20.000 

recién nacidos. Considerando que en Mé:<ico ocurren anualmente 

2.500.000 nacimientos. 125 pueden ser fenilcetonoricos. Esta 

cifra es suficiente para justificar el desarrollo del produci:o 

necesario oara llevar a cabo la dietoterapia de una manera r~piaa 

v sin interrucciones, ya oue hasta ahora la diponibilidad de 

estos productos ILDFENALAC v MILUPAl se han visto limitada 

oor dos razones: 
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Tabla 1. Composici.6n Coor 100 o de producto> de algunos 

sustitutos para proteinas. 

MINAFEN 

COMPOSICIDN 

Proteína (q) ... 12.5 

Fenilalanina Cmol 20 

Ener!=lia CKcall 509 

Hidratos de carbono Col 47. 9 

Trigl icéridos Col 31 

Vitaminas algunas 

Comentarios hid. ac. 
de 

caseína 

PRODUCTO 

LOFENALAC 

15 

80 

460 

57 

18 

mayo ria 

hid. enz. 
de 

case1na 

ALBUMAID 
XP 

33.8 

10 

370 

50 

o 

al.<Ju.nas 

hid. 
de 

suero 

3229-A 

100 

o 
406 

66 

6.8 

mayor la 

ac. mezcla 
de 

Aa sin t 

PKU 1 
111 X 

1 (l(l 

(1 

372 

80.9 

(1 

algunas 

mezcla 
de 

Aa sint 

* Proteina : para productos basados en h1drolizados, este valor es el 

de proteina equivalente : hidróc;¡eno total en 1009 de producto 

6.25. Para productos basados en mezcla de aminoacidos sintetices 

es el peso total de los aminoácidos. 

hid. ac. = hidrólisis ácida. 

H1d. enz. = hidrólisis enzimática. 
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1. Los productos son de importaciál y de al to costo. 14 

precios de 1986 una lata del producto comercial MJLUPA de s0u o 

tenl.a Ltn costo de entre US $ 36.88 a 51).2.3 <más impuesto de 

importacioo). Si consideramos oue un nlf'io de 12 meses de edad 

consume 20 latas al afio. el 9asto total serla de US $ 87'7'. 2•) al 

af'io oer c~i ta. 

2 Los traíni tes bLtrocrátícos necesarios para la importac 1 C."1 

impiden muchas veces oue este producto llegue a tiempo para poder 

asegurar una terapia continua. 

El obietivo de este trabajo consiste en desarrollar Lln 

proceso para la elaboraciC<i de protelnas o productos libres de 

fenilalanina. Para su desarrollo se propone Ltna hidrolis1s 

enzim~tica v no una hidrólisis qu1mica. ni mezcla de am1no~cidos 

debido a oue 

1. La hidrólisis alcalina provoca racemizacit:-.·1. pérdida de 

cistina v lisina v formación de nuevos productos como lant1onina. 

1 isinoalanina v (,_Aminoalanina (fio.3) que producen 1:ambios en 

las oropiedades flsicas v aulmicas de las protelnas v oor tanto 

en su valor nutritivo (6). 

2. La hidrólisis ácida ouede ocasionar el daf'1o de algunos 

am1noác1dos indispensables como el tríptofano y en menor grado la 

11 
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cistina, la treonina v la serina. También ocurre. dependiendo de 

las condiciones de hidrólisis. de 2 a 3 /. de racem1zac:1t::n en 1os 

am1noác1dos. 

Con an1Dos m.;.todos las prote1nas se trai;¡mentan hasta 

aminoácidos libres, lo cual serla una desventa.la pues f-"-•eden 

causar problemas de osmolaridad intestinal <7>. por otro lado. 

ambos tienen la venta.ia de ser simples v econ•.'.:micos. 

3. Las preparaciones basadas en mezclas de am1noacidos 

sintéticos resultan ser econétnicamente las más des-ravorables. 

pues en México se producen un1camente lisina v 

debiendose importarse los 18 aminoácidos restantes: cabe sei~alar 

que pro¡:imamente se iniciará en Mé¡:ico la produccit::n de la 

fenilalanina para la slntesis de aspartamo. 

Por otro lado. la mezcla de aminoácidos puede caL1sar 

pt·oblemas de osmolaridad durante su absorcién intestinal. 

4. Los hidrolizados enzimáticos contienen Péptidos. C:.n 

comparacién con la mezcla de aminoácidos sintéticos. se ha 

demostrado 0¡ue la presencia de pifptidos en el lumen intestinal 

incrementa la velocidad total de absorcicn de los aminoácidos 

<7>. La ventaja principal de la hidrólisis enzimática es 9ue los 

perfiles de aminoácidos permanecen iguales a los de la protelna 

original. sin nin9una destrucci<Xl de aminoácidos. 
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La hidrólisis enzimática ha recibido poca atenc1:'.:n en 

comparación a Jos otros métodos. en cuanto al desarrollo de 

productos de dietas terapéuticas debido a su tendencia a producir 

pépt1dos amargos (7). 
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I l. OBJETIVOS 

El objetivo global del provecto consiste en obtener un 

producto bajo en fenilalanina. util para la alimentaci::.,., de 

pacientes con FCU. Para desarrollar este objetivo. el provecto se 

divide en dos etaoas: 

A) En la primera etaoa se llevará a cabo una hidrólisis 

enzim6tica sobre un sustrato protelnico. de buen valor 

nutricional oor su contenido en amino:.Cidos indispensabies 

con el fin de liberar al máximo la fenilalanina. de tal torma oue 

su eliminacién posterior sea más facil. 

Bl La segunda etapa consiste en el desarrollo de 

alternativas de separaci.:0 especifica de la fenilalanina v la 

formulación del producto final. 

Este trabajo se ubica principalmente dentro de la primera 

etapa. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Diseí~ar Ltn sistema enzimático apropiado para obtener un 

producto que contenga el m;,.:<imo de nitr::-geno prote.!nico soluble. 

siendo la proporción de fenilalanina libre la variable a optimar 
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teniendo en cuenta los siguientes criterios: 

1.1 SelecciÓll de la enzima en funcién de: 

A> Su especificidad v eficiencia para la 

liberacion de fenilalanina 

max1ma 

B> Su funcionamiento en las condiciones de pH de la 

proteína seleccionada. 

C> Su costo v disponibilidad. 

Dl La posibilidad de emplear mezclas de enzimas. para 

aue al combinar especificidades se aumente la liberacién de la 

fenilalanina. 

El temperatura de reaccia-t. 

E.1 Estabilidad microbial.X.1ca. 

E.2 Velocidad de reacción. 

1.2 Relación tiemoa-Reacci&l de enzima<s>. La seleccitn de 

una de estos dos factores determina al otro. La me.iar comb1nac1é<1 

resulta entonces de la optimaciai del costo considerando la 

relación : 

costo de la enzima / costa del tiempo de proceso. 
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Dentro del tiempo de proceso, además del costo de producciéo, 

deben considerarse igualmente los riesgos de la proliferacion 

microbiana 

1.3 Selecciál de la base proteinica tomando en cuenta los 

siguientes criterios : 

Al Disponibilidad. 

Bl Seguridad en el suministro. 

CJ Costo. 

Dl Caracterlsticas nutricias <composiciéo de aminoácidos 

indispensables>·· 

Tomando en cuenta los aspectos antes mencionados se pretende 

entonces dise~ar las condiciones de proceso, para que mediante la 

acciéo de enzimas proteoliticas que actúan sobre una materia prima 

de adecuada calidad proteinica se obtenga un producto del cual sea 

factible la eliminacién de la fenilalanina a través de procesos de 

adsorcién o de destruccién especifica. 
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III. GENERALIDADES 

1. HIDROLISIS ENZIMATICA DE PROTEINAS 

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA PRODUCCION Y EN LAS PROPIEDADES 

DE LOS HIDROLIZADOS. 

Mientras que la especificidad de una enzima puede 

considerarse como el criterio básico oara su seleccioo. otros 

factores como la concentracioo de sustrato, [s) el oH éptimo: 

la termoestabilidad; la presencia de activadores e inhibidores: 

el precio v la disponibilidad tienen también suma importancia 

para escoger a la proteasa apropiada. 

i) LA CONCENTRACION DE SUSTRATO. 

La concentración de sustrato en el caso del proceso de 

hidrólisis de prote1nas, se refiere generalmente al por ciento en 

peso de proteina en la mezcla de reaccicri, como en todo proceso 

de reaccién quimico o enzimatico. mientras más al ta sea la 

concentración de sustrato, más alta será la prodL1ctividad. es 

decir producto obtenido oor unidad de volumen v oot· unidad de 

tiempo. En el caso de las enzimas en general v las proteasas en 

particular, dos factores limitan la selección de la mas alta 

concentración de sustrato: la solubilidad de la proteina. la 

disponibilidad de agua C la reacción es de hidrólisis v por lo 
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tanto uno de los reactivos es aaua J v los eventuales problemas 

de inhibición oor exceso de sustrato. 

i i J LA RELACION SUSTRATO-ENZIMA. 

A diferencia de la mayor parte de las reacciones 

enzimáticas, donde se reporta la concentracil11 de sustrato y de 

enzima oor separado, en el caso de los procesos de hidrólisis de 

protelnas, la concentración de enzima no se refiere a la 

solución, sino a la cantidad de sustrato, proteina presente. 

La relaci6i sutrato-enzima e/s. se refiere a la relacil11 del 

peso seco de la enzima atíadida v el peso seco total del sustrato. 

Usualmente es mas característica de la velocidad de reacc1on que 

la concentración de enzima per se. El número de unidades de 

actividad por kg de sustrato es aan mas informativo. 

Durante la hidr6lisis de protelna de pescado se ha observado 

que un incremento en la concentración total de sólidos de pescado 

en el sistema resulta en una caida medible en la producción de 

péptidos solubles y en la velocidad inicial de hidr6lisis. Este 

efecto puede estar relacionado al fen6neno de inhibici6i por 

producto que ocurre en el sistema, a diferencia de lo que sucede 

generalmente, ya que en ausencia de inhibición oor sustrato la 

velocidad inicial es constante e igual a la maxima. 
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iiil EL pH Y LA TEMPERATURA. 

El pH y la temperatura se seleccionan normalmente seQúi 

los óptimos de la proteasa usada, aunque en ocasiones es 

necesario seleccionar la proteasa en funciéfl del pH del alimento 

cual se hidroliza la proteina. 

En ocasiones, el pH de la mezcla de reaccicn no se 

mantiene constante durante la hidrólisis, provocando oue la 

velocidad de la reacción disminuya. Sin embargo, el pH se puede 

regular mediante la adiciéo de ácido o base como se discutirá con 

más detalle en la seccién 1.3.l. 

En cuanto a la temperatura, es preferible trabajar con 

temperaturas mayores a 45 oC para evitar problemas de 

contaminac i éo. 

iv> EL TIEMPO DE HIDROLISIS. 

El tiempo de hidrólisis es otro factor importante, ya que 

hasta ciertos limites, la produccic!n de péptidos solubles dwpende 

e incrementa con el tiempo de hidrólisis, disminuyendo al mismo 

tiempo la longitud promedio de las cadenas de los péptidos de la 

fracción soluble. 
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Conviene se!'ialar oue los productos de hidrólisis siguen 

siendo sustrato de la enzima y aparentemente no existe una 

relaciéo entre velocidad y tamaf'lo de la proteina, aunque si se ve 

afectada por las estructuras primaria, secundaria v terciaria de 

estas CS). 

Como una regla Qeneral, el tiemoo de hidrólisis necesario 

para alcanzar un valor pre-establecido del .erado de hidrólisis 

<GHl es inversamente proporcional a la relaciéo sustrato I 

enzima. 

Adler-Nissen (9), encontró oue a un valor dado de la 

relación sustrato-enzima. el tiempo de hidr6lisis necesario oara 

alcanzar un valor del grado de hidrólisis determinado es 

indeoendiente de la concentración de sustrato dentro del rango de 

6 - 12 X de protelna. 

2. CLASIFICACION DE PROTEASAS 

Las proteasas se clasifican se<;¡ún su fuente animal, 

vegetal o microbiana : seQún su mecanismo de accil~ catalltica 

endopeptidasas o exopeptidasas y según la naturaleza de su sitio 

catalf tico : serina-proteasas; que tiene su máxima actividad a of-1 

alcalino proteasas cisteinicas, muy relacionadas con las 

serinas, pero tienen un grupo -SH en lugar de un -UH en el sitio 
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catalitico : metaloproteasas contienen usualmente Zn u otro metal 

y tiene su pH óptimo alrededor del valor neutro. Su estabilidad 

aumenta con el calcio v disminuye con agentes quelantes. como el 

edta; por último las proteasas ácidas qL1e generalmente tienen Lln 

9rupo carboxilico del ácido aspártico en el centro activo y su 

má:<ima actividad catalltica es a pH ácido. 

En la industria de alimentos existen diversos procesos oara 

la obtencién de hidrolizados protelnicos. en general se usan 

endopeptidasas, aunque en ocasiones se combinan con exooept1dasas 

para lograr una mayor degradac i oo. 

En la tabla 2, se reportan algunos e.iemplos de enzimas 

oroteollticas de aplicaciCti en el sector alimentario (10). 

3. CINETICA. 

En esta seccién se describen algunos elementos de cinética 

enzimática (11) que serán empleados en el desrrollo del orovecto. 

La reacción más simole catalizada oor enzimas involucra a un 

solo sustrato y lleva a un solo oroducto. La reacci&l de la 

secuencia es : 

E + S k+1 ES k+2 EP E + p 
+-.,-k---1--
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Tabla 2. Ejemplo de diversas enzimas proteoliticas empleadas en 

la industria de alimentos. 

FUNTE 

ANIMAL 

res, cerdo 

becerro 

VEGETAL 

papava 

latex hiao 

BACTERIAS 

!;l.,_ "'f!l.Y)_p ~ i 
guefE~.A~n_s 

¡3_,_ Jjcheni 
fqt:'ll)_is 

¡;¡_,_ tO.~_C!TlQ.Q_co
t_¡;¡q_l_._i_t!.i;µs 

HONGOS 

PROTEASA 

ácida 

serina 

serina 

ácida 

ciste1nica 

cisteinica 

metalooroteasa 

serina 

serina 

metaloproteasa 

mezcla de áci
das,metalopro
teasas,seri
nas v carboxi
peptidasas. 

ácida con 
carboxipep
tidasa 

NOMBRE CDMUfl 

peosina 

triosina 

oimotripsina 

renina 

oapaina 

ficina 

neLttrasa 

subtilisina 
novo 

sub ti l isina 
carlsberq, 
alcalasa 

termolisina 
termosa 

pH 

1-4 

7-9 

8-9 

3-6 

5-7 

5-8 

6-8 

6-10 

6-10 

7-9 

oanazina,oro- 4-8 
zima .. biozima 
a y sanzima. 

asoergilopep- 2.5-5 
tidasa A. oroc-
tasa v malsina 
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ESPECIFICIDRL> 

aromático-COOH 
v NH2, leu-, 
asp- y alu-COOH 

lis-,arg-CODH 

fen-.tir-. 
tro-COOH 

fen-met 

lis-.arg-,ten-X 

fen-.tir-COOH 

lec1-,fen-NH2 

hfb-COOH 

hfb-COOH 

ile-,leu-.val
V fen-NH2 

espc1ficidad 
muv amplia 

amplia 
esoec1ticidad 



Continua Tabla 2. 

mezcla de 
alcalina, neu
tra, aminopep
t idasa y car
baxipeptidasa 

hfb hidrafóbica 

oran asa 
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o si consideramos un solo complejo central v la irreversibilidad 

de la descomposicién del mismo 

E + S 
k+t ES k+2 E + p 

Si se asumen condiciones de equilibrio rápido. la enzima. el 

sustrato y el c:omple.io enzima-sustrato se equilibran rapidamente 

en comparación a la velocidad con la que el comple.10 se rompe en 

enzima más producto. 

La velocidad má:<ima oue seriá observada si toda la enzima se 

encontrara como complejo enzima-sustrato 

VI 
[s] 

f(; 
1 + [sJ 

K" 

La ecuación de velocidad para un sistema simple de un 

reactante se puede re-arreo lar o ara dar la ecuacieo 

de Henri-Michaelis-Menten : 

(sJ 
Km + [sJ 

esta ec:uacion nos da la velocidad relativa a la Vma>: a una 

concentraciéo de sustrato dada. La ecuacíén es válida un1camente 

si la velocidad inicial se mide en un tiempo suficientemente 

corto entre otras razones, para aue la concentracién del 

sustrato permanecezca esencialmente constante. 

25 



Si la velocidad a la cual el complejo enzima-sustrato forma 

enzima más producto es más rápida que la velocidad a la cual se 

disocia a enzima más sustrato : entonces la enzima. el sustrato v 

el comple.io enzima-sustrato no están en eoui librio. Si la enzima 

se encuentra en cantidades catal1ticas, esto es oue CsJ >>> CeJt, 

se alcanza rapidamente un estado estacionario, donde el comple.io 

enzima-sustrato permanece casi constante con el tiempo v por lo 

tanto es i9ual a la velocidad a la que se descomoone. 

La f(m, constante de Michaelis, relaciona la velocidad de una 

reaccíén catalízada por una enzima a una concentracién de 

sustrato a la cual la velociada inicial corresoonde a la mitad de 

la velocidad máxima : 

Vx 
[sJ 

f(m + [ sJ Vma>< 

cuando la concentración de sustrato equivale al valor de la Km 

VI = Km 
Km+ f(m Vmax 

VI = 1 / 2 Vm= 

El valor de Km ofrece una manera de comparar enzimas de 

diferentes or9anismos o de diferentes te.iidos del mismo or9anismo 

o del mismo tejido en distintos estados de desarrollo. Si medimos 

el efecto de diversos compuestos sobre el valor de Km, se pueden 

identificar inhibidores importantes. Conociendo el valor de Km se 
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pueden a.iustar las condiciones del ensayo a que la concentración 

del sustrato sea mucho mayor que el valor de km para determinar 

la velocidad máxima y por lo tanto la concentracién total de 

enzima. Mientras más peque!'io sea el valor de Km. e:nstira una 

mayor afinidad aparente de la enzima cor el sustrato. 

En la mavorla de las curvas de hidrólisis de velocidad 

inicial contra concentración de sustrato, se pueden distinouir 

dos regiones importantes en donde la velocidad responde de una 

manera caracteristica a incrementos en la concentraciá"l de 

sustrato. A concentracciones muy ba.ias, [sJ <<< Km, la curva de 

velocidad inicial contra concentració1 de sustrato es 

esencialmente lineal, por lo aue la velocidad inicial es 

directamente proporcional a la concentracim de sustrato. Esta 

regién tiene una cinética de primer orden v la ecuacioo que la 

describe es : 

VI o VI K [sJ 

k es la constante de velocidad de primer orden, cuvas unidades 

son en tiempo-1
• Esta constante aproxima la tracción de sustrato 

presente aue se convierte a producto en un intervalo de tiempo 

peque!'io. 

A concentraciones de sustratos muy altas, [sJ >>> Km. la 

velocidad es constante y esencialmente independiente de la 

concentración de sustrato. Esta re9ién oresenta una cinética de 
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orden cero, cuya ecuacién de velocidad es 

V1 Vmax 

[S] 
[sJ o V1 Vmax 

Los valores de Vmax v de Km se pueden obtener a partir de la 

gráfica hioerbólica de velocidad en función de la concentración 

de sustrato. No obstante, en la práctica se emplean algunas de 

las modificaciones algebraicas de la ecuaciUi de Michaelis. ~l 

mas común es el método de Lineweaver v Burk. en el aue el 

rec1Proco de la ecuaciál de una hipérbola rectanaular es la 

ecuacién de una linea recta. De la ecuaciéo de Michael1s : 

VI = 
Vmax [s] 

Km + [s] 
obtenemos 

1 1 f<m 
--V-X- = Vmax + Vmo.x s 

3.1 CINETICA DE PRDTEASAS. 

En suspensiones v soluciones acuosas de protelnas. la 

catalisis por proteasas lleva el equilibrio hacia la de.9radaci<'..1"1 

v no hacia la sintesis de moleculas mayares, ya oue es favorecido 

termodinamicamente por la contribuciéo de la energla libre de la 

ionización de los grupos amino v carboxi lo. 

La catálisis para las serina-proteasas, la princioal clase 

de proteasas, obedece la cinética clásica de Michaelis-Menten : 
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E + s k+z 
EP + H-P 

k+9 
E + F'-OH + H-P +Hzü 

el paso de acilacién, o sea el segundo paso de la reaccién, es el 

paso determinante de la velocidad. Esto significa que la 

velocidad total de reacciéfi esta determinada oor f< . ..-z v oue la Km 

es aproximadamente igual a la constante de disociacién verdadera 

3.1.1 HIDROLISIS INICIAL ( Linderstrom-Lano), 

En el si9uiente esquema <12) se simplifica la discusié<l 

sobre proteólisis inicial de Linderstrom-Lang que puede eNplicar 

alQunas de las observaciones hechas en hidrólisis de prote1nas 

globulares 

V+o enzima enzima 
"NATIVA" <--,.,V,__-

0
-- "DESNATURALIZADA" .-...,V-c--

1
- "INTERMEDIO" V 

11 
"PRODUCTO FINAL" 

Durante la hidrólisis de protelnas globulares. la orotelna 

nativa se desnaturaliza mediante un proceso reversible regulado 

oor la velocidad de desnaturalización : 

Vo = V - V +o -o 

Y oor la constante de equilibrio de la desna tural i zac t é.-n 

reversible 
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Ko K / K 
-o +o 

La proteina desnaturalizada forma. en presencia de la 

enzima. un compuesto intermedio durante una reaccié'fl no 

reversible con velocidad VI. Este compuesto intermedio. también 

en presencia de la enzima, se transforma en oroducto final 

mediante una reacci61 no reversible con velocidad VII. 

La hidrólisis inicial ouede ocurrir ya sea oor una reacc1 .. x1 

11 uno a uno 11 o por una reaccitn de 11 Zioer 11
• 

i) REACCIC:N UNO A UNO. 

Cuando Vo es mucho menor oue VI. la reacción reversible ser.'.1 

la que define la velocidad determinante v la hidrólisis oroceder.'.i 

con una cinética controlada oor Vo. No habr~ cantidades 

aoreciables del producto intermedio. es decir de oroteina. 

desnaturalizada. La mezcla de reaccien consistirá unicamente de 

proteina nativa v de producto final. Esto indica aue en un tiemoo 

dado una molécula de proteasa degradará a una molécula de sustrato 

( 1 (l) • 

iil REACCI<'.'N DE "ZIPER". 

Cuando VI es mucho menor aue Vo. las oroteinas nativas se 

convierten raaidamente a la forma desnaturalizada, aue se 

degradar~ m~s lentamente al oroducto final. 
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Las reacciones proteoliticas son casos intermedios entre 

estos dos tipos. En muchas reacciones de hídról isis, V1 v Vn son 

de la misma magnitud v se observar~ una reacc1cn 9radual de 

péptídos peque!'íos v de producto final. Si VII es mucho menor que 

Vz se forma una cantidad apreciable del intermediario estable 

como es el caso de la formacioo de enzimas proteoliticas a partir 

de sus precursores <10). 

3.1.2 LA CURVA DE HIDROLISIS. 

En experimentos de hidrólisis realizados de proteína de soya 

y en caseína con alcalasa ba.ío las siguientes condiciones 

Cs) 

e/s 

pH 

T 

12 'l. 

12 AU / kg 

8 

Adler-Nissen <12) lleoó a la conclusí&i de aue en este 

sistema la Km es independiente del orado de hidrólisis <GH> v oue 

es tan oeoueria, que la saturacieo de sustrato orevalece en todos 

los valores del orado de hidrólisis. Este comoortamiento carece 

ser muv t1oico en las reacciones de hidrólisis de oroteinas de 

alimentos a oH neutro y alcalino, va oue oara otros cuatro 

sustratos v enzimas y ba.io condiciones comoarables, la l(m es de 

la misma maqnitud y por debajo del l'l.. La Km ouede cambiar con el 
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pH v con la temperatura, sin lle~ar a ser un cambio considerable. 

De lo anterior se postula que a concentraciones de sustrato 

elevadas para procesos de hidrólisis de protelnas. la saturac1•.:'n 

por sustrato prevalece practicamente a lo largo de toda la 

reacción. Sin embargo, la curvatura descendente de las curvas de 

hidrólisis no siempre pueden explicarse oor un simole aootam1ento 

de sustrato según la ecuaci61 integrada de Michael is-Menten : 

VI -ds/dt Vma>c s I <Km + [sJ) 

t So X - Km Ln <1 - Xl 
Vmo.x 

donde 

t tiemoo de reacci6n 

So Concentración inicial 

X Conversion So - S/So 

Vmo.x = actividad enzimatica de la reacción 

ni oor una inactivacién de la enzima. 

Una explicación puede ser la presencia de productos de 

inhibici61 formados durante la hidrólisis a valores .de GH al tos. 

La forma de la curva también puede explicarse como un resultado 

de la competencia de sustrato entre el sustrato ori~inal v los 

péptidos que son formados continuamenmte durante la hidrólisis 

110). Finalmente la especificidad hacia enlaces peptidicos y el 

mecanismo endo de las proteasas pueden igualmente ser argumento 

oara la explicacion de este fenómeno. 
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3.1.3 CONTROL DE pH. 

El uso de la técnica del pH-stat automatice oara seguir una 

reacciéfi proteolltica se inici6 en los Laboratorios Carlsbero 

quienes en su traba.io sobre la conversiéo de ovoalbLlmina en 

olakalbumina demostraron oue el m~todo es preciso para seguir 

la ruptura de una uniál peptidica simple en la molécula de 

ovoalbumina (14). 

En cuanto a las protelnas en alimentos, se han realizado 

gran cantidad de estLtdios cinéticos utilizando la tecnica de 

pH-stat, principalmente para estimar el valor numérico de 

parámetros clave como la f(m ( 13, 15). 

El pH-stat es un método conveniente para determinar el grado 

de hidrólisis en una reacción proteolitica, siempre v cuando sea 

llevada bajo condiciones neutras o alcalinas. Las proteinasas 

endooeotidasas l atacan las uniones pept1dicas en las proteinas 

segun el s19uiente esquema : 

H O Rz 

1 11 1 ENZIMA 
.•• --C--C-N--C-.. • + Hál 

1 1 1 
R H H 

H O 

1 11 
--C-C-0 + 

1 
Ri. 

H R2 

1 1 
H-N--C-

1 1 
H H 

Después de la hidrólisis, los 9ruoos carboxilo v amino 

estarán más o menos ionizados, según el pH de la reaccit::o de 

h idrÓlis is. 

33 



A 25 •C. el pK de los grupos carboxilo es de 3.1 a 3.6 v el 

de los grupos alfa-amino es de 7.5 a 7.8 . 

Por lo tanto el Qruoo carboxilo estará 

Sin disociarse debajo de pH 2 

Parcialmente disociado a oH de 2 a 5 

Fuertemente disociado arriba de oH 5. 

El qrupo amino estará : 

Fuertemente protonado debajo de pH 6 

Parcialmente protonado a oH de 6 a 9.5 

No protonado arriba de pH 9.5 . 

De aqul se puede observar que la hidrólisis de protelnas es 

acompa~ada por la liberación o el consumo de H+ . ~sto si9n1tica 

oue el pH cambia durante la reaccien de hidrólisis, excepto en la 

regién de oH de 5 a 6, donde el consumo y la lil:Jeraci<'..'fl de 

protones se cancela entre si. Debajo del oH de 3.1 a 3.6 El 

grupo carboxilo estará poco disociado y el gruoo amino estará 

fuertemente protonado y si el pH no se controla se observa un 

fuerte incremento en el pH. Del mismo modo, a valores de oH por 

arriba de 7.5 a 7.8 ( 25 •C ) menos de la mitad de los grupos 

amino estarán protonados oero los gruoos carboxilo estarán 

fuertemente disociados y como una consecuencia el pH disminuirá 

si no es controlado. 
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A valores de pH fuera del intervalo dado para los valores de 

pK de los grupos amino v carbo:dlo, la reaccién de hidr6lis1s a 

un pH constante procederá bajo el consumo de cantidades 

considerables de ácido o base con el fin de titular los grupos 

carboxilo v amino liberados. De aqu1 que si el pH se mantiene 

constante, ejem. pH 8, la relacién entre las uniones pept1dicas 

equivalentes rotas v el consumo de base equivalente es 

proporcional. La constante de proporcionalidad es simplemente el 

grado de disociación de +H3N-, el cual es 0.666 suponiendo al< = 

7. 7 l. Mediante este principio, con la técnica del oH-stat se 

puede vigilar continuamente el grado de hidrólisis 

reaccién. 

durante la 

Debe mencionarse que los valores de pK cambian con la 

temperatura y con la longitud de las cadenas peptidicas ( 16) 

además, la ionización de las cadenas laterales v el incremento de 

la capacidad de amortiguador juegan un papel importante para el 

funcionamiento del pH-stat (17) a valores de pH adentro del rango 

de los valores de pK la técnica de pH-stat es en princioio 

aolicable, excepto para el intervalo de oH de 5 a 6. 

4. PROBLEMAS DE SABOR. 

Una caracteristica mencionada frecuentemente sobre los 

hidrolizados protéicos es su sabor amarao particular. 
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1. 

De las primeras observaciones hechas oor Murrav v Baker (18) 

Y oor Mataba et al (19) sobre hidrolizados enzimáticos de caseina 

v el desarrollo de sabor amargo se demostró OL\e este es debido a 

aminoácidos hidrofd:iicos oresentes en péptidos más oue 

aminoácidos libres Y oue estos péptidos oueden ser adsorbidos oor 

adsorbentes hidrof6bicos. En otras investi9aciones hechas en 

hidrolizados de case1na oor Gordon y Soeck (20) se observó oue el 

sabor amargo se debiá a un oéotido rico en orolina. En estudios 

con péptidos sintéticos, l(irimura et al (21) investigaron oue los 

péptidos amargos contenían aminoácidos neutros con 

cadenas laterales de alquilas o aromáticos. 

orandes 

La caseina, que es una de las oroteinas mas hidro·fóbicas 

entre las oroteinas mas comunes en alimentos. tiende a formar un 

amargor oronunc iado aún en hidrólisis mL\V limitadas. 

Mataba y Hata (22) exolican el desarrollo del amargor oor· 

hidrólisis de moléculas oroteinicas globulares.En estas. 

la mavoria de las cadenas laterales hidrofébicas estan escondidas 

en el interior y no pueden interactuar con los receptores del 

sabor. Cuando la proteina es degradada por hidrólisis, el oéOtido 

aue contiene muchos aminoácidos hidrofétiicos se e:rnondrá al 

solvente y asi PLlede interactuar con los receptores del sabor. 

Seoún Adler-Nissen (13) debe existir una relacién entre el 

GH v el amaroor. A valores ba.ios de GH, el aoco amaroor se debe 
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tanto a la ba.ia concentracién de péptidos como a oue los primeros 

péptidos formados son aún muy orandes. Los péptidos grandes son 

capaces de cubrir de al9ún modo sus cadenas laterales 

hidrofébicas oor interacciones hidrof&icas formando oéOtido= con 

forma de "U" o de racimos. Estos oueden ser degradados a oéotidos 

más oequei"íos aumentando asi el amargor. Sin embargo. a valores de 

GH muy al tos, la degradacien de péptidos amargos oecruef'íos a 

péptidos con aminoácidos hidrofébicos terminales o aún 

aminoácidos libres resultar~ en una disminuci&l del amargor. 

4.1 METODOS PARA REDUCIR EL SABOR AMARGO DE LOS 

HIDROLIZADDS DE PROTEINAS 

a 

Debido a que la presencia o ausencia del amargor es a menudo 

el criterio original oara rechazar o aceptar un hidralizado de 

proteinas para uso industrial, el desamargamiento de h1drol1zados 

de proteinas ha estado su.ieto a muchos estudios. 

oueden ser clasificados en cuatro oruoo : 

ll Separacién selectiva 

2) Reaccié:n de plasteina 

3l Enmascaramiento 

4) Aplicacién de exooeotidasas 
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1l Seoaración selectiva 

Varios investigadores han reportado el uso de adsorbentes 

hidrofébicos para la remocién selectiva de péptidos amargos. El 

método más viejo y el más usado parece ser el tratamiento con 

altas dosis de carbón activado ( 18.23 Y 24). Otros adsorbentes 

eficientes son las resinas fenólicas de formaldehido (25). Las de 

fibra de vidria (231 v las hexil sefarosas (26l. 

2> Reacción de olasteina 

El efecto de desamaq¡amienta debido a esta reaccU:n fue 

descubierto y estudiado cor Fujimaki, Yamashita v colaboradores 

(27). 

La plasteina es una sustancia oroteinacea parecida a un oel 

que puede obtenerse al incubar un concentrado de hidrolizado 

prote1nico con una proteasa bajo condiciones apropiadas. La 

producción de plasteina depende del tipo de sustrato y enzima, de 

la concentración de sustrato y del pH. 

Originalmente se creyó que la reacción de plasteina era una 

resintesis de la protelna, sin embarco. Horowitz v Haurowitz (28> 

demostraron que el contenido de grupos alfa-amino no cambia 

durante la reaccién de plasteina; además, la resintesis de 
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protelnas es termodinamicamente muy destavorable (29l, por lo que 

se ha abandonad~ esta hipótesis y en su lugar se ha establecido 

que la olastelna se forma como resultado de una transpeotidac1c:.11 

(3(1). 

A través de la transpeptidaci61,alounos de los oeptidos 

estar.Yl enriouec1dos con aminoácidos hidrof&icos oue son aoco 

solubles v oue condensan en pequef"ias oartlculas oara formar las 

olaste!nas insolubles (31l. Por tanto la formacia-t del 

inducida oor interaciones hidrof6bicas. Esto exolica el 

oel es 

efecto 

desamaroante de la reaccia-t de olastelna va oue las cadenas 

laterales hidrof6bicas se esconden v son incapaces de interactuar 

con los receptores del sabor (22). 

La reaccic:ii de olaste!na también demostr~ ser eficiente en 

la incorooración de ésteres de aminoácidos de la cadena peotld1ca 

a través de la transpeotidación. Esa orooiedad se ha utilizado 

para introducir aminoAcidos indispensables dentro de una cadena 

peot!dica siempre y cuando se obtenoan oroductos orotelcos con 

una comoosicic:ii equilibrada de aminoácidos (32.33). 

3l Enmascaramiento. 

Sustituye a la reacción de olastelna si se desea obtener un 

hidrolizado soluble de orotelnas. Se han aorobado varios 
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componentes oara enmascarar el sabor amarao de los hidrolizados 

proteicos : 

- Dipéptidos de ácido olutámico (34J 

- Adición de glicina libre (35J 

- Polifosfatos 

- Hidrocoloides como la goma 9uar, la pectina y la 

maltode:<trina 

- Gelatina. 

4) Aplicación de exopeptidasas. 

El uso de aminopeptidasas v de carboxipeptidasas en los 

hidrolizados de proteina resulta de las si9uientes observaciones: 

Los aminoácidos libres son mucho menos amargos oue los 

péptidos correspondientes. 

El amargor es mayor cuando los aminoácidos hidrofctiicos no 

son terminales. 

l.a única desventaja del uso de exopeptidasas es aue alcanzan 

valores muv altos del grado de hidrólisis: por lo aue el 

hidrolizado consiste principalmente de aminoácidos libres v de 

péptidos pequel'íos, lo que dá como resultado una osmolaridad muy 

alta del producto final. 
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5. PROCESOS PROPUESTOS PARA LA ELABORAC IOhl DE ALl 111:'.NTOS BAJOS 

EN FENILALANINA (ABFAl. 

Los procesos propuestos para la elaboraci6'! de ABFA utilizan 

los métodos ya mencionados para desarnargar hidrolizados de 

proteinas, siendo el más común el de separaci6'! selectiva. Uri 

CoQan y colaboradores (36) parten de una solucioo de caseina al 

6.25 X v la hidrolizan con papalna por 18 Horas. seguida de 

pepsina por otras 22 horas o con Rhozvrne-62 por 4 horas. Después 

de centrifugar el hidrolizado y separar el sobrenadante. lo 

mezclan con una cierta cantidad de carb61 activado y de.jan aue la 

suspensioo se agite por 60 minutos a 25 °C. Posteriormente 

filtran y analizan la cornposicioo de aminoácidos, reportando una 

disrninucioo si9nificativa en todos los aminoácidos aromáticos 

el triptofano se reduce en un 63.1 X, la fenilalanina en un 36.1 

% y la tirosina en un 24.4 /.. 

Otros investigadores parten de leche en polvo descremada 

corno sustrato y la hidrolizan con alcalasa (24). He lb i.9 v 

colaboradores (23) utilizan caseinato de sodio corno sustrato v la 

hidrolizan con pronasa o ficina y prueban carb&i activado y 

fibra de vidrio corno material adsorbente. 

S. Arai y colaboradores (37> parten de un concentrado de 

protelna de suero lacteo CCPS) al 1 l. v lo hidrolizan con pronasa 

por 5 horas o con mezclas de orquimotripsina (2 Hrs) con pronasa 
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15 Hrsl: papalna 12 Hrsl con pronasa 15 Hrs) o de pepsina 12 Hrsl 

con pronasa (5 Hrs). Es con la mezcla de pepsina-pronasa con la 

que se obtiene un mayor rendimiento. Al final de la hidrolists 

a.iustan el pH a 4. 5 y la fracción soluble que se obtiene con esta 

precioitacié:n la aplican a una columna cromatoorafica de sephade:< 

G-15 y se recupera la fracci oo que consiste de péptidos ba.íos en 

fenilalanina 10.4 iO, y que carece de aminoácidos libres. 

Yamashi ta y Colaboradores (38> usan como sustrato proteina 

de pescado o proteina de soya v lo hidrolizan con pepsina v 

pronasa. El hidrolizado se centrifuaa y el sobrenadante se separa 

en una columna de sephadex G-15 para eliminar a los aminoácidos 

libres. La mezcla de péptidos restantes se incuba con papalna 

.iunto con ésteres de tirosina y triptofano para que se efectúe la 

slntesis de plastelna. Posteriormente la plasteina se purifica 

obteniendose un producto de sabor ligero, rico en t1rosina v con 

un bajo contenido de fenilalanina. Sin embargo este proceso 

resulta tecnologicamente muy complicado. 

6. DISPONIBILIDAD DE ENZIMAS PROTOELITICAS. 

Las proteasas disponibles en el mercado nacional con 

potencial de ser usadas en el desarrollo de un proceso para la 

elaboración de alimentos bajos en fenilalanina son HT-proteolvtic 
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200 , papaina, proteasa Amano-ZA v proteasa N. De ellas solo 

HT-protelytic 200 se produce en el oals y las restantes son de 

ímportaciéo. Sus caracteristicas más importantes estan se!'ialadas 

en la tabla 3. Todas son de arado alimentario, factor fundamental 

oue hace posible su aplicacico en alimentos. 

Tabla 3. Proteasas disoonibles de uso potencial en la 

elaboración de alimentos ba,ios en fenilalanina. 

HT-PROT PAPAINA AMAN0-2A PROTEASA N PRONAS A 

ORIGEN g_ªci_li1.1s latex de ?...?.P.~91 Uu.~ bacillus strepto!l!Y~ 

?1.1bt i 11.i§ papaya g.r_y~ª'ª SJ,l~ t.i) ! !J; 9!'.l !?E!1='~ 

pH 
optimo 7.2 5.5 7.0 7.0 6.5-8.0 

t •C 
optima 55 65 50 55 40 

actividad 
reportada 200 NU/9 * 40 NU.a 2600 NUio 4 V/o 

empresa ENMEX ENMEX AMANO AMANO SIGMA 

costo 
USD /ka 10 40 100 250 20.80(> 

¡-~ 

USD/NU 5x10-5 
20.SxlO -.. 90.6x10-6 

* Las unidades de papaína varian según la aplicacién que se le dé 

a la enzima. 
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7. ALTERNATIVAS DE MATERIA PRIMA. 

Las materias primas que podr1an ser empleadas como posibles 

sustratos para la obtención de productos ba,ios en fenilalanina se 

seleccionaron con base en su disponibilidad, costo, seguridad en 

el suministro y por su valor nutritivo. Entre estas tenemos a las 

protelnas de la leche, va sea como leche en polvo descremada o 

como case1na; protelnas de pescado: protelnas de la sova y 

gelatina. 

PROTEINAS DE LA LECHE. 

Las protelnas de la leche son de las mejor caracterizadas de 

todas las proteinas en alimentos. Tanto las proteinas de la leche 

como los hidrolizados han tenido una gran tradición en alimentos 

para dietas especiales. 

La LPD, aunque sea un producto de importaciái CFrancia, 

Canada y Nueva Zelandia) se cuenta con seguridad en el suministro 

a trav.té' de LICONSA. Desde el punto de vista de nutrición 

infantil, es una buena alternativa. Su costo es de 2 US $/ko v 

con base en su contenido de prote1na es de 5.7 US $/ka. 

El caseinato de sodio es otra oocim e:<celente. va oue 

contiene un 88.5 % de prote1na y oor la ausencia de lactosa se 
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pueden disminuir ciertos problemas de contaminacié11 durante el 

proceso y de intolerancia por algunos pacientes. 

Desafortunadamente tiene un costo aoroximado de 7.0 US $/kg de 

proteina. Entre otros proveedores, se puede obtener de 

Comolementos Alimenticios S.A • 

PRDTEINAS DE PESCADO. 

El interés en la hidrólisis de prote!nas de pescado se 

originó en los a~os 60 v ha venido incrementandose desde 

entonces. Su principal uso ha sido como alimento para animales o 

para usos no dieteticos, en producciál de peptonas oara medios de 

fermentación (39). En Francia, se ha producido comercialmente Ltn 

hidrolizado de proteina de pescado <HPPl como sustituto de leche 

oara becerros. Se ha excluido de los alimentos para consumo 

humano aoarentemente por problemas de amargor y por su sabor ~ 

pescado (40), aunque se han desarrollado al9unos procesos de 

hidrólisis de prote!nas de pescado dirigidos hacia la 

elaboración de productos alimenticios. como ha sido el someter a 

la proteina de pescado a una hidrólisis limitada con bromelina. 

lo cL1al evita la formacién de amargor. Por su comoosicién de 

amino.ácidos, el problema del amargor debe ser igual o ligeramente 

menos severo que el de un hidrolizado de proteina de soya. 

Los HPP importados de Francia pueden ser un sustrato 

45 



" 

alternativo si se superan los problemas de sabor a pescado v el 

amargor. Este producto cuenta con una calidad insuperable si se 

compara con los derivados de proteina de pescado nacionales. Su 

costo es de 1. 55 US $/kg de producto o de 1. 88 US $/kg de 

oroteina. 

GELATINA. 

Los hidrolizados de gelatina no desarrollan sabor amaroo v 

si se combinan con hidrolizados de caseina, es cosible obtener 

una mezcla con un oerf i l de amino&: ídos adecuada y c1ue sea 

organolepticamente aceptable. Además, la gelatina tiene Lm costo 

aoroximado de 3.0 US $/kg de orodL1cto. 

PROTEINAS DE SOYA. 

En el campo de hidrólisis de proteinas en alimentos. ha 

dominado el uso de proteinas de sova como sustrato debido al 

interés en sus propiedades funcionales Las proteinas de sova se 

aplican ampliamente en alimentos por sus propiedades espumantes. 

humectantes, emulsificantes, gelantes, etc •• 

El uf;o de proteinas de sova aument~ cuando la protelna tle 

soya se introdu.ío como extensor de carnes. Los hidrolizados de 

prote1nas de soya también se pueden utilizar con este fin. 
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Actualmente, los hidrolizados de protelna de sova han ganado 

imoortancia en la fortificaci.::n nutricional de alimentos. se 

utilizan en alimentos de oH bajo, como los refrescos, en los que 

los hidrolizados de proteina de soya permanecen solubles, sin 

causar turbidez ni sabor amargo (13,42). 

En la tabla 4 se presenta la evolucioo de los precios de 

diversas proteinas usadas en la industria. 

Tabla 4. Evolucion de los precios de diversos productos 

proteinicos empleados en la industria 

kilooramo de proteina. 

en miles de pesos por 

PRODUCTO 'l. proteina 03/87 06/87 09/87 12/87 1)8/87 

caseinato de 
sodio 88 5.9 7.86 9.83 12.87 15.0 

leche 
decremada 34 4.86 6.47 8.09 10.15 14. ::0.4 

suero lacteo 12.5 4.44 6. 19 7.74 13.20 16.80 
en polvo 

c. p. p. ( 1) 73.0 1.38 1.96 2.19 3.39 3.52 

c. s. p.o. (2) 84 1. 76 2.60 2.76 4.29 4.44 

harina de sova 46 2.58 2.46 3.20 4.85 6 ,....,\: 
-~..J 

(1) concentrado de proteina de pescado 

(2) concentrado soluble de proteina de pescado 
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En la tabla 5 se oresenta la composicién de aminoácidos de 

las prote1nas propuestas para el proceso. 

Tabla 5. Campos i c i én de aminoácidos de las materias primas 

propuestas para el proceso Cg/ lOOol (41). 

MATERIA PRIMA 

COMPOS 1 C ION CASEINA LPD HPP HARINA GELA r lNA 
SOYA 

ácidos asp 7.13 7.67 n.d. 12.30 6.60 

olu 22.04 20.50 n.d 19.70 11. 40 

hidrofÓbicos val 6. 74 6.36 4.40 4.96 2.63 

leu 9.51 9.72 6.50 7.98 :o .• :.6 

ile 5.41 5.18 3.90 5.08 1. 70 

fen ·5.24 4.75 3.70 5.04 2.33 

tir 5.82 4.88 2.80 3.61 0.23 

trp 1. 61 1. 39 0.90 1. 25 O.OQ 

oro 11. 58 11. 54 n.d.- 5.32 16.50 

azufrados met 2.79 2.50 3.00 1. 21 0.82 

cis 0.36 0.92 n.d 1. 22 o. 00 

básicos lis 8.12 7. 11 7. 40 6.18 4.70 

arg 3.75 3.34 6.80 7. 18 8.90 

his 2.92 2.81 1. 70 2.45 o. 76 

neutros 9 l i 1.97 1. 95 n.d. 4.24 27.60 

ala 3.07 3.36 n.d. 4.39 11. 30 

ser 6.03 5.60 n.d. 5.09 4. 15 

tre 4.66 4. 13 4.20 4.01 2.27 

n.d no determinado 
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IV. MATERIALES Y METODOS. 

1. SUSTRATO Y ENZIMAS. 

Los sustratos evaluados para efectuar la hidrólisis fueron 

al Leche en polvo descremada CLPD) 

bl Caselna 

c> Gelatina 

dl Proteína de pescado 

Las enzimas proteoliticas que se emplearon son 

al HT-proteolytic 200 IENMEX S.Al 

b) Papalna IENMEX S.Al 

c) Proteasa "AMANO" 2A !ENZIMAS y PRODUCTOS QU!MICOSl 

dl Proteasa N <ENZIMAS Y PRODUCTOS QU!MICOS> 

el Pronasa !SIGMA> 

2. CARACTERI ZACION DE LA MATERIA PRIMA. 

En la sección de resultados se mencionan los criterios de 

selección de la LPD como materia prima. 

La LPD se sometió a análisis de nitrógeno protelnico, 

llpidos, cenizas, humedad v lactosa utilizando los métodos de la 

AOAC 143). 
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3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA. 

3.1 PREPARACION DEL SUSTRATO. 

La LPD se reconstituyó en agua destilada a 50 •C para 

obtener la concentracién de protelna deseada o ara cada 

hidrólisis. La suspensién final quedo con un oH = 6.2 :t 0.3 La 

concentracién de sustrato esta reportada en gramos de proteina 

total por litro de mezcla de reacción. 

3.2 PREPARACION DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS. 

Las diferentes proteasas se disolvieron en agua o en 

solución amortiguadora de citratos, oH = 6.0 .La concentracioo de 

la enzima está reportada en gramos de enzima oor 100 gramos de 

sustrato o bien en gramos de enzima por litro. Ambas se refieren 

a la concentracioo de enzima en la mezcla de reaccioo final. 

Las proteasas usadas en los experimentos de hidrólisis se 

caracterizaron en término de su actividad enzimática cuantificada 

por el método de Anson 1441 modificado : 

La leche al 5 X de protelna (50 g/11 fué digerida por cada 

proteasa a dos concentraciones diferentes IHT, papalna v Amano-2A 

al 1.0 y 0.5 X e/s 7 proteasa N al 0.25 y 0.125 X e/s) a un pH de 

6.2 ± 0.3 y a 50 •C por 15 minutos. Se tomaron allcuotas cada 5 
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minutos. Utilizando ATCA al 5 l. se detuvo la di_gestion v 

precipitó la proteina no digerida. Después de filtrar la muestra 

precipitada en papel filtro #42 quedan en el sobrenadante 

péptidos con un tamaf'io promedio de 330 - 380 daltones (45). 

Un cierto volumen del filtrado (2.5 mll se alcalinizo con 

hidróxido de sodio 0.5 N (5.0 mll y se le a!"iadió ei reactivo de 

fenal, folin-Ciocalteu (1.5 mll en una relacioo 1:3 can aoua. el 

cual dá un calor azul proporcional a la concentracioo de tirosina 

y triptofana, oue se lee a 750 nm contra una curva patr•.:-n de 

concentracioo de tirosina. 

En nuestros experimentas, una unidad equivale a la cantidad 

de proteasa que libera un micromol de tirosina por minuto bajo 

las condiciones del análisis (definicié-n internacional). 

4. DIGESTION ENZIMATICA DE LA LECHE. 

Las diferentes procesas de hidrólisis se efectuaran en 

reacciones par lates, ya que en comparaci&l can los oracesas 

continuos, es más fácil controlar el pH, la temperatura y las 

condiciones de higiene, además la cinética se puede investi9ar 

fac i l mente. 

El pH utilizado con todas las proteasas fué el propio de la 
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leche, 6.2 ! 0.3 • La temperatura se mantuvo a 50 •C (excepto con 

la pronasa), ya que es la más adecuada en procesos enzimáticos 

cuando existen riesi;¡os de contaminacioo, además de aue es la 

temperatura óptima de las proteasas usadas. 

La reacciúi de hidrólisis se detuvo oor inactivacién r~ida 

de la(s) enzimaCs>, ya fuera por adiciái de ATCA o oor calor como 

fué el caso de la hidrólisis can Amano-2A seguida de la digestion 

con pronasa. 

5. HIDROLISIS ACIDA. 

Las muestras de interés se hidrolizaron con ácido 

clorhidrico 6 N desQasificado, a 110 •C durante 24 horas, para 

poder efectuar el análisis de contenido total de aminoácidos 

(42). 

6. SEGUIMIENTO DEL PROCESO HIDRDLITICO. 

Durante la hidrólisis péptica se tomaron allcuotas a 

intervalos de tiempo apropiado. La hidrólisis se midió 

cuantificando la tirosina liberada aor el método de Anson C40l. 
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Se efectuó la correlacicn entre éste método de evaluaciL-<1 y 

la determinacioo de ni trg;¡eno protelnico en el sobrenadan te 

analizado por microkjeldhal. 

7. CARACTERIZACION DE LOS HIDROLIZADOS EN TERl1INOS DE LA 

LlBERACION DE LA FENILALANINA. 

7.1 DETERMINACION FLUOROMETRICA DE LA FENILALANINA. 

Se utilizó este método como un primer acercamiento a la 

evaluación de la especificidad de las proteasas por fenilalanina. 

Con este procedimiento, descrito incialmente por 11c Caman v 

Robins (47) para la determinaci61 de feni lalanina en suer·o v 

plasma, se forma un compuesto fluorescente al reaccionar la 

fenilalanina con ninhidrina bajo condiciones aue minimizan la 

contribucién de otros constituyentes aue también fluorescen con 

este reactivo. La respuesta fluorométrica se aumenta por la 

presencia del dipéotido l-leucil-1-alanina. El pH de la reaccicn 

debe ser controlado a 5.8 ± 0.1 con un regulador de succinatos 

0.6 m. con el fin de optimizar la fluorescencia v maximizar la 

especificidad. El método es el siouiente: 

1. Se prepara el reactivo de trabajo aue consiste de un 

regulador de succinatos 0.6 M, pH 5.8 ± 0.1; ninhidrina 30 mM y 

del dipeptido l-leucil-1-'jalanina 5 mM en una prooorcicn 10:4:'.o:!. 
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2. A 0.30 ml··del. reactivo de traba.io se le a!'íade 20 

microli tros de la muestra v se incuba por dos.- horas a 60 •C ! 

•C. 

3. Inmediatamente depués se enfria en un bario de aoua 

helada durante tres minutos. 

4. Se adicionan 1.5 ml del reactivo de cobre < 1. 6 9 de 

carbonato de sodio anhidro, 0.1 9 de tartrato de sodio v potasio 

v 0.6 g de sulfato de cobre, diluidos en un litro de agual. 

5. Se de.ia reposar la muestra aproximadamente 10 minutos. 

6. Se ajusta el fluor6metro a cero v se re9istra la 

fluorescencia relativa del<os) oatron(esl v de cada muestra. La 

concentración de fenilalanina se determina contra una curva 

patrén de concentracien de fenilalanina. 

Dado que la reacción con ninhidrina es unicamente 13or el 

grupo alfa amino, la cantidad de fenilalanina que se detecte no 

sera la total liberada como aminoácido libre, sino !a oue hava 

quedado con el 

hidrólisis. 

grupo amino libre como consecuencia de la 

El fluorómetro usado fLlé un turner modelo 111. El fil tr·o 

primario debe tener Ltn pico de transmicion aoro:dmado a los 365 

nm (# 7-60) y la combinación de los filtros secundarios (# 2A -t-
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65Al debe tener un oico de emisi6n entre los 450 v 535 nm. 

8. ANALISIS DE LA COMF'OS I e roN DE AMI NOAC IDOS EN LOS 

HIDROLIZADOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE AL TA PRES ION (HJ-·U.:l. 

Para analizar la composición de los aminoácidos en las 

muestras se utilizó el método de cromatografla liquida de alta 

oresi oo en fase reversa. El equipo usado fué un HPLC mil ipore 

waters, modelo 740, con una columna de fase reversa spherical 

c18, con un tamaf'lo de poro de 5 micrómetros y de 15 cm de 

longitud (milipore No. de serie T 521310 D 12). 

8. 1 REACTIVOS. 

El sistema de solvente (solventes A v BI empleado se elaboró 

de la siguiente manera : primero se preparó un regulador base, 

que consiste de 11. 9 g de NaH2PO•. H2D v de 30. 66 g de Na 2!-IPO~ 

diluidos en un litro con agua de grado reactivo. 

Solvente A.- Se preparó diluyendo 25 ml del 1·e9ulador base 

en 500 ml con agua de grado reactivo. 

Solvente B.- Se diluyeron 25 ml del regulador base con :<OO 

ml de a~ua de 9rado reactivo y posteriormente se aforo a un litro 

con acetonitrilo. 
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El ac:etonitrilo v el metanol deben ser· de: ·orado h1::dc 

(Lic:hrosolvmerki. El agua usada en la oreoarac:icn ·dé ·los· solventes 

se oestiló, desion120 v desoasific:o. El aaua, el metano! v e! 

sistema de solventes (Av B> se filtraron a tr.avés de membrana,; o.;, 

ü. 45 m1crcmetros .. 

8.2 SEPARAClON. 

Los am1n0Ac:idos se seoararon utilizando wi sistema ~· 

oradiente lineal c:on los solventes A v ~durante 60 minutos ca~o 

las siouientes c:ondiciones : 

Tiempo inicial <t Ol 15 l. de solvente ~ J 85 del 

solvente A. 

Tiempo final <t 60 min) 75 l. del solvente B I ~~ 

solvente A. 

Flu.¡o de seoarac:ic.n = 1.5 ml J min. 

Columna a temoeratura amoiente. 

8. 3 PREFARAC ION DE LOS DEF: l W\005 DE nl•i I NDflC IDOS. 

Se oreoararon derivados de am1noacidos. t¿1nto ele 1a:i m1_1.:2s~---~3 

oroblema c:omo de los patrones oe a1111no.<..c:ic1os. Se l.\ t 1 :. 1 ::· ·.:· 

ortoftaldialdehido, c:on etanotiol c:omo aoente ~eauctor : 002/ersn 
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A 0.5 ml de la mezcla patrál de aminoácidos o de la muestra 

problema se le a!'ladieron 2.0 ml de metanol o de la solucic-<1 de 

patréo interno y se centrifuoo a 1200 X g por cinco minutos. A 

0.2 ml de sobrenadante se le agregaron 2.0 ml de la mezcla de 

reacción <100 mo de OPA: 17.5 ml de metano! : 2.5 ml de regulador 

de boratos 0.5 M, pH = 9.5 y 100 microlitros etanotioll o ara 

formar los derivados de aminoácidos. Antes de inyectar la muestra 

se pasa por filtros de 0.45 micrc-metros. Los derivados de 

amino•cidos permanecen estables por cinco minutos. 

La derivatizacioo .iuega una parte importante en la detección 

de la fluorescencia y se usa para madi ficar compuestos con poca o 

ninguna fluorescencia as1 como para permitir una mavor 

sensibilidad y una mayor detecciéo selectiva. Dado oue la mavorla 

de los reactivos derivatizantes son no polares, la der•ivatizaciCf'l 

también puede tener el efecto de reducir la polaridad de las 

moléculas. El ortoftaldialdehido en solucién alcalina v eh 

oresencia de un fuerte agente reductor (2-mercaotoetanol 1 

reaccionan con el grupo amino primario de los amino•c:idos v de 

los aminoazúcares (49). 
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9. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD MICROBIOLOGICA Dt: LOS 

H IDROLI Z ADOS. 

Se evaluó la estabilidad microbiolt'.:9ica. oor cuenta en 

olaca, de los hidrolizados aue duraron más de diez horas en el 

oroceso de hidrólisis. Se utilizó agar extracto de malta como 

medio sólido y se incubaron a 47 •C oor 24 y 48 horas. 
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V RESULTADOS Y DISCUSION 

1. SELECCION DE LA MATERIA PRIMA. 

De las materias primas analizadas leche en polvo 

descremada ILPDl, caseinato, oroteinas de soya, oroteinas de 

oescado y s;¡elatina, se selecciono a la LPD como la me.ior ooc ic:n 

de sustrato base para la hidrOlisis debido a que. como se 

mencionó anteriormente, cuenta con seguridad en el suministro 

ILICONSA> y es de ba.io costo (5.7 US $/kg de orotelna). 

En comparaciÓll con las protelnas de soya v de pescado 

(nacionales> la LPD es un sustrato aue cuenta con un alto control 

de calidad v adem~s. por no contener grasas se evita un paso 

previo al proceso de hidrólisis. 

Cabe mencionar que tanto la LPD como el caseinato han sido 

ampliamnete utilizados como base de hidrolizados para usos 

clinicos o dietéticos ya oue, entre otras razones. no proporciona 

un sabor desagradable adicional al sabor amar.90 causado oor 

efecto de la hidrólisis como es el sabor a oescado o a frijol en 

los hidrolizados a base de oroteina de pescado v de Protelna de 

soya resoectivamente. 

En comoaración con el caseinato. la LPD cuenta con una 

mezcla de oroteinas de alta calidad v presenta otros nutrimentos 
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aue ser!a necesario agregar al producto final del hidrolizado de 

caseinato. Además contiene menos fenilalanina <4. 75 9/1000 de 

LPDl aue el caseinato 15.24 o/1009 de producto). Sin embargo. de 

oresentarse oroblemas durante el procesamiento (microbiolo:Jicos o 

quimicos) esta opción permite con relativa facilidad cambia1· la 

materia prima oor caseinato. 

La gelatina a pesar de contener menos fen1lalanina 12.33 

g/1009 de producto> aue la LPD es una protelna muy cobre en los 

demás amino4cidos indispensables. En la pr.!<ctica se padrla 

utilizar en combinación con la LPD ya oue se ha visto !5(1) ciue 

ayuda a disminuir los problemas de sabor amargo 

hidrolizados de leche. 

2. CARACTERIZACION DE LA LECHE EN POLVO DESCREMADA. 

en los 

Primeramente, al sustrato seleccionado se le determinó el 

contenido de proteinas. lipidos. cenizas v lactosa. En la tabla 6. 

se oresentan los resultados obtenidos de estos análisis y se 

comparan con los reportados por la ADMI 151>, LICONSA <52> y el 

INN !53), de donde se concluyó oue no existen diferencias 

significativas con respecto a los análisis efectuadas oor estas 

dependencias. 
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Tabla 6. Análisis bromatólooico de la LPD 19/lOOgl 

COMPONENTE EXPERIMENTAL ADMI LICONSA INN 

proteina 35.(15 36.0 34. (l 33.7 

lipidos 1.55 1.25 1.25 1. 5 

lactosa 52.0 51.0 53.0 47.2 

humedad 3.5 4.0 4.0 

cenizas 7.9 8.2 8. (l 

3. CORRELACION ENTRE LOS METODOS DE ANSON Y EL DE 

MICROKJELDHAL PARA EVALUAR EL DESARROLLO DE LA HIDROLISIS. 

Con el fin de establecer Ltna correlaciéfi entre los métodos 

de Anson v el de Microkjeldhal se realizaron hidrólisis de LPD 

con Amano-2A y HT-proteolytic 200 bajo las éondiciones aue se 

serialan en la figura 4. La evolucioo de la hidrólisis se siou1ó 

midiendo el porcentaje de nitrooeno solubilisado V los 

microoramos de tirosina por mililitro liberados. El coeficiente 

de correlación entre ambos métodos fue, oara las dos enzimas. de 

0.99 lo= 0.051. Este hecho nos permite medir indistintamente 

tirosina liberada o bien nitróoeno soluble oara describir ia 

evolLtción de la reacción. La fioLtra 4 puede ser usada como un 
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patrál·p~ra lá e:<presién del grado de hidrólisis en uno u otro 

términos. En la tabla 7 se presentan los resultados obtenidos. 

Tabla 7. Comparaciál de los métodos de Anson v de K.ieldhal 

oara evaluar el desarrollo de la hidrólisis. 

AMAN0-2A HT-F'ROTEOL y r I e 
TIEMPO 'l. N SOLUBLE µg TIR/ml 'l. N SOLUBLE µ<;¡ TIR/ml 

<Hrsl 

o 0.19 31)3.4 o. 17 30~ .. 4 

1 O.S3 1627.2 0.63 1198. s 
2 1.03 2023.2 0.78 1746.0 

,3 1.19 23S6.S O.SS 1947.6 

4 1.26 2764.S 0.95 2163.6 

5 1.43 3000.0 

Dado qL1e se pensó que podria haber una correlacién entre el 

grado de hidrólisis y la liberacién de fenilalanina de las 

diferentes proteasas, se evaluó como primera instancia la 

liberación de tirosina, puesto que el método utilizado para la 

determinación de este aminoácido es mas econém~co, más rápido v 

más accesible (el equipo) aue el empleado para medir 
'-

fenilalanina. 
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4. SELECCION DE LACS> ENZIMACS>. 

Las oroteasas comerciales probadas fueron Amano-2A. 

HT-protreolytic 200, papa1na y proteasa N <ver esoecificaciones 

en la tabla 3). 

Al DETEMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA. 

Antes de iniciar lo~ experimentos de hidrólisis fue 

necesario definir la actividad enzimática de las enzimas. con el 

fin de conocer Y comparar la actividad enzimática empleadas en 

cada exoerimento de hidrólisis, asi como el costo real por 

unidad. En las fiquras 5,6, 7 y 8 se presenta la evoluciC:.n de la 

reacción durante el periodo de velocidad inicial, en condiciones 

de saturación de sustrato con el fin de medir la actividad má:nma 

C e/s = 0.5 y 1 X>. Finalmente en la tabla 8 se presenta la 

actividad para los cuatro productos enzimáticos v se demuestra 

que las dos concentraciones de sustrato empleadas se encuentran 

dentro de la zona de saturacién de la enzima, en la cual la Vrnax 

es constante e independiente del sustrato. De la tabla 8 se puede 

concluir que la papaína es el oroducto de mas baja actividad v el 

oroducto Amano el de máyor. Sin embarco. la comoaracic:.n debe en 

realidad efectuarse en términos de costo como se efectúa m~s 

adelante. Estos resultados permiten ya sea definir las dosis de 

enzima a emplear o bien explicar la diversidad de resultados 
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obtenidos a las mismas dosis. 

Tabla 8. Comoaración de las velocidades iniciales, actividad 

esoec1fica y unidades de actividad de HT, oaoaina, Amano-2A. v 

proteasa N a dos concentraciones de e/s. 

VI act. eso. U/mo act rel. * 

e/s 
gil 

µg Aa/ml 

0.05 

min µq Aa/mo 

o. 025 0.05 

~n:: 

I min µmol Aa/min 'l. 
'lirnZ 

0. (l25C\ ·' · 0.05 0 .. 025 

PROTEASA 

HT 

oaoaina 

Amano-2A 

18.9 

9.5 

28.1 

9 •. B 

5.ó 
13.1 

t1:z;c1, 
21.1 

62;6 .. 

~. . -'.': .. __ , - ' -·· 

. ··22;3: 

'62;0 

0.23 

0.12 

0.35 

0.24 

o. 12 

o. ;:,4 

9.7 

4.84 

13.7 

e/s 
gil 

N 

0.0125 0.00625 

44.3 25.2 

o. 0125 o. (11)625 0.0125 

398.8 449.0 2. 17 

* con respecto al más activo, es decir la proteasa N. 

BI CONCENTRACION DE SUSTRATO. 

0.00625 

2.48 1 (l(l 

Desde un ounto de vista cinético es evidente que la 

selección de la concentracién de sustrato debe caer dentro de 

aquel valor que permitiese la máxima e>:oresién de la actividad 

enzimática sin embarQo, desde un punto de vista de productividad. 

conviene trabajar a la má>:ima concentracién posible de sustrato, 
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siempre y cuando no se presente un problema de inh1bicioo de la 

enzima por exceso de sustrato. Tomando en cuenta estas 

consideraciones se seleccionó una concentración de protelna de 11 

l. correspondiente a 460 Q/l de leche en polvo. 

CJ HIDROLISIS DE PROTEINAS POR DIFERENTES PRDTEASAS. 

En la tabla 9 se presentan los resultados Promedio de 

duplicados. en microQramos de tirosina por mililitro liberados 

con cada una de las proteasas empleadas en la hidrólisis de una 

suspensión de leche al 10 l. de orotelna durante cinco horas. 

El pH no puede ser modificado libremente para no alterar la 

estabilidad de las proteinas en solución. Es por esta razén oue 

se seleccionaron las oroteasas va mencionadas puesto oue todas 

presentan una adecuada actividad al oH de la leche 1 oH 6.5). 

Finalmente la temoeratura se fij~ en 50 •C va que por un lado 

todas las proteasas presentan una buena actividad v por el otro, 

se aseaura el control microbiol6qico del producto. En la tiaura 9 

se arafican los resultados de la hidrólisis. En la tabla 10 se 

oresentan las conclusiones derivadas de Jos resultados de la 

hidrólisis combinando efectos cinéticos con factores econónicus. 

Por un lado todas las reacciones carecen detenerse a las cinco 

horas siouiendo un orden correspondiente a la dosis de actividad 

enzimatica (mayor grado de hidrólisis a mavor actividad de la 
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enzima), aunoue este comportamiento frecuente en la hidrcl1sis de 

oroteinas se explica igualmente en términos de la esoecif1c1dad 

de la enzima. De cualouier forma, la proteasa Amano-2A es en 

términos reales la que permite una mavor liberacién de tiros1na 

por unidad de actividad aunque en términos de costo es superada 

por la enzima HT-proteolytic, que a pesar de ser 3. 3 veces más 

econooica (por gramo de tirosina liberada> es al mismo t1emoo 

1.85 veces menos eficiente en la hidrólisis. Como una primera 

conclusión v de acuerdo a los criterios va mencionados la 

proteasa Amano-ZA parece ser la mejor enzima. 

Tabla 9. hidrólisis de oroteasas con diferentes proteasas. 

<1-10 tir/mll 

PROTEASAS 

tiempo HT oaoaina Amano-2A oroteasa 
<Hrs) e/s 2:1. 2Y. 1 :l. (l. 51. 

g/l 

o 303.4 n.d. 303.4 n. d. 

0.5 828.0 n.d. 1047.6 n.d. 

1151. 3 878.4 1483.3 2(148.4 

2 1616.4 1180.8 1985.2 2545.2 

3 1839.6 1328.4 2386. 1 27(1(1.(l 

4 1998.B 1468.8 2697.6 2916.(1 

5 2228.4 1522.8 2974.3 3088.8 

n.d. no determinado. 
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Tabla 10. caracterizacién de las enzimas oroteollticas en 

términos de liberacién de tirosina. 

PROTEASAS 

HT PAPAINA AMAN0-2A 

costo LIS $/kg 10 40 100 

actividad LI/g <>nZ 235 120 ;:.45 

/. e/s c;i / 100 g sust 2 2 

e/s Uact/1009 sust 4.7 2.4 : .. 5 

L\O tir/ml * 2228 1523 2974 

uq tir/mg Qn'Z * 114 760 2974 

u9 tir/U * 4740 6333 8620 

LIS $/g tir * 0.009 0.0525 0.0336 

LIS $/k proteína 0.2 o. 8 1. o 
tratada * 
las cinco horas de reacción 

PROTEASA N 

25(J 

2-325 

0.5 

11. 6 

:::.089 

6180 

2659 

0.(1405 

1.25 

D> DETERMlNACION POR FLUOROMETRIA DE LA FENILALAl'.!11.,¡A 

AMINO LIBRE. 

A los hidrolizados de leche obtenidos se les determinó la 

fenilalanina libre por el lado amino, va fuera como residuo de 

aminoácido o como p,(,ptido ( tabla 11). 

Para comprobar que na habria reacciá:1 con la fenilalan1na 

unida por el lado amino se le hizo la determinacU.'f"I a una 

solLtci&l de asoartamo, observ.i.ndose oue no hubo reacci&l con este 
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oruoo. 

De la tabla 11 los resultados son evidentes. se observa oue 

la proteasa Amano-2A presenta una alta especificidad por la 

fenilalanina en el lado amino. 

Cuando se reporta la especificidad de enzimas proteollticas, 

generalmente se hace con respecto a un modelo del tioo : 

o o 

11 ~ 11 X -NH-CH-C- -NH -CH -C -Y 

1 1 
R• R2 

Donde R• v Rz definen los aminoácidos del enlace oépt{dico a 

hidrolizar. En el caso de la enzima Amano-2A es evidente que 

existe más requerimiento de fenilalanina en Rz. lo cual resulta 

adecuado para los objetivos especificas de esta hidrOl1s1s v 

refuerza la preselección efectuada por los resultados de la 

seccic::n anterior. Eventualmente las dem~s proteasas podrlan tener 

afinidad por la fenilalanina en el lado carbo>: 11 ico 

(especificidad de fenilalanina en R•>. lo que no puede 

demostrarse con este exoerimento. 

Dado oue con la proteasa Amano-2A se obtuvo el mavor 

desarrollo de la hidrólisis y la má:<ima liberaciál de NHz-FEN. se 

seleccion~ como la enzima apartir de la cual se harian los demás 

experimentos de hidrólisis. 
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Tabla 1L Oeterminac:i~n DOY' fluorometria de la fenilalanina~aininó 

1 ibre. 

F'ROTEASAS 

HT papaína Amano-2A proteasa N 
21. 21. 1 'l. o. 57. 

mg fen-NH2 3.14 2.90 28.34 4.(13 

mo fen-NH2 2.54 2.34 22.90 -3.26 

'l. fen-NH2 libre * S.35 4.93 48.21 6.86 

* del total de fenilalanina 47.5 mio orot. (41) 

En la f i9ura 10 se muestra la correlac:i61 <r l).99) 9ue 

existe entre la tirosina liberada v la fenilalanina amino libre 

en la hidrC>l is is c:on Amano-2A. Este oatrt::n ouede servir en forma 

indirecta para seauir la evolucié:n de la NH2-FEN du1·ante las 

primeras cinco horas de hidrólisis. 

5. INACTIVACION DE LA ENZIMA AMAN0-2A. 

En la figura 11 se muestra un estudio efectuado para 

determinar las condiciones de desactivacion de la enzima al 

término de la reaccié:n. Dicho experimento consistió en seau1r la 

evoluci61 de una hidrólisis. Al término de la orimera hora de 

reaccién el medio se dividió en cuatro muestras, tres de las 

cuales fueron tratadas en ebullic:ién por 5, 10 v 15 minutos 
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ESTA TESIS NO llE8E 
SAl.lR DE LA BIBLIOTECI 

respectivamente. Posteriormente se restablecieron las condiciones 

de hidrólisis cara determinar el \;lrado de desactivacic11. De estos 

resultados es evidente que 10 minutos son suficientes cara 

desactivar esta enzima oroteolitica. 

6. EXPERIMENTOS DE HIDROLISIS CON MEZCLAS DE PROTEASAS. 

Tomando en cuenta de que existe la posibilidad de una 

especificidad de las oroteasas N, HT y papaina hacia fenilalanina 

en R1. la acción combinada de la enzima Amano-2A y una oroteasa 

con este tipo de especificidad resultarla Llna mavor liberacién de 

fenilalanina libre. Por esta razón se plantearon e:·:oerimentos 

combinando la enzima Amano-2A con las otras enzimas 

oroteoliticas: 

Amano-2A (e/s 1 'l. l con HT (e/s 2/.l 

Amano-2A (e/s l'l.l con papaina (e/s 2'l.l 

Amano-2A Ce/s l'l.l con proteasa N (e/s 0.5/.l. 

Cada hidrólisis se mantuvo por cuatro horas a pH 6.3 y a una 

temperatura de 50 •C. 

La relaci&-1 de e/s entre las proteasas se seleccionó con 

base en lo reportado comunmente en la literatura <13.27>. 
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A> DESARROLLO DE L~ HIDROLISIS. 

Los resL1ltados de las hidrólisis se encuentran en la tabla 12 

v en la figura 12 Y permite concluir que en las mezclas. tanto la 

velocidad de hidrólisis como el desarrollo final de la misma son 

mayores oue con enzima Amano-2A sola, tabla 9 y figLlra 9. 

BJ OETERMINACION DE FENILA~ANINA Af1!NO L!BR~ 

La tabla 13 no¡; indica que al combinar Amar10 21'\ con las demás 

proteasas no hay una accién siner9ica entre las proteasas para la 

liberación de fenilalanina amino, sino que el resultado obtenida 

no !;!S considerablem~ntli! mayor que el obtenido co11 Amano-2A sola. 

Tabla 12. hidrólisis de orotelnas con mezclas de oroteasas 

<µg tir/ml). 

PROTEASAS 

tiemoo Amano-2A/HT Amano-2A/oaoaina Amano-2A/oroteasa N 
CHrsl e/s (l'l.-2:0 ( 1/.-2/.) (l'l.-(1. 5'l.) 

o. 5 1445.8 1033.2 2208.9 

1 2049.8 1436.4 2924.0 

2 2908.8 2474.6 3672.0 

3 3402.B 3034.8 4029.8 

4 3691.4 3261. 6 4164.5 
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mg 

Tabla 13. fenilalanina libre obtenida en hidrolizados con mezclas 

de oroteasas. 

PROTEASAS 

A-2A A-2A/HT A-2A/oaoaina A-:2A/aroteasa 
e/s 11. (1 /.-2/.) ( 1 /.-2/.) (1/.-0.5/.) 

NHz-fen 28.34 31. 43 32.3 34.3 
100 ml h-id 

mg NHz-fen 22.9 25.4 26.1 '..<.7.7 
g orot 

;: NHz-fen 48.2 53.5 55.0 58.::. 
libre * 
* feKilalanina total (FAD,41) 47.5 molo orotelna <411 

No obstante, si las proteasas N. Hl v papalna no parecen 

tener afinidad por el lado amino de la renilalanina. no se 

descarta can este experimento oue la tuviesen oor el lado 

carboxllico v que estar liberando residuos de 

fenilalanina oue hayan sido orev1amente "cortados" en el lado 

amino cor la proteasa Amano-2A. La única forma de demostrarlo es 

mediante la cuantificación de la fenilalanina libre por Hf-'LC v su 

comparación con respecto a la obtenida con la enzima Amano-2A 

sola. 

En la tabla 14 se efectúa un análisis de la conveniencia de 

aQre9ar la segunda enzima a la misma dosis aue en el orimer 

analisís. Este estudio se efectúa solo en términos de tiras1na 
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liberada v considerando el incremento alcanzado con resoecto a 

los 2974 µi;¡ de tirosina / ml logrados con la enzima Amano-2A 

sola. El costo oor gramo liberada oue se obtiene al af'iadir una 

se9unda enzima en comoaracién a lo obtenido con Amano-2A (ú .. 03 . .!·6 

US $/9 de tirosinal se ve aumentado 3.1 veces con la proteasa N. 

0.83 veces con la enzima HT y hasta 8.3 veces con la papalna. Sin 

embargo. el efecto buscado es fundamentalmente la !1beracú'..11 de 

fenilalanina como aminoácido. 

CI CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS LIBRES. 

Considerando las limitaciones de la CLtantif1cac1éfl de la 

fenilalanina liberada oor la técnica de fluorometrla antes 

mencionada v con el fin de determinar s1 las mezclas de proteasa 

causarlan una mavor liberaci61 de residuos de tenilalan1na. se 

sometieron muestras de hidrolizados al análisis de HPLC 

materiales v métodos). 

<ver en 

A partir de las áreas de los derivados de aminoácidos usados 

como patrones (fiaura 13> se estimo la concentrac1én de los 

aminoácidos liberados en la hidrólisis de protelnas con las 

proteasas Amano-2A. e/s 1 X 1 figura 141: Amano-2A. e/s 11. con 

HT, e/s·2 X figura 15): Amano-2A, e/s 1 % con papalna, e/s 2 l. 

( figura 16) v Amano-2A, e/s 1 X con la proteasa N, e/s 0.5 l. 

fioura 17). 
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Tabla 14. Caracterizaciéfi ele, Ías-'mezclas de enzimas en términos 

de liberaciCri de tirosiriá." 

unidades de actividad/l 

µg tir/ml ** 
~ tir/mo 2a enzima 

µg tir/U 2a enzima 

us $/a tirosina ** 

* 

oroteasa N 
0.5 a/l 

116 

1190 

238(1 

1023.7 

o. 105 

* a~adidas de la secunda enzima 

AMANO-c2A 

HT-proteolyt1c 
2.(1 ofl 

4.70 

716.5 

358.3 

1524.7 

0.0279 

papaina 
'..::.(• o/l 

24U 

287.1 

143.6 

1196.7 

1).2786 

** m1crogramos de tirosina adicionales liberados deoués del 
tratamiento con Amano-2A 

En la tabla 15 se encuentran las resultadas de los ankl1s1s 

efectuados en HPLC. En la que toca a la tenilalanina liberada can 

las diferentes proteasas na se observó con resoecto a la enzima 

Amano-2A, una mayor liberaciéo de este am1noacido. 

Por otra lado, con la mezcla de Amano-2A I HT se obtuvieron 

más residuos de tirasina v valina v con la mezcla de Amano-2A/N 

también aumentaran los residuos de tirosina. valina. metionina v 

especialmente los de leucina. Además se puede notar aue hav una 

disminución en la liberación de glutamina con la mezcla de Amano-

2A / HT y de ácido glutámico con la mezcla de Amana-2A I N. 
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Tabla 15. cuantficaci6i de __ aminoácidos libres --obtenidos en 

hidrolizados de LPD con diferentes tratamientoscroteollticos lmg 

Aa/g croteinal. 

PROTEASAS 

amino~u:ido A-2A A-2A/HT A-2A/caoaina A-2A/N 

e/s 1 t. 1/.-2/. 11.-21. 1/.-(l. 51. 

aso o.os o. 09 

9lu 2.82 4.08 2.7 o. 90 

ser 3.23 2.31 1. 9 3.3 

_gln 6.9 2. 1 l. 1 6.(1 

his 6.6 5.7 4.7 5.IJ 

9li+tre 7.0 5.7 6.2 7.4 

ala 2.4 2.1 1. 4 2.8 

aro 5.6 5. 1 6. o 6.2 

tir 8.7 10.8 12.7 15."' 

val 6.4 B.O 4.9 11. o 
met :: .• 7 4. (1 4.6 j ·'-' 

i le 5.4 6.0 5.3 6." 

trc l. 7 1.8 1. 1) 2.0 

leu 22.5 24.4 16.0 34.~; 

ten 12. (1 11.1) 8.4 15. (l 

lis 17.5 17.0 13. o 

En la tabla 16 se compara la fenilalanina liberada entre la 

proteasa Amano-2A v la mezcla Amano-2A / proteasa N >1 se analiza 

el costo de la liberación en lo que a consumo de croteasas se 

refiere. Para liberar 15 mg de fenilalanina I Q de crctelna con 
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la mezcla respecto a los 12 m~ de fenilalanina I 9 de orotelna 

obtenidos con la enzima Amano-2A sola, se reauiere aumentar el 

costo de las enzimas en 2.25 veces, por kg de prote1na tratada. 

Incrementandose 12.5 veces el costo de gramo de fenilalan1na 

liberada, oero aumentando en solo un 20 'l. su liberac1cn. 

Con estos exoerimentos. se logró liberar aorox1madamente el 

21 'l. de la fenilalanina total cuantificada oor t11drólis1s acida 

de la materia prima < tabla 171. 

Tabla 16. Caracterización de la enzima Amano-2A v de la mezcla 

Amano-2A/proteasa N en términos de liberacién de tenilalan1na. 

actividad ug/g enz. 

µQ fen liberada/mi 

µg fen < 1ib1 /m9 enz. 

mg fen llibl/a prot. 

µg fen/L1 

us $/g fen 

us $/9 oro t. tratada 

a las cinco horas de reacci61. 

Amano-2A 

345 

1. 200 

1 • 200 

12 

3.478 

0.083 

1. 01) 

ª"' 

Amana-:.2A/orot. M 

2.670 

1 • 500 

1. 000 

15 

:::.111. 5 

1. (l.33 

2.25 



Tabla 17. CUanti.ficacién de aminoacidos .totales· en··1a Lr'O. 

'Aa mo/g .. PROT Aa ··.ima/a F'R01 

asp e3.4 tir 64.7 

glu 203.3 val 6::: .• 6 

ser 72 •. 1 met 17.5 

glí-tre 150.7 i le 55.4 

ala 35.4 leu 113. 9 

ars;¡ 47.7 fen 5:! .• 9 

lis 71. 5 

hidrólisis ácida con HCl 6N des9asi ticado durante 24 l1oras 

de reacc i 6n. 

7. OPTI M 1 ZAC ION DE LA H IDRDLI SIS DE PROTE !NAS CON LA 

PROTEASA AMAN0-2A. 

Con base en los estudios anteriores se confirmó la selección 

de la enzima Amano-2A dado aue oresenta la mavor caoac1dad de 

liberar fenilalanina. 

Al HlDROLISIS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 

AMAND-2A. 

Se probaron diferentes concentraciones de enzima Ce/s ) a oH 

6.3 y a 50 •C durante cinco horas de hidrólisis. En la tabla 18 v 

en la figura 18 se observa oue tanto la velocidad inicial como el 
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50'C y aq1tac1bn 
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de la leche 
b horas de 

constante. 



grado de hidrólisis se incrementan considerablemente al 

aLtmentarse la concentraci.:.11 de enzima. Sin embar90. del anál is 1 s 

de estos datos se observa que oor un lado para alcanzar el grado 

de hidrólisis aue se obtienen con e/s % se reauer1rlan 

tiempos considerablemente mas laroos aun oara ets = (l. 75 :t. : oor 

otro lado un incremento a e/s = 1.5 f. no meJora sensiblemente el 

grado de hidrólisis obtenido a la cinco horas de reacciai. t-·or 

esta razón la relación enzima-sustrato se fi.ia en 1 X. 

En la fiaura 19 se presentan las velocidades iniciales 

obtenidas para diversas relaciones e/s. Estos estudios se 

efectuaron midiendo la producci6"1 de tirosina soluble en 

01tca durante los orimeros auince minutos de reacci.:n. 

En esta gráfica se observa aue existe en el intervalo de 

concentraciai de enzima analizado (para 50 a/l de caselnaí una 

relacieo lineal entre cancentracieo de enzima v velocidad de 

reacciéo, lo aue resulta en una actividad esoeclfica de ~1 µq 

tir/min ma de oroducto enzimatico. 

Bl EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA VELOCIDAD DE REACCIOI~ 

DE LA PROTEASA AMAN0-2A. 

Se realizaran oruebas de hidrólisis durante .una hora con la 

proteasa Amano-2A (e/s 1 f.) a diferentes temoeratura.s de 

reacciál : 20, 30 ,40, 50, 60 v 70 Estos resultados se 

92 



¡¡ e/s .~~ ~ 

~ 1q 1YA.Veloc1dad inicial 
de la enzima Amano-cA. 
constante. 

tiPMPO iMiOl 

obtenida en 
lsl 10:1., pH 

func1on 
b.3, 

'J3 

de 
r 

la concentrac1t>n 
bU'C y aq1tac1on 



~ 1Q 1YB. Velocidad inicial 
de la enzima Amano-cA. 
constante. 

'l< PIS 

obtenida en func1Cln 
[s] 10Y., pH b.3, 

93 

de 
r 

la concentrac1Cln 
50'<..: y aqilac1Cln 



presentan en las fiauras 20 para las velocidades iniciales v 21 

oara la actividad en función de la temperatura. Se observa aue la 

disminución a 70 °C es peoue!'ía. lo oue oone de manifiesto la alta 

termoestabilidad de la proteasa. 

Tabla 18. hidrOlisis de Prote1nas a diferentes concentraciones 

de Amano-2A <µo tir/mll. 

;: e/s 

T CHrs> 0:25_ -
;2,~ .. ':_'._ 0~5 0.75 1. (l 1 ~ • ._¡ 

--
493.9 972.7 1263.6 1540.4 18:21.6 

2 703.4 1478.9 1774.8 2337.8 2416.7 

3 950.4 1705.7 2100.6 2604.2 27-37. 8 

4 1093.7 1920.6 2451.2 2759.8 2932.6 

5 1192.3 2031. 5 2710.4 2994.5 3128. (l 

De estos resultados es evidente aue hav un incremento en la 

velocidad de reacción como respuesta a un aumento de la 

temperatura. alcanzando el <'.:otima a los 60 °C 

temperatura se observaron alaunos cambios flsicos durante la 

hidrólisis, orobablemente debido a termocoaaulaci<..'-n de la 

oroteina, dada la alta concentracié-o de sustrato lU /.). f-'ot• 

esta razón se decidió continuar las hidrólisis a 5U °C. 

El efecto cinético de la reacción se ouede describir oor la 

lev de la Arrhenius (54,551. 

94 



~ ÍQ i:'U. c:+·ecto de la temperatura en 
en la LPIJ con Amano-i:'A. e /s 1/., 
aq1 tac1on constante. 

.95 

la evo1uc1on de la 
lsl 10/. y pH 

h1drOll51s 
b.1 con 



r 
\ 
~ 
;_ 

ir 
; ... 
1:; 
e 
~ 

;. ~ 

íl j~ 

~t<:l el. Efecto de 
1nic1at de Amano-cA, 
constante, 

t•NPerat11ra of. 

la temperatura 
e/s 1%, fs1 

ele 
IU/. 

96 

re6acc1on 
y pH 

ele la 
b,t con 

7íl 

ve1oc1dacr 
ao1tac1cin 



donde 

K A EXPl-EA/rtl 

K constante de velocidad de reacci~D 

R Constante universal de los gases 

T temperatura en •K 

EA energ1a de activación caracterlstica de cada 

enzima 

A constante 

Si se qraflca el loo de VI en función de 1/ r. la pendiente 

es iqual a la enerqla de activación de la enzima dividida Por 1-:. 

En la fioura 22 se ~rafican los valores correspondientes. De 

donde se concluye que el valor de la energla de activación 

obtenido oara la proteasa Amano-ZA es de 10,688 cal/mol. 

C> EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO EN LA 

VELOCIDAD INICIAL DE LA HIDROLISIS CATALIZADA POR AMANO-ZA. 

Se realizaron hidrólisis con diferentes concentraciones de 

protelna de la LPD 1. 93. 4. 3,. 7.7. 14.8. 18.5 V 31.3 g/l. 

manteniendo constante la concentración de enzima le/s 0.225 

gil> a un oH 6.1) a v 51) •C. En la fioura 2::!. están graficados los 

resultados obtenidos, en donde encontramos oue la velocidad 

inicial varía con la concentración de sustrato. En la fioura :¿1¡ 

se grafican los valores de velocidad inicial en tunción de la 

concentración de sustrato, donde se observa 0L1e la reaccié.D ouede 
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ser descrita cor el modelo de Michaels-Menten. ~n esta figura se 

aorecia oue a valores menores al 1 X de sustrato. la velocidad 

inicial de la reacción es directamente proporcional a la 

concentración de sustrato. Esto significa aue en los e:rner1mentos 

de hidrólisis realizados, donde [sJ = 10 y 5 X de orotelna. la 

reacción es de orden cero respecto al SL1strato. E.s dec 11-. que 

Vmc.x es indeoendiente de la concentración de sustrato cor 

ubicarse en la zona de saturacio::.-n. 

En la fioura 25 se reoresenta oraficamente 1/Vo en furic 1 ¿n 

de 1/[sJ (Lineweaver-Burkl. de donde se concluve oue Vrna>< es 

ioual a 291.29 v Km es de 0.98 X . 

8. EXPERIMENTOS DE HIDROLISIS COI~ LAS PkOTEASAS 

AMAN0-2A Y PRONASA. EN UN PROCESO DE DOS ETAPAS. 

Dado que unicamente se loor6 liberar el 21 X de la 

fenilalanina total con la proteasa Amano-2A. siendo este el rneJor 

resultado obtenido con las proteasas anali::adas. se dec1di,;:, 

incrementar el _grado de hidr6ol is is con la avuda de una seounda 

enzima. Para este fin se introdujo la enzima pronasa. Se trata de 

una mezcla de enzimas oroteollticas de SlrQpLomycea gn .. seuG, aue 

contiene una exopeotidasa v es emoleada frecuentemente en 

alimentos. Se efectuó este problema con el fin de saber hasta aue 
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arado de hidrólisis es posible lleaar con un oroceso enzimático. 

ya oue no tiene ninguna oosibilidad de aolicacicri comercial dado 

su alto costo : $ 20,800 US/kg <SIGMA>. 

A> DESARROLLO DE LA HIDROLISIS. 

Se realizó la hidrólisis en dos etaoas 

hidrolizó la LPD [sJ = 10 'l.. con la enzima Amano-2A (e/s = 1 /.) 

a oH 6.5 y 50 •C durante 5 Hrs. y ooster1ormente se s1gu10 con 

oronasa al mismo oH y 40 °c oor 5 Horas más, antes de af'iad1r !a 

seaunda enzima oue inactivo térmicamente la enzima Amano-:,::A. 

Es conveniente seí~alar oue la hidrólisis con oronasa se 

efectuó a oH de 6.5 ya oue Narahash1 1561 reoorta oue a este nH 

la actividad de las exooeotidasas orevalece sobre las de 

endooroteinasas. 

Con el fín de encontrar v seleccionar las me.1ores 

condiciones de hidrólisis en la oue la oronasa libera el máximo 

de fenilalan1na se evaluaron las siau1entes variaoles 

concentración de enzima, pH y tr?moeratura de reacc1•.:n oara la 

oronasa. El tiemoo de hidrólisis se alarao en todos los 

e:rnerimentos a 24 horas de reaccién con la oronasa, a ara 

permitir una mavor exoresión de la actividad exooeotidasa, va aue 

en la oronasa es menor 

endooeotidasa. 

en o roo ore i é10 
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Se orobaron diferentes concentraciones de oronasa V se 

observo el efectó de la dosis en la reaccioo con el f(n de 

exolorar la factibilidad de emolearla en dosis bajas. En la tabla 

19 se presentan estos resultados. 

Tabla 19. efecto de la dosis de oronasa en la liberaci•.'.>'1 de 

fenilalanina *· 

mg fenilalanina 

liberada/g oroteina 

0.75 

27.6 

% DE PkONASA e/s 

0.5 0.25 

26.7 22.5 

* adicionada desoués de 5 Hrs de reacci én con Amano-2A. 
la fenilalanina se midió por holc. 

(l. 1 

19. o 

La dosis de 0.1 % e/s puede ser adecuada seoon se demostró 

en experimentos adicionales si se incrementa el uH hasta 7.4 len 

oposición a lo reportado por Narahashi, Y.l donde se obtuvieron 

27.6 mq de feniialanina liberada por oramo de orotelna. Estos 

exoerimentos demuestran la viabilidad del oroceso con oronasa s1 

se lacrasen disminuir los costos de la exapeptidasa o bien se 

oudiese imolementar un sistema de hidrólisis con la mezcla de 

oroteasas inmovilizadas. Sin embarco, oara efectos de este 

proyecto, por ahora la combinacioo no resulta adecuada desde el 

punto de vista econ6nico. 

104 



9. ESTABILIDAD MICROBIOLOGICA DE LOS HIDROLIZADOS. 

Se evaluó la estabilidad microbiolé-aica de los h1dt·olizados 

obtenidos con la mezcla Amano-2A v f-'ronasa a las 2'1 horas de 

reacción v se observo. por cuenta en placa len aaar e:{tracto de 

mal tal. aue sl hubo contamínacioo microbiana desoués de las 10 

horas de hidrólisis ; por la que se apto realizar las hidrólisis 

siauientes con benzoato de sodio al 0.1 X . 
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CONCLUSIONES. 

Los resultados obtenidos en este traba.io oermiten,_ establecer 
, ·<:-'.--;-'.,:':-

las bases para la orimera etaoa del oroceso de ct~cidl.1t-ci·:O- --de un 

alimento orotelnico bajo en fenilalanina . 

Se selecciono como sustrato la leche en oolvo descremada 

tanto por su disoonibilidad v costo como su valor nutricio. De 

presentarse alaún problema en el oroceso va sea en la 

hidrólisis o en la seoaración de la fenilalanina, esta ooc i ón 

oermite con relativa facilidad cambiar la materia prima oor 

caseinato, con el aue se obtienen resultados similares 157). 

Se evaluaron cuatro oreoaraciones de enzimas oroteollticas 

oroteasa Amano-ZA, oroteasa N, HT-oroteolvtic 200 v oaoalna 

orimero en base al grado de hidrólisis ni trc"Oeno o rote in ico 

soluble) v posteriormente en términos de su esoecificidad oara 

la liberacit'.11 de fenilalanina. Se lleaó a la conclusion rle oue 

una sola enzima no permite obtener niveles de l i berac i ,_:,;-, 

suficientes oara la imolementacicri de la secunda etaoa. Sin 

embarco, se preseleccionó a la enzima Amano-:lA va aue adem-'<s de 

ser la más eficiente en la hidrólisis lmavor liberacic-n de 

tirosina oor unidad de actividad), es con la oue se loara el 

nivel superior de fenilalanina libre 12 mo fenilalanina I oramo 

de protelna, oue corresponde al 21 X del total <medido oor H~LCI. 
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Las condiciones establecidas para la hidrólisis con Amano-~A 

son: 

S = 10 l. : e/s 

aoitac1eo constante. 

1 l. 6. o V 

Se decidió emplear mezclas de proteasas con respecto Amano-

2A v aunaue el grado de hidrólisis fue mavor, la fenilalanina no 

aumento considerablemente. Siendo la me.ior combinaciéil la de 

Amano-2a con la croteasa N 15 mo fenilalanina I o de crotelna. 

Se optó por recurrir a una enzima con actividad de 

e:wpeptidas. Entre estas, la mas conocida V de mavor 

disoonibilidad es la pronasa. Las condiciones lt:it1mas de reacci.:-n 

de esta enzima son : e/s = 0.1 l. ; oH = 7.4 : l = 4U •C v tiemoo 

de reacc i oo = 24 Horas 

En combinacioo con la Amano-2A. se alcanzó a liberar 27.6 mo 

de fenilalanina / o de oroteina, aue eauivale al 51.u 'l. de la 

feni lalanina total. Para los fines del provecto, esta combinaci•.'..il 

no resulta adecuada desde el cunto de vista econcmico aunoue s1 

es acrooiada oara emolearse como base de la secunda etaca del 

orovecto o sea cara la seoaraciro de la fenlalan1na. 

Este trabajo fue desarrollado en forma oaralela con la 

secunda etaca. (separación de fenilalanina : 57i. cor lo oue Jos 

resultados fueron inmediatamente incorcorados a esta. En su 
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con.1unto. el oroyecto fue terminado e;.:1tosamente n..:;D1en1:iü :::1~:0 ·inc-

imoort:ante conclusi·~n del oroceso tle seL1arac1·~'f1. 21 OUE 

el tm1nac 1 en de fen í 1 al an ina en ti i v tr it.1~ ti do:; e·5 c¿:,ns i n~~~¿\{·1 le-. 

Por esta razon no fué necesario recurr!r a e;;cneot"11j¿ts21s .• Slf10 

de las alternativas analizadas en este traba10. 
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