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LRESUMEN GENERAL



El presente trabajo describe la elaboraci6n de un alimento con bajo contenido
de fenifalanina obtenido por ‘hidroisis enzimética, seguida de la separacién de la
fenilalanina por medio del tratamiento con carbén activado. De igual forma se
caracteriza un hidrolizad_o 4cido de caseina que se propone como alternativa para la
liberacién especifica de fenilalanina en proteinas, Esta investigacién forma parte del
Programa Nacional de Prevencién del Retraso Mental de Origen Metab6lico y su
objetivoespecifico es satisfacer Jademanda de alimentos por parte de josrecién nacidos
en los cuales se manifiesta la enfermedad "Fenilcetonuria®, causada por la deficiencia
en la enzima fenilalanina hidroxilasa. De igual forma este trabajo forma parte de un
desarrollo tecnol6gico completo hasta nivel planta piloto, realizado en la Facultad de

Quimica y en ¢ Centro de Investigacién Sobre Ingenieria Genética y Biotecnologfa



2 INTRODUCCION



La fenilcetonuria es una de Ias enfermedades hereditarias que médicamente se
conocen como hiperfenilalaninemias, debido a algiin defecto enzimético en alguna

zona del proceso de hidroxilacion de la fenilalanina (Veldzquez, 1987).

La fenilcetonuria es causada por una deficiencia en 1a actividad de la enzima
fenilalanina-4-hidroxilasa que participa en la para-hidroxilacién del amino4cido. Su
manifestacién clinica es un severo retraso mental asi como otros transtornos

neurolégicos (Cederbaum, 1984).

Las investigaciones realizadas hasta la fecha involucran la bioquimica de la
fenilcetonuria, el diagnéstica y el tratamiento oportuno, a fin de prevenir el retraso
mental que conlleva aefectos emocionales graves no sélo parael enfermo, sino también

para la familia, a un alto costo para Ia sociedad.

En México no sehaestudiado aiin un niimero o bastante grande de recién nacidos
€omo para conocer con exactitud la frecuencia de la fenilcetonuria. Eatre 1975y 1977
gracias a una colaboracién entre ¢l Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
U.N.A.M.y la entonces Sccretaria de Salubridad y Asistencia, se realiz6 el programa
de tamiz nconatal que consistia en tomar gotas de sangre del talén del bebé recién
nacido en una tarjeta de papel filtro y analizar el contenido de amino4cidos. Se
detectaron a dos pacientes entre treinta y seis mil recién nacidos estudiados. A causa
del cambio de la administracién priblica se intersumpi6 el programa, reanudéndose en
1986.



Se sabe que la deteccién y el tratamiento son sumamente costosos, pero més
costoso es no realizar el diagnéstico yel tratamiento de los nifios fenilcetontiricos desde
su nacimiento (Lenhinger, 1986). Veldzquez (1987) caleulé que en México, el costo para
realizar el estudio para la detecci6n de un caso de fenilcetonuria en 10,000 nifios recién
nacidos, serfa de $5,000 délares, sumando $7,100 délares del tratamiento con la dieta
alimenticia especial durante los primeros ocho afios de su vida. Sia esto se le agregan
$19,200 délares por concepto de la escuela especial y la atencién médica durante los
20 afios de vida promedio de un fenilcetondrico,se llegaria a $31,300 d6lares gastados
sin haber puesto un remedio al avance de la enfermedad. Por otro lado en la deteccién

y el tratamiento oportuno se gastan solamente $7,100 délares.

Como consecuencia de lo antes expucsto, quedd constituido el Programa
Nacional de Prevencién del Retraso Mental que se realiza a través de un trabajo
conjunto entre la Universidad Nacional Auténoma de México (UN.AM), la
Secretaria de Salud (S.S.),el Instituto de Seguridad y Servicio Social para los
Trabajadores del Estado (1.8.5.5.T.E.), los Servicios Médicos dei Departamento del
Distrito Federal, asi como las Secretarias de la Defensa y de Marina. Hoy en dia el
pfograma es financiado con fondos de la U.N.AM,, de 1a 8.S., de la Administraci6n
del patrimonio para las investigaciones Biomédicas (U.N.A.M.), de 1a Beneficencia
Piblica y del CO.N.A.CY.T. El programa tiene como sede el Departamento de
Genética de la Nutrici6n del Instituto Nacional de Pediatria en la Ciudad de México,
donde se lleva a cabo la implementacién institucional de la prueba de deteccién de la

enfermedad y el scguimiento de los casos positivos.



Elproyecto "Praduccion de un alimento Bajo en Fenilalanina” se desarrolla desde
1987 en ¢l Departamento de Alimentos de la Divisién de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Quimica y en el Centro de Investigacién Sobre Ingenieria Genética y

Biotecnologia como una aportacién al Programa de Prevencién de Retraso Mental,

El proyecto estd contemplado en varias etapas a fin de desarrollar un proceso

para obiener un producto para ser suministrado a nifios que padecen fenilcetonuria.

La primera ctapa consisti6 en seleccionar una proteina base, llevar a cabo una
hidr6lisis enzimAtica extensa y realizar la separacién de la fenilalanina del hidrolizado

{Lara, 1988).

La segunda ctapa consiste ea efectuar la formulacién del producto terminado,
una evaluacién econ6mica preliminar y prucbas a nivel planta piloto, lo que se efectda

actualmente (Ldpez, 1989).

Una etapa complementaria es explorar la hidr6lisis 4cida para la liberacién de

fenilalanina en lugar de Ia hidrélisis enzimatica en proteinas.

Asimismo, los diferentes estudios de Ia hidrélisis &cida, de la hidrélisis enzimética
ydelaseparacién de la fenilalanina del hidrolizado, constituyen una actividad de apoyo

al proyecto.



3 GENERALIDADES



3.1 FENILCETONURIJA: ANTECEDENTES HISTORICOS

Efesiudio de la fenilectonuria data de 1934, afio en que Asbjorn Folling trabajaba
cn ¢} Tnstituto de Fisiologia Veterinaria en Ja Universidad de Oslo; se presenté una
madre con dos niitos con retraso mental para efectuarles diversos estudios, Al realizar
clanélisis rutinario de orina, observé que al agregarle cloruro férrico, apareciaun color
verde que minutos més tarde desaparecia, comenzando asi, el problema de aislar e
identificar {a nueva sustancia que provocaba estas reacciones. Folling observé la
enfermedad en hermanos en cuatro familias y consider6 que era hereditaria como un

caricter recesivo (Bickel, 1980).

En la primera década de su estudio, de 1934 a 1944, el 4cido fenil-fictico fue
descubicrto en la orina y se contribuyd a explicar Ia genética de la enfermedad, las

primeras anormalidades eleciroencefalograficas y cambios epilépticos.

En la scgunda década, de 1944 a 1954, la investigacién fue caracterizada por
avances importanies en el conocimiento de los aspectos quimicos de la fenilcetonuria.
Sc demostré que la ruta metab6lica de 1a fenilalanina es através de una

para-hidroxifacién para convertirla en tirosina.

En 1953, se describié el sistema enzimético y se explico que Ja inactivacién de la
enzima que hidroxila ¢n posicién para, provoca la fenilcctonuria, hallazgo que ayudé

a simplificar la reaccién de hidroxilacién.



Laintroduccién de nucvos métodosanaliticos, microbiolégicos, espectroscépicos
y cromatogréficos, aclararon las anormalidades bioquimicas de la fenilcetonuria, asi

como el metabolismo de la tirosina a triptofano y sus aminas.

En la tercera década, de 1954 a 1965, los descubrimientos de Folling incluyen el

desarrollo de la deteccién y el tratamiento de Ja enfermedad.

Para ¢l tratamiento fueron desarrollados productos con bajo contenido de
fenilalanina. Se reconoce a Bickel y sus colaboradores como los pioneros en la
preparacién de una dieta para el tratamiento de la fenilcetonuria a partir de un
hidrolizado 4cido de caseina, del cual retiraron la fenilalanina por medio de adsorcién
con carbén activado, técnica descubierta por quimicos alemanes. Posteriormente se
formul6 una mezcla artificial de amino4cidos que también permitié mantener en
niveles normales la concentraci6n de fenilalanina en Ja sangre de nifios

fenilcetontricos.

A partirde lo anterior, se han desarrollado alimentos para nifios fenilcetontiricos.
Algunas patentes dedicadas a la produccién de alimentos para el tratamiento de la

fenilcetonuria, se presentan en la tabla 1.

En 1970, se llcgé a la conclusién de que debe de iniciarse el tratamiento dentro
de los tres primeros meses de edad para evitar retraso mental y dafio irreversible al

cerebro,



TABLA1
ALIMENTOS PARA EL TRATAMIENTO DE FENILCETONURIA

Principio Basico Patente Clave Fecha
Hidrdlisis Acnda Parcial (113P04) DD 262,674 CIC12P21/06| 07-Dic-88
e Hidrolisis Enzimética (Enzimas,

Pancrcéucas y Diggstivas)
Uso de Proteinas Sintéticas EP 285,675 CICI2N150G]  12-Oct-88
Hidrdlisis Enziméatica JP 61 68,426 CIA61K37/18] 08-Abr-86

Uso de Fenilalanina  Amonio W0 853,230 CIA61K37/56] 01-Ago-85
Liasa

Uso de Protcinas con Bajo JP 595,111 CIA61K9/08{ 12-Ene-84
Contenido de Fenilalanina

Hidrolisis Acida (11Cl) DD 157,258 CIC07G7/00]  27-Oct-82
Uso de Proteinas con Bajo €S 190,178 CIAG1K31/70f 15-Sep-81
Contcnido de Fenilalanina

Meczcla de Aminoicidos UK 2,038,629 ClA61K31/195 30-Jul-80
Mezcla de Aminodcidos US 4,209,531 CIA61K31/195]  13-Sep-78
Hidrolisis Enzimética DD 147,615

Hidrélisis Acida DD 211,337

Hidrélisis Acida

D 700,966
Uso de Proteinas con  Bajo DE2,117243
Contenido de Fenilalanina

Hidrélisis Enzimética JP 5182,791

Uso de Fenilalanina  Amonio JP 58 86,082

Liasa

Uso de Fenilalanina  Amonio JP 7324748

Liasa

Uso de Proleinus con Bajo INL 66 11,028

Contenido de Fenilalanina

Principio Bisico Referencia
Uso de péptidas bajos cn Enzyme 1987, 38 (1-4), 321-7
femlalanina

En 1968, en los Estados Unidos se desarrollé un estudio con 129 pacientes
normales con una edad promedio de seis aftos. El estudio sugiri6 que el nivel normal
de fenilalanina en sangre es de 5 a 10 mg/100 m! de sangre, dosis en la que no se sufre
dafio alguno, sin embargo, para algunos investigadores esto parecié una conclusién

algo prematura. Considerando cl valor mayor en el rango de! nivel en sangre y que un

10



aumento de ese valor puede causar una disfuncion cercbral del paciente cuando tiene
mayor demanda intelectual, emocional y conductal, se acords que lo mejor seria definir
el rango e¢n niveles mas bajos, es decir de 1 a 4 mg de fenilalanina/100 ml en sangre,
para niitos con fenilcetonuria, hasta no demastrar lo contrarjo. También se observé
que en ciertas ctapas del desarrollo los pacientes requieren una mayor cantidad de
fenilalanina y de los demds aminodcidos. Asi, si se suministraba de 25 a 27 mg de
fenilalanina por Kg de peso al dia, en forma constante, cuando aumentaba la demanda,

se detenfa ef crecimicnto y s¢ presentaba aminoaciduria.

Durante muchos afios se ha discutido sobre la edad a la cual se debe suprimir la
dieta baja en fenilalanina, al respecto se sugiere un rango de 12-15 afios, evitando asf

la melanizacién del cerebro durante la pubertad.

Una incOgnita sobre el tratamiento dietético en la actualidad, es cudndo y c6mo
administrarlo a mujeres fenilcetoniricasembarazadas, para preveniral feto de lesiones
como microcefalea, retardo en el crecimiento, cambios neurolégicos y malformaciones
en ¢l corazén, huesos, ojos y otros 6rganos, malformaciones que se presentan sobre

todo entre la tercera y sexta semana de gestacién (Bickel 1980).

3.2 ALIMENTOS BAJOS EN FENILALANINA

La fenilcetonuria puede ser tratada si se descubre en el recién nacido y se le
mantiene bajo una dicta controlada en fenilalanina durante los primeros afios de su

vida, el paciente puede asi desarroflarse y llegar a ser un adulto normal.



Para una dicta controlada se cuenta con dos productos alternativos:

1. Una mezcla de L-aminodcidos puros, productos que resultan de un alto costo
debido a la poca disponibilidad de algunos amino4cidos. El producto es
complementado con carbohidratos, vitaminas y minerales sin llegar a ser un alimento

completo.

2, Un producto obienido por hidrélisis de proteinas por accién enzimética o
accion 4cida, para luego retirar la fenilalanina con un adsorbente como el carb6n
activado. El hidrolizado s complementado con los aminoé4cidos perdidios en el
proceso, carbohidratos, grasas, mincralesy vitaminas para considerarse como la fuente

proteica principal del fenilcetondrico.
3.2.1 Mexcla de L-aminodcidos

Existen en el mercado diversos productos preparados a partir de mezclas de
L-amino4cidos, los mé4s conocidos son: PHENYL-FREE (marca registrada de Mead
Johnson) y MILUPA PKU-1 y MILUPA PKU-2 (marcas registradas por MILUPA

A6 en Alemania Occidental), a continuacion se da una descripci6n de cllos.
A) PHENYL-FREE

Por ser una mezcla de aminoAcidos, carece de fenilalanina, por lo que se pueden
consumir otros alimentos que contengan pequeias cantidades de fenilalanina y que
ayuden a complementar las necesidades nutricionales del infante, es consumido por

nifios de 2 a 13 aios, su andlisis proximal se muestra en la tabla 2 (Andnimo, 1986a).



TABLA 2
ANALISIS PROXIMAL DE PHENYL-FREE, (-ndnimo, 1986a).

COMPONENTE /100 g de POLVO
Equivalente de proteina (N*6.25) 203
Grasa 6.8
Carbohidratos 66.0
Minerales {cenizas) 38
Humedad 3.2

B) MILUPA PKU-1Y MILUPA PKU-2

Los productos MILUPA PKU-1 y MILUPA PKU-2 son mezcla de
L-amino#cidos que ademis conticnen vitaminas, minerales, elementos traza y
cantidades minimas de sacarosa. Los dos carecen de fenifalanina y se asemejan a la
composicién de aminoAcidos patrén de la leche materna, pero aiin son productos
incompletos, por lo que ticnen que ser complementados con alimentos que contengan
carbohidratos, grasas y fenilalanina, pero cuidadosamente controlados (Andnimo,

1980).
Los productos MILUPA presentan ciertas desventajas:

1. Noson muy aceptados por tener un sabor fuerte y un olor desagradble,

2. Elconsumo no debe exceder de 1 mmol/Kg/dia de cisteina y metionina en
cl organisma, ni fa cantidad de cationes Nat y K+ debe ser superior a fa
cantidad de iones Ci- porque puede provocar una acidosis metabélica y de

hecho, los nifios que son alimentados con este producto sufren anorexia y

13



vémito. En la tabla 3 se presentan las composiciones de ambos productos.

TABLA 3
COMPOSICION DE LOS ALIMENTOS: MILUPA PKU-1 Y MILUPA PKU-2,
(Anénimo 1980).

NUTRIMENTO MILUPA PKU-1 (%P/P) MILUPA PKU-2 (%P/P)
Aminoficidos 66.30 80.10
Sacarosa 17.60 710
Humedad 5.20 3.50
Kcalorias 272.00 295.00
Vitaminas 1.29 0.70
Minerales 9.84 5.46

3.2.2 Hidrolizados proteicos

El producto LOFENALAC (marca registrada por Mead Johnson) (Acosta,
1977), es un hidrolizado enzimético de caseina, adicionado de carbohidratos, grasas,
vitaminas y minerales, siendo un alimento nutricionalmente completo, su f6rmula y

composicion se muestran en la tabla 4,

Se obscrva que por su bajo contenido de fenifalanina se pueden consumir otros
alimentos para cubrir las necesidades nutricionales del fenilcetontrico y permitir asi

que el nifio se relacione con el sabor y {a textura de los alimentos (Andnimo, 1986b).

Sin embargo LOFENALAC no cumple con la composicién de amino4cidos

semcjante a la de la leche materna, atn tiene un contenido residual de fenilalanina, su
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TABLA 4
COMPOSICION DE LOFENALAC (Acosta, 1977}

NUTRIMENTO VALOR/100 g DE ALIMENTO
Kcalorias p 415506(()?
uivalente de protefna K
Eq P (&) 1300
Carbohldmlos © 57.00
Aminoécidos (S
L-arginina 0.34
L-histidina 027
L-isoleucina 0.78
L-leucina 1.45
L-lisina 1.58
L-metionina 0.51
L-fenilalanina 0.08
L-triptofano 0.20
L-treonina 0.81
L-tirosina 0.82
L-valina 1.19
Minerales ?ng 2769.50
Vitaminas {mg 220.00
* hidrolizade de caseina que contiene sol 0.4% dc fenilal

sabor y olor son desagradables a los nifios y adultos, no asi a los bebés. Si se consume
en exceso causa obesidad en el nifio por su alto contenido de grasas y carbohidratos,

su solubilidad es baja, teniendo que calentar la mezcla mientras se agita.

33 NUTRICION: YALOR NUTRITIVO DE LAS PROTEINAS

Alnacer. los nifios pesan en promedio 3Kg y miden 50 ¢m; a los § meses duplican

su peso y al aiio lo triplican y aumentan de 20 a 30 ¢m de estatura. De Jos 5 a los 9
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meses les aparecen los primeros dientes mientras que a partir del segundo afio se
modera la velocidad de crecimicato aumentando entre 2 y 3 Kg/aiio y creciendo de 6

a 8 cm/afio hasta la adolescencia (Robinson, 1979), (UTBON, 1983).

Durante los primeros 6 meses, la leche ya sea del seno materno o de la férmula
ldctca, satisface las necesidades proteicas y energéticas del nifio. Durante el segundo
semestre, la leche materna ya no es suficiente y se requicre introducir otros alimentos,
tomando en cuenta la necesidad de administrar la la cantidad de proteina necesaria.
Entre el primer afio y 1ercer aiio se tiene la fase peligrosa para adquirir enfermedades
y el aumento de peso es irregular y lento. A partir del tercer afio hasta alrededor de
los dicz aiios, ¢l nifio adquicre cierto grado de resistencia a las infecciones y puede
ingerir una varicdad més amplia de alimentos; asi aunque permanezca con pesos y
cstatura menores de lo normal, empicza a crecer lentamente. (Fomon,1976),

(White, 1980).

Las protefnas sc han clasificado entre otros criterios de acuerdo con su capacidad
para mantener la vida y promover el crecimiento. Una proteina completa posee la
cantidad suficiente de los aminoAcidos indispensables, siendo ésta de alto valor
biolégico. Tal es ¢l caso de la proteina de huevo, de la carne, de la leche, de las aves y
del pescado. La proteina ideal de referencia seria la que por cada gramo de proteina
s¢ produciria un gramo de tejido, asignandoscle entonces un valor biol6gico de 100.
Unaproteinaparcialmente completa, logramantenerlavida, pero carece dela cantidad

suficicnte de aminodcidos indispensables, tal es el caso de 1a gliadina del trigo. Una



proteina totalmentc incompleta, es incapaz de reemplazar o construir nuevos tejidos
y por lo tanto no puede conservar 1a vida ni promover el crecimiento, como son fa

gelatina y 1a zeina del maiz (Fisher y Bender, 1976), (Chivez y Meez., 1979).

La calidad, determina entonces la utilidad de una proteina alimenticia para el
crecimiento y mantener los tejidos. La cantidad de proteina que se puede sintetizar
depende del aminoécido limitante, es decir del amino4cido indispensable que se
encuentre en menor concentracion. Las proteinas del huevo y de la leche humana
ticnen todos los aminodcidos presentes en las proporciones adecuadas, siendo
aprovechadas integramente, por lo que se les asigna un valor biol6gica de 100 (Wilfiams,

1961), (De Chivez, 1969).

Los aminocidos se absorben en el intestino proximal a la circulaci6n portal. Las
velocidades de absorcian son reguladas por mecanismos complejos, que dependen de

a) lacarga total de aminoécidos liberados por la digestién;

b)  las proporciones de los diversos amino4cidos en la mezcla que sers, absorbida;

€) ladisponibilidad de transportadores para llevar los amino4cidos a las células de
ja mucosa y,

d)  lafijacién de aminoAcidos en los 1ejidos.

Todos los aminodcidos que se necesitan para la sintesis de una proteina, deben
estar presentes cn cantidades suficientes, si falta un s6lo amino4cido, tu proteina no

puedc sintetizarse. Si uno de jos amino4cidos est4 en cantidad limitada, sucede lo



mismo y eptonces los aminodcidos en exceso, son catabolizados para producir energia.
Por esta raz6n resulla sumamenle importanie que lodos los aminoicidos
indispeasables s¢ encuentren en la concentracién adecuada, sobre todo durante ef

crecimiemo (Harpery Col., 1978), (Wilson, 1978).

Por otro lado, en ¢l caso de 1a fenilcetonuria, resulta especialmente importante
cl controfar la concentracion de fenilalanina en la dicta de los nifios en crecimiento, y

mantener el balance requerido de los 22 resiantes.

En la tabla 5, se presenta la clasificacion de protefnas de acuerdo a su funcién.
De esta tabla se desprende las graves cansecuencias que ocasiona una deficiencia en

su sintesis, en ¢l funcionamicnto del organismo (Bohinski, 1985).
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TABLA S
FUNCION DE LAS PROTEINAS (Bohinski, 1978).

Proteinas de defensa natural: por cjemplo, los anticuerpos en la fraccién
gammaglobulina dc la sangre.

Proteinas digestivas: varias enzimas presentes en las secreciones gastrointestinales;
catalizan la degradacion de los alimentos de la dieta a sustancias més pequeias.
Protefnas de transparte: hemoglobina, por cjemplo, que transporia el oxigeno en la
sangre; muchas otras se encuentran en fas membranas celulares que operan en cf
transporte de sustancias a través de la membrana,

Proteinas sanguineas: fibrinGgeno. por ejemplo. que participa en los procesos de
coagulacin.

Proteinas hormonales: proteinas que regulan fas actividades celulares, tal como la
insulina.

Proteinas respiratorias: los citocromos, por ejemplo, que participan en el transporte
de clectrones a aceptores apropiados como el oxigeno cn os organismos acrobicos;
se consideran también como enzimas.

Proteinas represoras: proteinas que regulan la expresion de los genes en los
Cromosomas.

Proteinas receptoras: varias proteinas que se encucntran en Jas membranas
celulares; Juepo deunir asustancias especificas por el lado exterior dela célula pueden
transmitir esa informacion hacia el exterior.

Proteinas ribosomales: las proteinas en asociacién con el RNA forman los
ribosomas. los cuales son un agregado multimolecular que participan en labiosintesis
de proteinas.

Proteinns de visién: la rodopsina, por cjemplo, que participa ¢n los eventos
moleculares asociados con la vision.




3.3.1 Quimica de !a fenifalanina.

La fenitalanina s uno de los 20 amino4cidos cominmente cncontrados en las

proteinas. Fue descubierta por Schulze y Barbieri en 1879 (Greenstein, 1961).

La fenilcetonuria es una de las enfermedades de las que médicamente se conoce

como hiperfenilalaninemias, debidas a algin defecto enzimatico en alguna zona del

sistema de hidroailacion de [a fenilalanina (taba 6).

TABLAG6

FORMAS CLINICAS Y BIOQUIMICAS DE HIPERFENILALANINEMIAS
(Cederbaum, 1984).

NOMBRE DEFECTO ASPECTOS FENILALA- | SUSTRATOS
ENLZIMATICO CLINICOS NINAEN EN ORINA
SUERO
(mg/ml)
fenileetonuria fenitalanina retraso mental, 20 fenilpiruvato
clasica hidroxilusa enfermedades metabolitos
neurolGgicas.
Pérdida de
pigmentos y excema
hiperfenil- fenilalanina algunas veces 4-20 usualmente
alaninemia hidroailasa parcial | [enotipicamente normal
persistente normal sin terapia
deficiencin dihidropteridina retraso mental, 4 fenilpiruvato
dihidropte- reductosa enfermedades metabolitos
ridina neurolGgicas Dihidropteri-
reductosa progresivas y dina clevada
potencialmente
fatales
defectos sintétivos delecto igual al anterior 4 igual al
de biopterina it anterior,
sintético ademds
biopterina
elevada




La fenilacetonuria es debida a una profunda deficiencia ¢n la actividad de la
enzima fenilalanina-4-hidroxilasa también lamada L-fenilalanina-4-monooxigenasa
que participa en la para-hidroxilaciéon de la fenilalanina. Ademds se requieren

tetrahidropteridina, NADPI y oxigeno (figura 1) (Lenhinger, 1986).
Durante la fenilcetonuria, los enfermos excretan con la orina (Cederbaum, 1984):

1. fenilalanina

2. 4cido fenilpirivico

3. 4cido fenillactico

4. 4cido fenilacético (como fenilacetilglutamina)

El exceso dc fenilalanina altera el metabolismo de la tirosina y se excretan cn la

orina:

5. &cido p-hidroxifenilpirivico
6. &cido p-hidroxifenillactico
7.4cido p-hidroxifenilacético, como p-hidroxifenilacetilglutamina

Enla figura 2 se muestra ¢l metabolismo gencral de la fenilalanina v de {a tirosina.
En la figura 3 se observan los metabolitos que se excretan en la orina durante la
fenileetonuria. La fenilalanina es un aminoacido indispensable mientras que la tirosina
noloes. Estose debe a quela fenilalanina es precursora de latirosina. perosila primera

seconsume en pequeiias cantidades, entonees lasegundaseconvierte en indispensable.

Latirosina es precursora de las hormonas adrenalina y tiroxina y de Ja melanina,

pigmento negro que existe en la retina, ¢l pelo y la piel bronceada por el sol de las razas



blancas y 1a picl oscura de las razas de color. Se produce por oxidacién de la tirosina
mediante la orto-difenoloxidasa (tirosinasa). La oxidacion comprende la formacién

de dihidroxiindol que se polimeriza espontdncamente a melanina (Mahler, 1971).

[
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CATABOLISMO DE PROTEINAS

FENILALANINA ______ ; TIROSINA
! ———

SINTESIS DE PROTEINA i l SINTESIS DE PROTEINA

FENILPIRUVATO } METABOLISMO ENERGETICO

EXCRECION « EXCRECION ¢———

FIGURA 1
REACCION DE HIDROXILACION DE LA FENILALANINA (Cederbaum, 1984).

FENILALANINA __,TIROSINA ¢, P-1IIDROXIFENILPIRUVATO

FENILPIRUVATO MELANINA | s ACETOACETATO +

2 FENILACETATO TIROXINA »FUMARATO

3 FENILLACTATO NORADRENALINA

ADRENALINA

FIGURA 2
METABOLISMO DE FENILALANINA Y DE TIROSINA (Mahler, 1971)
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3.3.2 Caracteristicas de un producto pars siimentacién de fenicetoniricos.

La base para desarrollar un alimento apto para niftos, fenicetoniricos deberd
tomar como punto de partida las cantidades de nuirimentos minimos recomendables
necesarios para fenar los requerimientos que permitan un desarrollo adecuado del

individuo que lo consuma.

Sisetomaen cuentaquelo queseestd madificando eneste proyectoeslaproteina,

en principio las caracieristicas a establecer se restringen a este nutrimento.

En primer lugar, de acuerdo a las disposiciones de la Secretaria de Salud, un
alimento para lactantes (de menos de 12 meses) y niftos de 14 3 aios deberd cumplir,
en cuanto al contenido de proteina, lo que marca el Dinrio Oficinl de 1988, el cual

menciona textualmente:

"IV. Protcinas: como minimo 1.8 /100 kilocalorfas utilizables de proteinas de
calidad nutritiva cquivalente a la de lacaseina, o una cantidad mayor de otras proteinas
en proporcién & su valor biolGgico. La calidad de las proteinas no serd inferior al 85%
de la casefina. La cantidad tota] de las proteias no exceders de 4 g/100 kilocalorias
utitizables. La calidad de las proteinas debera determinarse empleando alguno de fos
métados biol6gicos. Podran ailadirse aminodcidos aislados a fin de mejorar el valor
nutritivo de la formula, para mejorar la calidad de las proteinas, podrén afadirse
aminodcidos indispensables tnicamente cn las cantidades estrictamente necesarias,

tos cuales deberdn ser en su forma "L, de acuerdo a a norma correspondiente.”
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En cuanto al contenido de cada aminodcido que se debe ingerir, 1a FAO (1973},
recomienda una cantidad minima de amino4cidos indispensables para cumplir con los

requerimientos diarios que permitan un sano desarrollo del individuo (tabla 7).

TABLA 7
REQUERIMIENTOS DE AMINOACIDOS INDISPENSABLES EN EL HUMANO
(FAQ, 1973)

AMINOACIDO REQUERIMIENTOS PARA PATRON IDEAL
BEBES (0-6 MESES) PROVISIONAL PARA
mg/dia/Kg E
mg/g proteina

Histidina 28 14
Isoleucina 70 35
Leucina 161 80
Lisina 103 52
Mctionina + Cis 58 29
Fenilalanina + Tir 125 63
Treonina 87 44
Triptofano 17 8.5
Valina 93 47

Total de  aminodcidos 742 3725

indispensables

requerimicinto  total  de

roteina (huevo o proteina de 2,000
eche)

Por esta razon, un producto con las caracteristicas requeridas para
fenileetondricos debera ademés cumplir con los criterios anteriores cn cuanto al

contenido de proteina y aminodcidos.

Por dltimo, la dieta recomendada para niiios fenilcetondricos cstablece que la

ingesta de fenilalanina deberd ser de 20 a 60 mg/dia/Kg de peso del nifio, para que el



nivel en sangre del aminoacido sea de 3 a 10 mg/100 ml. Si la ingesta de fenilalanina
es inferior de 20 mg, el crecimiento se detiene y si es superior de 100 mg sufre retraso

mental (Davison, 1979).

3.3.3 Hidrélisis de proteinas

La hidrdlisis de proteina se puede efectuar mediante varios procesos (Hill, 1965):

a) Hidrolisis dcida
b) Hidrolisis alcalina y,

¢) Hidrolisis enzimatica

Los primeros experimentos en hidrélisis dcida de proteinas se realizaron por
Branconnot en 1820 a raiz del descubrimicnto de los métodos cromatogréficos y
electroforéticos para examinar los productos de los hidrolizados proteicos, al uso de
4cidos y enzimas como agentes de la degradacién sistemdtica de las proteinas y a la
separacion de enzimas proteoliticas con alta pureea para realizar las hidrélisis

selectivas.

Desde un punto de vista experimenta, los métodos empleados para la medicién
de hidrélisis de proteinas se basan, ya sea en la diferencia de solubilidad, en la rotacién

6ptica, en ¢l espectro de absorcion y en la precipitacién de la proteina hidrolizada.



Otros métodos se basan en las reacciones quimicas del producto hidrolizado, es
decir, de amino4cidos y péptidos con distintos agentes, después de separar la proteina

no hidrolizada. (tabla 8).

TABLA 8
REACCIONES QUIMICAS PARA LA MEDICION DE HIDROLISIS DE
PROTEINAS
METODO REACTIVO FUNDAMENTO

Espectrofotométrico [Ninhidrina  [Se produce color azul violaceo con los
aminoécidos que se leen a 540 nm, exceptola
prolinague da color amarillo a440 nm, Se basa
en la ley de Beer.

Espectrofotométrico JAcido  fosfo|Se conoce como el método de Lowry, para el

molibdo andlisis de protcinas. Se basa en la deteccion
tingstico de tirosina, con color azul y obedece 1a ley de
Beer,

Los métodos cromatogréficos son técnicas que permiten separar, identificar y

cuantificar aminodcidos y péptidos.

La electroforesis es muy valiosa en el aislamiento y la separacién de proteinas y
en ladeterminacion directa de Ja meecla de proteinas o bien de amino4cidos. Se basa

en el movimiento de particulas cargadas en un campo eléctrico.



3.4 HIDROLISIS ACIDA DE PROTEINAS
Los parametros que afectan la hidrélisis 4cida de proteinas son:

8) la temperacura

b) la presién

¢) el tipo de dcido

d) la concentracion del dcido

e) la concentracion de la proteina

f) la composicion de la proteina

g) la presencia de material no proteico

J.4.1 Especilicidad

Los resultados de Gordon (1941), muestran que la hidrélisis 4cida parcia! tiene

cierto grado de especificidad explicdndola de la siguiente forma:

Losamino4cidos: glutaminay asparagina,en los inicios de la hidrélisis desprenden

en forma de amonio, ¢l grupo amino que les conliere cardcter basico.

La scrinay latreonina también forman amonio; pero proveniente del nitr6geno
alfa-amino. El contenido de amonio desprendido es proporcional al contenido de

los cuatro aminodcidos anteriores en la proteina.

Existen cfectos clectrostaticos debido a que las cargas positivas de los grupos
NH3* terminales, que repelen 4 los iones H¥, hacen al enlace adyacente al grupo,

més resistente al ataguce dcido, demostrado termodindmicamente. La figura 4 muestra



las constantes de velocidad para la hidrdlisis de enlaces peptidicos. Sc nota que en un

tripéptido, ¢l enface mas alejado al grupo amino-terminal ¢s el mds susceptible a
hidrolizarse que el otro (Hill, 1905).

e217  ke15.5 k=20
H o‘n o‘u H O ® ﬁl*} 5o
AN LW 3 W —CH,—C—~R—C—C—OH
H,N—C~C—N—CH,—C—N—¢—C—O0H H,N—CH, l
[}
C CB,
?H: én' ;
7~ e "
H,c’f:{ ~cH, ¢ 1ui‘(:ﬂ. B,C Ei5‘(:1!,
A c
8 D
ke1.45 Fe3.50 EeB.A2
o HH OlN [¢]
o %9 i I ® HE RN i B
EN—C—C—N—CH—C—OH g N—CH,—C—N—(—C-K—Ci,—C—0R
CH, [03: 9
I 1
c
RC”JCH, By CH,

FIGURA 4
Las constantes de primer orden (x103 min-l) para la hidrélisis de: a)
Leucilglicilleucina, b) Leucilglicina, ¢) Glicilleucina y d) Glicilleucilglicina en HCI 2N
a 94.15°C (Hill, 1905).
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Elgrupo R de los aminodcidos causan efecto estérico. El péptido glicilglicina se
hidroliza 70 veees y ¢l péptido valilglicina 25 veces més rdpido que los péptidos

leucilleucina y leuciltriptofano.

Se observa una resistencia a la hidrélisis por el grupo amino-terminal de valinay

leucina debido a sus grupos R isopropil ¢ isobutil respectivamente.

En los enlaces formados por serina y treonina que den ¢l grupo amino-terminal
se ha demostrado que son muy labiles al ataque dcido explicAndose por una migracién
acil N-O cuando s usan soluciones 4cidas con HCl 12 N 20°C, mientras que en

soluciones diluidas ¢n que también son ldbiles, no existe explicacion alguna.

Los enlaces formados por residuos de aspartil son muy susceptibles a 1a hidrélisis
en écido diluido debido a las cargas negativas del grupo carboxilico del 4cido aspértico
que atrae a los iones HF, siendo esta susceptibilidad funcién de la concentracién de

4cido y no del tipo de dcido (Hill, 1965).

3.4.2 Hidralisis dcida completa,

La hidrolisis dcida completa se puede Jograr con: HCI 6N, 110°C, 24 hr, libre de
oxigeno, de sustancias no proteicas y de metales. Este proceso de hidrélisis de una
proteina es el que se efectia para conocer la cantidad y composicién de sus

aminodcidos, excepto triptofano en el analizador de aminoAcidos.
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Se ha puesto de manifiesto la destruccion de algunos aminodcidos: la glutamina
se convierie a dcido glutdmico v 1a asparagina se convierte a 4cido aspértico; pero hay
métodos que permiten estimar su contenido en la proteina. El triptofano es destruido
y produce humina; pero se puede cuantificar mediante una hidrélisis alcalinaen la que
no esdestruido. Hay otros reportes que mencionan que del 5-10 % de serinay treonina
son destruidos dependiendo del tiempo de hidrélisis y en cantidades pequeias. Otros
aminodcidos son destruidos como la cisteina, el dcido aspartico, la prolina, la tirosina,
cl &cido glutamico.la arginina y la lisina. Esta destruccién varia en funcién del ticmpo

de hidrolisis, de la concentracion y composicion de la proteina (Hill 1965).

3.4.3 Hidrdlisis dcida parcial

La aplicacion mas importante de la hidrolisis dcida parcial es determinar la

secuencia de amino4cidos y 1a estructura covalente de los péptidos.

La hidr6lisis 4cida parcial pucde hacerse con HCI 12N a 37°C hasta llegar a
obtener péptidos, pero debido a la naturaleza tan compleja de 1a hidrélisis y a las
condiciones més suaves de reaceion, el rendimicnto de algunos péptidos es bajo y Ia

fraccionacién de los productos resuha dificil (Hill, 1965).

En la hidrétisis 4cida diluida con HCl 0.1N, se verifica una inversion de la
glicilvalina a valilglicina y la consecuente formacién de una dicetopiperazina, un
anhidrido ciclico (figura 5), sin embargo con HC] 12N, 37°C es poca o nula esta

inversion.
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FIGURA 5

Inversion de glicilvalina a valilglicina y la consecuente formacién de una
dicetopiperazina en HCI0.1N (Hill, 19085).

En péptidos con residuos de dcido aspartico se ha observado una interconversion
de su grupo carboxilico en esiructuras alfa-aspanil, bera-aspartil y alfa-beta-aspartil
(figura 6), cuando se hidroliza proteina con HC 12N, a 37°C, por 2 dias, sin embargo

con HCI 5.7N, 100°C por periodos cortos de tiempo . no se detecta.

En valores de pH écidos ocurre la transformacion del grupo amino-terminal de

glutamina a un anillo de Acido carboxilico pirrolidona (figura 7).
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FIGURA 6

Interconversion del grupo carboxilico en estructuras alfa-aspartil, befa-aspartil y
alfa-beta-aspartit, en 1HHCH 12N a 37°C por 2 dias (Hill, 1965).
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FIGURA 7
Transformaciin del grupo amino-terminal de glutamina a un anillo de dcido
carhoxilico pirrolidona (Hdl, 1965).

Sin embarpo. las anteriores reacciones de inversién no se han detectado en

estudios secuenciales, sino s0lo en modelos peptidicos.
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En los tiftimos 30 aios se han efectuado una gran cantidad de estudios sobre ¢l
comportamiento de fa hidrolisis dcida parcial: pero no se han recopilado en
publicaciones o libros especializados. Para fines de csta investigacion se revisaron
publicaciones que tenian como fucnie proteica parala hidrélisis acida ala ovoalbimina,

al gluten, alaleche en polvo y a la gelatina entre otras.

Partridge (1949,} aisla Ja fenilalanina de un hidrolizado de ovoalbiimina que

obtienen con el 9.6 ¢ de proteina en 100 mi de HCl al 21.87% a reflujo por 40 hr.

Toshikazu y Col. (1984). hidrolizan una proteina variando la concentracién de
acido clorhidrico de 10% a 25% con ef 12% c¢n proteina y una temperatura mayor de

160°C.

Harrisy Pon (1956}, realizan lahidrolisis cida de unaserie de dipéptidossintéticos
con écido clorhidrico2N a99°C, para determinar sus constante de velocidad. Asimismo
determinan sus valores de *Rf" en cromatografia en capa fina. con una mezcla de

solventes: butanol-Acido acético-agua (4:1:5).

Mareceky Kozich (1956), estudian algunas proteinas para conocer la labilidad de

los enlaces peptidicos con HC 10% a 20%

Nakazima ¢ lkeda (2941), realizan hidrdlisis de caseina y gelatina a altas

temperaturas y presiones por 4 a5 horas en agua y en HCl 20%.
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Gordon y Col. (1941). efectéan hidrolisis de gelatina con dcido clorhidrico
concentrado a 37°C por una hora, obteniéndose 173 del hidrolizado en forma de
amino4cidos libres y encuentran la preferencia de la ruptura en los aminodcidos

basicos.

Zhigalov (1949). compara la hidrdlisis dcida de gluteny de la proteina de la carne
con HCI 16%4 y [1C} 7% . Para el gluten observa que la hidrélisis es de 5§ a 6 veces més
rapida con 1HCl 16% que con 11C) 7%. Para la proteina de la carne, observa que la

hidrélisis es 10 veces mas rédpida con HCl 16% que con HCH 7%.

Hull (1949,) estudia la influencia de 1a presion, de la temperatura y del pHen la

hidrélisis de gluten.

Strocchi (1954), estudia cl efecto de la concentracién de 4cido en la hidrélisis de
caseina, notando gque el HCl 26% es ligeramente més poderoso que ¢l HCl 20%.,

notdndose en cl incremento del grupo alfa-amino libre en los hidrolizados.

Karambelkar, Ramasarma y Sreenivasan (1950). tratan una protcina auna presién
de 40-100 atm de CO3z en autoclave a 100-300°C en presencia de Sn o Ti como

catalizador.

Mondolfo y Camboni(1950}, produjeron hidrolizados enzim4ticos con el fin de
liberar 18 aminoAcidos. Cuando las hidrélisis se realizaron con HCI 3N por 8 horas a
120°C se liberaron: alanina, arginina, glicina, glutamina y prolina, mientras que con

HCL 8N por 8 horas a 100°C obtuvieron isoleucina, histidina, leucina y valina, como



aminoécidos libres.

3.4.4 Racemizacion

Para conocer fa actividad 6ptica de una muestra, generalmente se emplean los
polarimetros. Si la luz gira en ¢l sentido de las agujas del reloj, es dextrorrotatoria y se
le asigna con {+) 6 D. Si por ¢l contrario, la muestra hace girar el plano de la luz
polarizada cn sentido opucsio al de las agujas del reloj, se dice que es levorrotatoriay

se designa como () 6 L.

Los estereoistimeros que guardan entre sila relacion de imagenes superponibles
se denominan enantiomeros y estos giran el plano de la luz polarizada en direcciones

opuestas, pero con magnitudes iguales.

La quiralidad cs un prerrequisito para la existencia de actividad 6ptica, sin
embargo, los compuestos quirales no son necesariamente 6pticamente activos. De
acucrdo al sistema de Cahn-Ingold-Prelog, los compuestos (+) son (R) (rectus,
derecha) y los (-) son (8) (sinister, izquierda). Una mezcla racémica (DL-) es un
complejo molecular de las formas Dy L que se produce durante la sintesis quimica

(Mazury Harrow, 1973).

Los diastereémeros son moléeulas con dos o més centros quirales y no son
necesariamente quirales; asi, las molceulascon centros quirates, pero que son aquirales,

SC CONOCEN COMO COMPUESLOS Meso y poscen un clemento de simetria,
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En todos los aminodcidos de origen natural, excepto la glicina, el carbono "alfa"
es asimétrico y las sustancias son Opticamente activas. La serina se toma como
referencia para clasilicar @ los aminodcidos de acuerdo con su configuracién,
perieneciendo a la familia L. al igual que el L-gliceraldehido. Todos los aminoacidos,

excepto la cisteina, poseen la configuracién absoluta (S).

Los aminodcidos: cisteina, hidroxiprolina, dcido beta-hidroxiglutdmico, treonina
e isoleucina, poscen dos carbonos dpticamente activos por lo que tienen cuatro

estercoisémeros posibles los D, los L, ¢l racémico y el meso.

La cisteina inactiva (racemalo con partes jguales D y L) por primera vez fue
preparadapor Hoffman y Gortneren 1922 ieriendo a la L-cisteina en reflujo con 4cido
clorhidrico concentrado por fargo tiempo, pero no pudo demostrarse sino hasta afos

més tarde cuando se aislaron las diferentes formas de la cisteina,

De hecho la racemizacion de los aminodcidos ocurre durante una hidrolisis de
proteinas, pero no se tiene conocimiento de las condiciones de hidrélisis en que se
pueda evitar o minimizar en todos o ciertos aminoécidos, s6lo se sabe que con un lcali
son fAcilmente racemizados, disminuyendo la rotacion 6ptica especifica hasta ser de
cero. Algo similar ocurre con las idantoinas cuando son tratadas con alcalis diluidos.
Los amino4cidos obienidos de eilas son 6pticamente inactivos (figura 8) (Schmidt,

1944).

Lasseries Ly D de los amino4cidos dificren en sabor; en la serie L los amino4cidos

son amargos o sin sabor, mientras que en laserie D son de sabor dulce. (Meister, 1965).
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FIGURA 8

Mecanismo de acetilacifin de un aminodcido para ohtener un aminoacido racémico.
(Schmids, 1944).

3.5 IHIIDROLISIS ENZIMATICA

Lapropicdad fundamental de una enzima es ¢l de ser una proteina que aumenia
la velocidad de una reaccion ¥ se caracteriza por tres punios que la distingue de los

catalizadores quimicos (Whiraker, 1972):

1. Son catalizadores muy clicientes,

2. La mayoria de las enzimas se distinguen por su especificidad de accién ya sea
sobre algiin tipo de enlace o bicn por un sustrato determinado.

3. La actividad de fas enzimas esid sujeta a regulacion: por pH. por temperatura,

por inhibidores o por ¢l mismo sustrato.



En 1923, James Summer aisl6 la enzima ureasa y desde entonces, s¢ han aislado
mis de 2,000 enzimas. Tan s6lo en 25 se ha determinado la estructura tridimensional,

empledndose la difraccion de ravos X.

Las enzimas se clasifican con base en el tipo de reaccion quimica que catalizan,

siendo seis los grupos existentes. (tabla 9) (Bohinski, 1978).

La habilidad de las enzimas proteoliticas para hidrolizar enlaces peptidicos
formados por aminoAcidos especificos les dan ciertas ventajas sobre otros agentes

hidroliticos, entre otros:

1. Se obtienen altos rendimientos de péptidos o aminoacidos.

2, Se produce un hidrolizado con un menor tipo de péptidos en condiciones més
suaves de reaccion,

3. Pricticamente no hay alteracion hidrolitica de los productos.

4, Se requiere de una muy pequeia cantidad de enzima.

§. Las enzimas pueden usarse para modificar sustancias biolégicamente activas.

Una desventaja podria ser la transpeptidacién, que sélo ha sido deducida, pero
noidentificaday ¢l costo de la enzima, aunque las condiciones de reaccién, temperatura

y presién relativamente hajas, hace que su uso sea poco costoso.
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TABLA 9

RESENA PARCIAL DE LA Ci.ASH"lCAClON SISTEMATICA DE LAS ENZIMAS

(Bohinsky, 1978).

3.

Oxidorreductasas (reacciones de 6xido-reduccién de todos los tipos).

1.1 actiian sobre ¢l grupo CH-OH como sustrato.

1.1.1 requicren NAD+ o NADP+ como aceptor de hidr6geno.

Transferasas (rcacciones yue implican la transferencia de un grupo intacto de
&tomos de una moléeula dadora a una aceptora).

2.1 transferencia de grupos metilos,

2.4 iramsferencia de grupos glucosidicos.

2.7 transferencia de grupos que contienen {6sforo.

Hidrolasas (reacciones que implican la ruptura hidrolitica de enlaces quimicos,
tales como C-0Q, C-N, C-C).

3.1 hidrélisis de enlaces estéricos.

3.2 hidr6lisis de ealaces glucosidicos.

3.4 hidrélisis de enlaces peptidicos.

Liasas (reacciones que implican la ruptura de C-O, C-C, C-N y otros enlaces
por otros medios fuera de hidrélisis u oxidacién.

4.1 liasas carbono-carbono.

4.2 liasas carbono-oxigena.

4.4 lasas carbono-uazulre.

Isomerasas (reacciones que implican cualquicr tipo de isomerizacién, tales
como racemizacion, cpimerizacion e isomerizaciones cis-trans).

5.1 racemizacién y epimerizacién.

5.2 isomerizacién cis-trans.

Ligasas (reacciones que implican Ja formacidn de un producto que resulta de
la condensaci6n de dos moléculas diferentes acopladas a fa ruptura de una
unién pirafos{Grica del ATP).

6.1 formacion de enlaces carbono-oxigeno.

6.2 formacion de enlaces carbono-azufre.
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3.5.1 Cinética quimica

Lasreacciones quimicasse pueden clasificar en monomoleculares, bimoleculares,
tri, tetra, ete., segn e nimero de moléculas que interactdan durante la formacion del

producto (Lopez-Munguia, 1987).

Las reacciones s distinguen también por su orden cinético, que se establece de
la relacion entre la velocidad de la reaccién y la concentracion de los reaccionantes.
Se determina experimentalmente, mediante un ajuste de los datos experimentales en

la ecuacién de velocidad de la reaccion.

Por ejemplo, se ticne una reaccién A --> B donde A representa al reaccionante
o sustrato y B representa al producto. Para ella se puede hacer una expresion
matemdtica que defina la velocidad de la reaccién en funcién de la desaparicién del

sustrato o de la aparicién del producto con respecto al tiempo.
V = kAR = d[A]/dt = +d{B)/dt

V = velocidad de la reaccién

k = constante declocidad que tiene un valor fijo para ¢l sistema bajo una serie
de condiciones especificas, cuya Gnica variable es la concentracién del
sustrato.

orden cinético de la reaccién

A = concentracién de sustrato
B

concentracién de producto



Sc puede conocer ¢l valor de n. determinando la velocidad de la reaccion a

diferentes concentraciones de sustrato. ¢ igualmente se puede calcular k.

Cuando n = 0 (orden cero) V = k. es decir, la velocidad es independiente de la
concentracion del reaccionante, mientras que cuando n = 1 ( orden primero) V =
k(A), es decir, la velocidad es directamente, proporcional a la concentraci6n del

reaccionante, (figura 9).

T T L L T
in Ao
o AL o
mz=K
L | ~ -
_ —_— A A i
t t
FIGURA 9

Representacién grifica de una cinética quimica de a) orden cero y, b) primer orden.
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La teoria cinética moderna establece que en el paso de sustrato a producto hay

un estado de transi

On Que representa un estado activo o de alta energiay que con la
velocidad con que se produzea la concentracion de la especie activada, determina la

velocidad de la reaccion y estd ademds controlada por:

a) laenergia de activacion que es Ia diferencia entre el estado de transicién y
fundamental del sustrato;

b)  por el niimero de colisiones efectivas que dan energia a las moléculas y,

€)  porelrequerimiento de una oricntacion espacial adecuada de las moléculas

participantes.

3.5.2 Cinética enzimatica

Aligual que fas proteinas, las estructuras conformacionales de 1as enzimas cstan
estabilizadas por puentes de hidrégeno, uniones i6nicas e hidrol6bicas, y cn algunos
casos enlaces disulfuro. La accién de temperaturas extremas, de disolventes, de
condiciones drdsticas de pli y fucrza idnica, y de varios agentes quimicos, produce
desnaturalizacion de la enzima, lo que origina la pérdida de su actividad; cuando el
cefecto del agente desnaturalizante no es muy fuerte, la enzima puede nuevamente
regenerar su actividad al adquirir otra vez su estructura tridimensional de origen

(Whitaker, 1972).

A continuacién se describe ¢l efecto del pH y de la temperatura en el

comportamiento de las cnzimas,
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Efecto del pli

Con frecuencia, ¢l centro activo de la moléeula, ticne grupos ionizables que para
lograr una actividad adecuada, deben estar ionizados correctamente por lo que ¢l pH

del medio de reaceion es de suma importancia.

Existe una desnaturalizacion irreversible de las ¢nzimas a pH extremos, debido
a la pérdida de su estructura espacial por la ruptura de los enlaces covalentes.
El pH en ¢l cual la enzima alcanza su méxima actividad no coincide

necesariamente con ¢l pll al que se observa su méxima estabilidad.
El comportamicnto que siguen las enzimas s¢ muestra en la figura 10,

Efecto de la Temperatura

Al aumentar la temperatura aumenta la velocidad de reaccién y se reducen los
puentes de hidrogeno, las interacciones iGnicas y las fuerzas de Van Der Walls, ademas
surgen interacciones hidrofobicas por lo que se ven modificadas las estructuras

secundaria, terciaria y cuaternaria de la enzima.

Asi se obticne un perfil con un miaximo de velocidad a una temperatura que se

denomina Gptima (figura 10).

Para comprender la accion enzimdtica, cn 1913, Michaclis y M.L. Menten
propusicron una teoria en la que dicen que la enzima E se combina irreversiblernente

con ¢l sustrato § para formar un complejo intermediario enzima-sustrato ES, ¢l cual
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se descomponia irreversiblemente para producir productos Py {a enzima libre en su
forma nativa. A cadd reaceion se le asignauna constante especificade velocidad. (figura

11).

k k
E+S <====l:=====i ES .........:2......> E+P
2

A partir de este mecanismo se obtuvo la expresion:

Donde:

Yo = velocidad inlcial de la reaccion
Vméx.= velocidad inicial mdxima alcanzada
Km = constante de velocidad

[S] = concentracion inicial de susirato
y donde también:

(K2 + K3M(Kyp)
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Efecto del pll y de 13 temiperatura en una reaccién catalizada por enzimas,
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FIGURA 11

Representacion grafica de ia ecuacién de Michaelis-Menten,
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Ademis de pader determinar la Km con la ecuacion de Michaclis-Menten, que
da un valor estimado. se pucde hacer con ¢l grafico de Linewcavwer-Burk que es cl

reciproco de la ccuacién de Michaclis-Menen (figura 12).

FIGURA 12
Grilico de Lineweavwer-Burk de !a cinética de Michaelis-Menten,

Durante la reaccién e¢nzimética pueden haber sustancias que reduzcan la
velocidad de reaccion. llamandose inhibidores, éstos pueden ser entre otros,

competitivos 0 no competitivos.
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En fa inhibicion competitiva, ¢l inhibidor compite con el sustrato por ¢l sitio
activo. En fa inhibicion no competitiva, el inhibidor pucde unirse irreversiblemente o
reversiblemente a la enzima y puede ser ¢n el sitio activo o en oira zona, por lo que la
inhibicién no pucde disminuirse con la adicién de més sustrato. Ambas inhibiciones
pueden detectarse mediante un andlisis grafico de los datos de velocidad inicial a
diferentes concentraciones de sustrato en presencia y ausencia del inhibidor como se

muestra c¢n las figuras 13 v 14,

FIGURA 13
Grifico de Lineweaver-Burk de {a cinética competitiva: a) con inhibidor y b) sin
inhibidor,
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FIGURA 14
Gralico de Lineweaver-Burk de la cinética de la clisica inhibicién no competitiva.

3.53 Enzimas proteoliticas

Las protcasas, son enzimas muy especilicos que gracias a sus propiedades son
capaces de lavoreeer la ruptura de enlaces peplidicos. Pueden reconocer uno o varios

sitios de ruptura.

Las endoproicasas son aquellas gue atacan en el interior de la cadena, mientras
que las exoproteasas atacan ¢n los extremos de la cadena ordenadamente, ya sea por

¢l amino-terminal (aminopeptidasas) o el carboxilo terminal {carboxipeptidasas).

Las caracteristicas que las distinguen son:
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a)

b)
€)
d)

Lanaturaleza de los residuoses de importancia ya que para algunas enzimas
es importante s6lo ¢l amino-terminal o bien ¢l carboxilo terminal.

S6lo reconocen a los L-aminoacidos.

Eltamaiio de la proteina apareniemente no es importante.

Requicren de un enlace peptidico, aunque la tripsina y otras proteasas

también reconacen ¢ hidrolizan el enlace éster.

Ahora bien, las anieriores caracteristicas estin dadas gracias a la configuracién

espacial del sitio activo y a los residuos laterales del sitio activo que determinan la

especificidad.

Seguin el sitio activo, las proteasas sc clasifican en:

1. Proteasas serinicas

Casitodasson endopeptidasas, Conticnen serinaensusitio activo. Como ejemplo

estén la tripsing, 1a quimotripsina, la subtilisina y la elastasa,

2. Proteasas sullidricas

Son de origen vegetal, Conticaen el grupo SH en el sitio activo. Participan en

reacciones de oxido-reduccién. Como cjemplo se puede mencionar a la papafna, la

ficinayla bromelina. Los agente oxidantes, los alquilantes y los iones metalicos pueden

inhibir el sitito activo.

3. Proteasas metdlicas
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Contienen jones metélicos generalmente en una relacién estequiométrica con su
molécula. Pueden ser Znt, Cat, Fet, etc. Estas enzimas se inactivan con un agente

quelante. Son ejemplo, las carboxipeptidasas Ay B.
4. Proteasas dcidas

Secaracterizan por la presencia de grupos carboxilicos en el sitio activo. Ejemplos:

pepsina, renina y algunas proteasas microbianas.

Ahora bicn, las enzimas proteoliticas también est4n clasificadas de acuerdo a su

fuente de origen.

Asl, existen las enzimas protcoliticas de origen animal tanto del tracto
gastrointestinal como de los tejidos; las proteinasas vegetales y las proteinasas

microbianas (Hill, 1965). (Adler-Nissen, 1986).
a) Enzimas proteoliticas del tracto-gastrointestinal,

La pepsina fue fa primera enzima proteolitica que se conoci6, gracias a
Spallanzanien 1783 yobtenidaenformacristalina por Northrupen 1930. Eslaprincipal
enzima proteolitica del jugo gastrico, se encuentra en casi todos los vertebrados y sus
propicdades varian ligeramente cn funcidn de su origen. En soluciones fuericmente
&cidas s estable, tiene un punto isoceléctrico menor de 1 y se desnaturaliza a valores
de pH mayores de 5. Lo mismo que las enzimas proteoliticas del pancreas, la pepsina
se sintetiza en forma de un precursor, o zimégeno, llamado pepsinégeno. Tiene un

peso molecular de 35,000, s de una sola cadena polipeptidica y s una endopeptidasa.



La renina es una enzima que se encuentra en el cuarto estémago de la terneray
que posee propicdades similires a las de la pepsina.
Se compone de una sola cadena polipeptidica con peso molecular de 40,000y punto

isocléctrico de 4.5,

E! proceso digestivo, iniciado por la pepsina en el estémago, continiia en el
duodeno, pracias a las cnzimas pancredticas: La tripsina y la quimotripsina

presentandose en ¢l jugo gastrico como zimdgenos Ay B.

L4 alfa-quimotripsina s una cndopeptidasa y cataliza la hidrélisis de ésteres,
amidas, hidroxamatos y otros acil-derivados, pero su actividad es méxima cuando la

funcién carboxilo del enlace peptidico procede de un amino4cido aromético.
La tripsina ¢s scmejante a la quimotripsina por:

a) El lugar de origen

b) La velocidad de sintesis

¢) La actividad endopeptidasa

d) El peso molecular

e) El punto isocléctrico

) La composicion en aminodcidos

g) La naturaleza del proceso catalitico

Lacarboxipeptidasa es una exopeptidasa del jugo pancreético (siendo en realidad

una familia de enzimas), degrada los polipéptidos en orden comenzando por el

53



C-terminal. En 1a digestion duodenal intervienen las carboxipeptidasa A y B, teniendo
la primera la maxima actividad catalitica [rente a los radicales aromdticos C-terminales

y la segunda cs especifica para Jos radicales bisicos C-terminales.

La carboxipeptidasa A ticne un peso molecular de 34,000, contiene zinc en
proporcion de un Atomo por molécula de proteina y se le une mediante una funcion

sulfhidrilo especifica.

Laleucinaminopeptidasa, se encuentra en la mucosa intestinal y en otros lcjidos.
Es una exopeptidasa que degrada progresivamente las cadenas polipeptidicas por el
NHp terminal. El enzima de rifién de cerdo ha sido muy purificada; pero no
cristalizada. Los iones magnesio o manganeso la activan, posee actividad csterasa y
peptidasa ¢ hidroliza una gran varicdad de sustratos. La actividad maxima se presente

en el grupo NHp terminal de Ja leucina.

La mucosa intestinal contiene, adem&s de aminopeptidasas y de
carboxipeptidasas, otras muchas peptidasas.Un gran nimero de estas enzimas son
especificas frentc a 1a longitud de la cadena del sustrato, en especial las dipeptidasas

y tripeptidasas.

b) Enzimas proteoliticas de los tejidos animales
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En los rifones. en ¢l bazo, en ¢l higado y en el tejide pulmonar entre otros, se
localiza intracclularmente un grupo de enzimas proteoliticas, como son las catepsinas
que son eadopeptidasas. No han sido aisladas lo suficientemente puras para

investigarias,
¢) Proteinasas vegetales

La Papaina s una cazima proteolitica del fruto de la Carica papaya, una planta
tropical, encontrindose muy concentrada en et latex. Consta de una sola cadena
polipeptidica, cuya sceuencia de aminoAcidas se conoce, su peso molecular esde 21,000,
ysu puntoisoeléetrico de 8.75 y no es demasiado especifica. Puede hidrolizar péptidos,

amidas ¢steres v tiodsteres.

La ficina, procede de fas plantas de la familia de 1a higuera, es una endopeptidasa
con un peso molecular de 26,000, Es una sulfhidrilenzima y su méxima actividad se

presenta frente a sustratos derivados de la Learginina.

Otras enzimas proteoliticas de origen vegetal son la bromelina de la pifia, la

quimopapaina del latex de ta papaya y la asclepaina de las raices de las cuforbidceas.
d) P'roteinasas hacterianas

A partir de las bacterias se han aistado muchos enzimas proteoliticos, los cuales

son exo y endopeplidasas y se caracterizan por baja especificidad,
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Como ejemplo tenemos ala Subrilisina BPN' de la cepa N de Bacillus subtilis, la
proteasa B. inesentcricus, 1a proteasa B. subiilis, 1a proteasa estreptococicay 1a proteasa

pseudomonadal.
e) Proteinasas fungales

Debido a las fiuctuaciones de precio y a la relativa escasez de las proteasas
animales, se han buscado sustitutos de origen microbiano. Las proteasas producidas
por los hongos Miccor micnci, Mucor pusillus y Endothia parasitica, han sido estudiadas
para sustituir a la renina de origen animal en la produccién de licteos, mientras que
la enzima fungal de Aspergitluy oryzac es usada en la industria de la panificacién para
reducir a la proteina cn polipéptidos y aumentar la extensibilidad y viscosidad de la

masa (Ldpez-Munguta, 1987).

3.6 CROMATOGRAFIA

En la cromatografia, una mezcla de sustancias que van a ser separadas se aplica
en soluci6én a un medio de soporte. Este puede ser papel (cromatografia en papel),
una capa de silice (cromatografia de capa delgada) o una columna rellena con resina
adsorbente o de intercambio iGnico (cromatografia de columna). Se deja correr por
cl medio de sostén un solvente revelador y dicho solvente lava junto con ¢l la mezcla
de las sustancias aplicadas previamente. Las diferentes moléculas de la mezcla son
arrastradas por ¢l lavado a distintas velocidades, con lo cual resulta su separacién

{Abbot y Andrews, 1965).
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El grado de separacion depende de cuatro fuerzas que influyen

independientemente una de otra. y son:

1, velocidad de flujo del solveme
2, solubilidad de Jas sustancias en cf solvente
3. efectos de fraccionamicnio

4, efectos de adsorcidn

El flujo del solvente es ipual para todas Jas sustancias que componen la mezcla.
Si todas las sustancias fueran wotalmente solubles, no habria separacién; pero es poco
probable que scan de Ja misma solubilidad en un mismo solvente. Si la sustancia es
muy soluble, tenderd a movilizarse més rdpido que otra sustancia poco soluble. Asila

combinacién de la solubilidad cs un factor de importancia.

Cuandose usan dos solventes, unasustanciase distribuird entre los dos solventes
enrelacion asu solubilidad en cada uno, El fenémeno se presenta cuando se usan dos
o mds solventes que no se mezelan y fas diferentes sustancias que componen la mezcla
a separar se distribuyen entre Jos solventes en relaci6n a su solubitidad en cada uno.

Esto ¢s muy comtin cn la cromatografia en papel, en capa delgada o en columna.

El fenémeno de adsoreién ocurre cuando hay una concentracién més alta en [a
superficie de un s6lido gue en ta superficic y no de penetracién como en el caso de la

absorcion,
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Hay cuatro tipos principales de procedimientos cromatogréficos (tabla 10),
aunque en muchos casos no cs"posiblc distinguir entre dos o més de los principios en
un método cromatografico en particular. Por ejemplo, la cromatografia en capa
delgada puede involucrar los fenémenos de adsorcién y de fragmentacién {b. I

Edwards, 1975).

TABLA 10
GUIA DE LOS PRINCIPIOS QUE ACTUAN EN LOS DISTINTOS METODOS
CROMATOGRAFICOS
(D. 1. Edwards, 1975).

PRINCIPIO CROMATOGRAFIA
fraccionamicnto en papel
de capa delgada
con gas
de columna
adsorcién de capa delgada
de columna
intereambio iénico de capa delgada
con papel especial
de columna
filtracién en gel de columna
de afinidad de columna

Por lo anterior se puede decir que una técnica es una cromatografia si es un
método fisico-quimico de separacion en el cual hay una fase estacionaria y una mévil.
La tabla 11 mucstra los diferentes métodos cromatograficos con los requisitos que se

cumplen para ser téenicas cromatograficas.
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Para que un problema sea resuelio ¢ficientemente, hay que estudiar todas las

1écnicas cromatograficas y usar cuando sea necesario una combinacién de cllas y no

sélo una.
TABLA 11
REQUISITOS DE LAS TECNICAS PARA DENOMINARSE
CROMATOGRAFICAS
(D.I. Edwards, 1975).
PROCEDIMIENTO | FASE FLJA FASE FASE MOVIL
ESTACIONARIA
en papel apel fiquido liguido
t.n ga 3 defgada gdﬁrbcmc lngundo hgmdo
E empaque liquido liquido
as lig uido liguido liquido gas
hlncnon en gel adsorbente solido fiquido
adsarcién sélido liquido
afinidad solido liquido

3.6.1 Cromatografia de filtracién en gel

Esta técnica de separacion consiste en hacer pasar una muestra a través de una
columna empacada con gel cuyo grado de entrecruzamiento define el tamaiio de las
moléculas que o pucden penetrar. El espacio entre las particulas estd ocupado por un

liquido que se hace fluir a través del medio cromatografico (Fischer, 1975).

Las sustancias que se van a separar son acarreadas por el flujo del liquido. La fase
estacionaria retarda cl progreso de las sustancias a través del medio, de esta forma, las

moléculas demasiado grandes para penetrario, cluyen en primer lugar en el volumen
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vacio (Vo), mientras que las demas moléeulas 1o hacen en orden decreciente de peso
molccular, ya que ¢l medio cromatografico consiste en un gel sin cargas. La
determinacién det peso molecular se efectiia mediante la cromatografia de filtracion

en gel.
3.6.1.1 Parametros usados para caracterizar al fecho cromatogrifico,

Para describir un experimento y evaluar los resultados, es necesario seleccionar
los pardmetros importantes, para poder describir el desarrollo del mismo (Fischer,

1975).

En los experimentos cromatogréficos, la gecometria del medio y la velocidad del

flujo son las dos variables mds importantes, que determinaran los resultados.

El significado de los términos altura del lecho y didmetro del mismo es lo

suficientemente claro y no requiere mucha explicacién.

El volumen del lecho cromatogréfico (Vt) o volumen total del medio, se calcula

a partir de la longitud y didmetro del lecho con la f6rmula del cilindro.

El volumen de vaciado (Vo) también llamado volumen del retardo o de espacio
muerto, es ¢l volumen del liquido del espacio intersticial entre los granos de lecho,
pucde determinarse medianie la cromatografia de una sustancia que no sea retardada

por el material del mismo y la medicién de su volumen de ejucién.

G0



El volumen del gef en el lecho (Vx) se obtiene por diferencia entre el volumen

total del mismo lecho y ¢} volumen del vaciado.
Vx = Vt- VYo

El volumen imerno s ¢l volumen pascial del liquido en fa fase del gel (Vi) y se
calcula por diferencia del volumen parcial de la matriz del gel def volumen del gel con

la f6rmula:
Vi = Vx- MgVg
donde:

Mg = peso de la matriz del gel en el lecho.

Vg = volumen especifico parcial de la matriz del gel.

También se puede obtener directamente si se conoce el agua recuperada del gel

(Ar} con la formula;

Vi = MgAr

3.6.1.2 Pardmetros usados para caracterizar el flujo

La velocidad del flujo a través del medio cromatogréfico, normalmente se mide

cn em3/min 6 cm3oras (Fischer, 1975).
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Cuandose comparan experimentos que se realizaron en lascolumnas de diferente
didmetro, se debe caleular la velocidad de Mujo por unidad de la seccién transversal

dellecho cromatogréfico, lo que resulta en la velocidad de flujo en em/min 6 cm/hora.

3.6,1.3 Pardmetros usados para caracterizar el comportamiento del soluto

Elvolumen de clucion de una sustancia es el volumen de eluyente que se requiere
en promedio para transportar las moléculas de la sustancia a través de la columna. Un
detector de ultravioleta por cjemplo, registra a la salida de la columna la eluci6n de

proteinas en forma de picos en las diversas fracciones colectadas (Fischer, 1975).

Considerando que los picos de clucion no son siempre simétricos, se evalda el

volumen de clucién dependicndo del tipo de pico. Asi se tienen tres formas:

a} Elvolumen de cluyente que ha pasado la columna entre la aplicacion de la
muestray la elucion de la concentracién maxima de sustancia, si la curva de

elucion es simétrica.

b)  Es el volumen cluido desde que se aplica 1a muestra hasta el punto de
inflexién o la mitad de la altura del frente de la curva de cluci6n, si ésta

alcanza una meseta.

¢} Elvolumen de clucién se mide desde el punto donde la mitad del volumen
de fa muestra hasido aplicado hasta que el maximo de la curva de elucién
4

ha sido obienido.



El volumen relativo de elucion (Ve/Vo) no requicre explicacion.

La constante de retencion (R) es el inverso de (Ve/Vo), se relaciona con las
velocidades relativas de migracion que caracterizan el comportamiento cromatografico

de las sustancias. Otro pardmetro sin nombre que lo distinga es (Ve/Vt).

El cocficiente de particion (K) carrelaciona ¢l comportamicnto de elucién de

una sustancia y su coeficiente de particion entre la fase estacionaria y la fase mévil.
Si se supone que ¢l gel completo es la fase estacionaria se aplica:
Kprom. = (Ve - Vo)/Vx

Si s6lo se considera al liquido embebido en el gel como la fase estacionaria, se

aplica:

Kj = (Ve - Vo)/vi

3.6.1.4 Parametros para caracterizar los geles

Los parmetros usados para caracterizar los geles, son aquelios que estdn
relacionados con las propiedades cromatogréficas de éstos. Para ello se hace uso de la
relacién entre ¢l peso molecular y (Kprom,) de las proteinas globulares. Estos se
grafican en una escala logaritmica en donde el peso molecular est4 en la abeisa y

(Kpronw.) cn Ja ordenada (Fischer, 1975).

63



Debajo de cieno peso molecular, la curva es casi horizontal, en esta zona, todas

las sustancias se eluyen juntas en el volumen muerto, teniendo que:
Ve = Yo y Kprom, = 0

Ellimite de exclusion del gel por consiguicnte es el punto donde la curva llega a

Kprom. = 0.
El agua recuperada s cl volumen de agua embebida en un gramo de gel seco al
hincharse, sin incluir el liquido que se encuentra en los intersticios entre los granos.
3.6.1.5 Determinacion de pesos moleculares

Para calcular el peso molecutar de una sustancia, es necesario asegurar que su
paso a través de la columna se lleva a cabo sin restricciones excepto las debidas a su

tamaiio (Fischer, 1975).

Esta condicién sc evaliia mediante el cdleulo de la variable (Kav) que representa
la fracci6n del volumen del gel estacionario que esta disponible para la difusién de un

soluto dado.
El célculo de Kav se realiza con la ecuacién:

Kav = (VE - Vo)/(Vt - Vo)
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Graficando el logaritmo de los pesos moleculares en las abcisas con los valores
de (Kav) obienidos al ensayar una mucstra conocida, en las ordenadas, se obtiene la
ecuacién de una recta con la que se puede caleular ef peso molecuiar de un muestra

desconocida mediante la interpolacion de sus valores experimentales de (Kav).

Si el valor de (Kav) ¢s mayor de 0.75, estd ocurriendo algiin tipo de adsorcién y
si es menor de (), significa que ha ocurrido un acanalamiento en el gel y es necesario

reempacar la columna.

3.6.2 Cromatografia en capa delgada,

El comportamicnto cromatografico depende tanto del adsorbente como del
medio de clucion. Dentro de ciertos limites, se puede predecir que adsorbente y medios
de elucién son apropiados para la cromatografia de alguna sustancia determinada

(Nudo, 1977).
Los pasos fundamentales de la téenica son:

1. preparacién de las placas

2, aplicacion de la muestra

3. desarrollo de Ja cromatografia

4. visualizacion

S, identificacion cualitativa ( medicion de los valores de Rf con estdndares)
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6. cvaluacion cuantitativa (opcional)
a) medicion direeta sobre placa

b) medicion por clucion
3.6.2.1 Preparacién de las placas,

Se utilizan placas de 20 x20 6 de 10x 206 de 5x 10 cm, con un espesor de 4 mm,
Existen placas preparadas en el comercio con cualquiera de los adsorbentes que se

ocupan, siendo los principales (Nwio, 1977):

silicagel kieselguhr

alimina celulosa
Se utilizan dependiendo de sus caracteristicas como son:

- caracter neutro, basico o dcido
- capacidad de adsorcion
- tipo de cromatografia: adsorcion o particién

- naturalcza de la muestra

3.6.2.2 Aplicaciin de la muestra,

La aplicacidn debe realizarse con cuidado, mediante una pipeta capilar o jeringa
Hamilton, tocando suavemente la superficic de Ja placa mientras la solucion gotea
sobre clla sin dafar la capa de adsorbente, de lo contrario pueden producirse manchas

distorsionadas y con valores cercanos de Rf si no se separan (Nuso, 1977).
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Los factores que deben considerarse en la aplicacién de las muestras son:

1. seleccion det solvente de la muestra
2, cantidades a ser aplicadas

3. mecanismos de aplicacion

La seleccion del solvente no es de gran importancia, sin embargo debe
considerarse que si ¢l solvente es fuertemente adsorbido por el adsorbente, pueden
observarse irregularidades cuando la fase movil pasa por las manchas,
distorsiondndolas, pero también puede ener ventaja en cuanto a que impide que la
mancha s¢ difunda al ser aplicada. El solvente debe ser removido tanto como sea
posible. La cantidad de la muestra deber4 ser lo suficientemente grande para ser
visualizada de mancra cfectiva y mostrar trazas de impurezas, y lo suficientemente

pequeiia para dar manchas discretas con un minimo de coleado.

Las muestras se colocan a 2 ¢em del final de Ja placa con separacién entre si de 1
¢m y con un didmetro de (1.5 cm. Existen en ¢l mercado la plantilla con su gufa de

aplicacién que lo facilita.

3.6.2.3 Desarrollo de la cromatografia,

En el proceso de desarrollo, el solvente pasa a través de la capa delgada de
adsorbente para producir una adecuada separacion de los componentes de la mezcla

4 analizar (Nwiv, 1977).
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Es convenicnte clegir el solvente o mezcla de solventes més idéneo, para lo cual

ya existen tablas que los reportan en grupos de compuestos.

Uno de los procesos de desarrollo consiste en colocar 1a placa en unacidmarade
desarrollo que contenga (1.5 ¢cm de altura del solvente y que previamente fue saturada
del vapor del mismo. Debe dejarse que el frente formado sea de 10 a 15 cm para que

halla buena separacion.

3.6.2.4 Visualizacidn,

Después de que se desarroll6 el cromatograma, la placa se seca y se procede a la
visualizacién de las sustancias incoloras con un agente cromégeno; otros métodos

utilizados son:

-fisicos -radioactividad -transparencia

-quimicos -biolégicos " -enziméticos
Existen reportes cn la literatura sobre los visualizadores para cada tipo de
compuestos (Nuio, 1977).
3.6.2.5 Identificacion cualitativa,

El término "Rf" significa literalmente "relacion de frentes” y se usa para expresar
la distancia relativa a que se ha desplazado una sustancia. Es una medida fisica y s

caracteristica de un compucsto en determinadas condiciones de solventes y técnicas



usadas (Nusio, 1977).
Rf = Xc/Xs
donde:

Xe = distancia que viajo el compuesto desde el origen

Xs = distancia que viajé cl solvente desde el origen

Por lo que ¢l valor de Rf es menor de 1y también puede expresarse en valores de

porcentaje.

Para identificar los compuestos en una mezcla, se corren est4ndares de
compuestos puros en condiciones idénticas a la mezcla. Con ello se asume que un
compuesto de la mezela que ticne un valor de Rf semejante al valor de Rf de un

COMPUESLO PUro, €S CSC MiSMO compuesto.
Elvalor de Rf depende de las siguiente variables:

- naturalcza de desarrollo,

- sistema de desarrollo.

- naturaleza y cantidad de la muestra aplicada
- saturacién de la cimara.

- sistemas de desarrollo multicomponentes.

- temperatura.

Las coleadas dependen de :
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- la presencia de especies ionicas.
- la sobrecarga de muestra.
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4 OBJETIVOS

7



Considerando que la finalidad del presente proyecto es el desarrollar un proceso

para obtener un producto para ser suministrado a nifios que padecen [enilcetonuria,

resulta extenso y requicre de ser realizado por ctapas. Entre cllas se distinguen:

L

Elegirlamateria prima proteica, en base a los siguientes factores, talescomo
la calidad nutricional, ¢l costo, la disponibilidad, el porcentaje de proteina

y la solubilidad de la misma.

Elegir la enzima adecuada para hidrolizar la proteina. La seleccion de la
enzima debe efectuarse teniendo como criterio la liberacion de fenilalanina

como aminodcido libre.

Determinar la forma y las condiciones de separacién de la fenilalanina a

partir del hidrolizado de proteina con ¢l fin de eliminar este aminoé4cido.

Caracterizar ¢l producto final ¢n cuanto a:
a) cuantificacion de aminoécidos libres y de fa proteina hidrolizada
b} determinacion del peso molecular de los péptidos obtenidos por la

hidrélisis de proteinas.

Analizar la esentual posibilidad de utilizar 1a hidrélisis 4cida en lugar de la
hidrolisis enzimitica para proteinas. considerando que el costo del producto
obtenido por hidrélisis enzimatica pudicra ser mayor que el costo de un

producto ya comercializado.



S PARTE EXPERIMENTAL
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5.1 REACTIVOS, EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Los reactivos usados [ucron grado analitico o cromatografiaen el caso de pruebas
de laboratorio y grado alimenticio en ¢l caso de pruebas a nivel planta piloto. La tabla
12 menciona los principales reactivos y materias primas, en la tabla 13 sc enlistan los

principales instrumentos y en la tabla 14 los equipos utilizados en el desarrollo del

proyecto.
TABLA 12
LISTA DE LOS REACTIVOS USADOS EN EL PROYECTO
MATERIAL FUENTE
L-aminodcidos Merck
péptidos ICN Nutritional Biochemicals Sigma
Chem. Co.
carbén activado DGREX30 Clarificantes Mexicanos S.A. de C.V.
cnzimas:
-Pronasa (grado B) Calbiochem.
-Amano 2A Amano Int. Enzyme Co. Inc.
-Papaina Hevi, S.A
-HT-proteolitic 200 ENMEX, S.A.de C.V.
leche descremada e polve (Producto Fr.mccs) LICONSA
caseinato de sodio Arancia, S.A.de C.V
Complementos Alimenticios, S.A.
sélidos de maiz indusirinlizdos Arancia S.A. de C.V.
grasa butirica (99.9% puro) Producto Neozelandes
rasa vegetal (aceite MAZOLA) Productos de Malz, S.A.
~aminoicidos (grado alimentos) Ajinomoto, US.A.
lecitina Central Soya, Chemurgy Div.
mezcla de vitaminas VITALAC Laboratorios Roche
filtroayuda (tipe 4107) Decalite Mexicana, S.A.
monoestearato de glicerilo Farmacia Cosmopolita S.A. de C.V.
sales minerales (prado USE) Farmacia Cosmopolitu S.A. de C.V.
* no incluye reactivos utilizidos en I caracterizacién eromatogréfica de fos hidrolizados.
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TABLA 13

INSTRUMENTOS U'I'ILIZAI)OS EN EL DESARROLLO DEL PROYECTO

equipo de cromatograflia HPLC
detector de fluorometria

WATERS, MOD. 740
WATERS. mod. 420

espectrofoténictro SHIMADZU, mod. UV-120.02
termobalanza OHAUS

equipo Kjeldahl I.ABCONCO

Baio control temperituri HAAKE mod. ES2

medidor de pll BECKMAM niod. 3500

* noincluyelos instrumentos utilizados enla caructerizacién cromatogrifica de los hidrolizados,

TABLA 14

EQUIPOS UTILIZAIOS EN EL DESARROLLO DEL PROYECTO

EQUIPO

FUENTE

equipo de reaccion crzingilica:
-bioflow SSOO ml)
~control de ptl

-Lh fermentation (13 1)

New Brunswick Sci. mod. C30
New Brunswick Sci. mod. PH22y 40
Lh mod. 2000 S-T

incubadoras:
-caviromental incubator
-estufa du incubacion

New Brunswick Sci. mod. G-24
RIOSA mod. EC

estufas:
-estufa de vacio
-estufa de calentamiento

National Appliances Co. mod. 5831
MAPSA mod. MDP-645

-mufla LIDBUG mod. 51848
centrifugas:
-20000 rpin (1b.) DAMONAEC Div. mod. IEC-HT
<2100 o (planta pilota) Mexicana maquinaria mod. 505-SPQ
homogenizadoras WARRICK Blender

SILVERSON
seeadores Por aspersion NIRO ATOMIZER

* no incluye ¢l equipo utilizada en by caracterizacion cromatogrifica de los hidrolizados.
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5.2 METODOS GENERALES

1. Determinacién de aminoicidos y _péptides con Ninhidrina: para la

determinacion de aminodcidos y péptidos. Se siguid la técnica de Moore y Stein,

descrita por Snell y Snell (1956).

2. Precipitacion de proteina con dcido tricloroacético (TCA): Se siguio la técnica
descrita por Greenberg y Shipe (1979).

3. Método de Folin: para ladeterminacion de tirosina, se siguié la técnica descrita
por Folin y Ciocalteu (1927).

4. Hidrdlisis dcida de proteina: en ampolletas de vidrio se colocan 1.5 ml de una
solucién de proteina al 10% ¢n agua y se agregan 2 ml de HCI 6N. Se hace un
desplazamiento del oaigeno con nitrégeno durante 20 o 30 segundos. Se hace vacio a
la ampolleta por 5 o 10 minutos. Se cicrra la ampolleta a la flama, manteniendo el
vacio. Se coloca la ampolleta en el horno a 110 °C durante 24 horas. Posteriormente
se abre la ampolleta y se filtra fa solucion para retirar ¢l material carbonizado (Ldpez,

1989).

5. Anilisis bromatoldgico v microbioldgico: Las determinaciones de proicina y
humedad sc electuaron de acuerdo a las téenicas del AOAC (1975), micntras que la
determinacion de contaminacién microbiolgica se cuantificd por medio de la técnica

cuenta en placa, utilizando ¢l medio de agar bacteriologico (20 g/) con extracto de
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malta (15 g1). Esta prucha se realiza por quintuplicado. El tipo de microorganismos
se determinaron finicamente por observacion al microscopio, mediante la técnica de

tincion de Gram (AOAC, 1975).

6. Hidrélisis enzimatica de leche: En un matraz erlenmeyer de 125 ml se ponen

S0 mi de aguay se agregan 8.33 . de leche (38% de proteina) para tener una sofucién
al 5% (P/V} de proteina. Una vez alcansada ja temperatura de trabajo se agrega la o
lasenzimas. Seprobaron las siguientes combinaciones de enzimas: Amano 2A-Pronasa
(AA-PO), HT Prplculilic-Pdpdina-Pr()naca (HT-PA-PO), HT Proteolitic-Pronasa
(HT1-P0) y Pronasa (PO).

ta enzima Pronasa. denomindda cominmente Pronase, ¢s una mezcla de enzimas
endo y exoproteoliticas que se obticnen de Sirepromivees griscus. Esta mezcla tiene la
caracteristicade tener muy poca especificidad en su accion sobre los enlaces peptidicos,
esto es, muy pocos enliaces peplidicos son totalmente resistentes a la hidrélisis cuando

las condiciones son Gptimas (Badui, 1988), (Manual del fabricante, 1988a).

La cnzima Amano 2A s una mezcla de enczimas proteoliticas obtenidas de
Aspergitlus oryzae. su nombre se debe a 1a empresa que la fabrica: Amano Int. Enzyme

Co. Inc. (Manual dei fubricunte, 1988h).

La enzima IIV-Proteolitic 200 ¢s obienida de la fermentacion controfada de
Bacillus subtilis, s caracieriea por hidrolizar enlaces peptidicos internos de las
proteinas y como no presenta una alla especificidad por el sustrato en particular, es

capaz de producir péptidos de bajo peso molecular (Mantal def fabricante, 1988c).
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Laenzima Papaina es obienida del fruto de ta Carica papaya, encontrandose muy
concentrada en el latex. Su especificidad se limita a enlaces peptidicos que contenga

los amino4cidos Arginina. Lisina, Glicina y Citralina (Manual del fabricante, 19884}

La secuencia de redceion para cada hidrolizado se muestra cn la tabla 15, los

cuales se realizaron por duplicado.

TABLA 1§
PROCESOS SEGUIDOS EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE LECHE (5%P/V)

HIDRO- ETAPAL ETAPA L ETAPAILL
LIZADO
1 (HT + PA)(E S = 2y{desactivacion  térmica  dej(PO), (E'S = 0.15%)
1%} (t = 2 he) (T =]enzima, 10 min a cbullicion.{(t = 24 hr). (pH =
50°C). pli  de  tajAjustedeplla7.4 con NaOl1}7.4), (T = 50°C)
solucibi. aM
2 (AA)(ES = 17%2), (t = |igual af amerior igual al anterior
Shn).(T = $0C).plide
{a solucion.
3 (HT).(F S = 1%). (1 =igunl ol anterior igual al anterior
S5hr).{T = 50-C).pllde
1a solucion.
4 ajustedepll a7.4 igual ul anterior

* AA = Anano 2A, T = 11T Proteolitic, PA = Papaina, PO = Pronasa.

Con la finalidad de evitar contaminacion microbiana, se tomaron medidas de

prevencién como son: Pespuds de adicionar 1a primera enzima, se agrega benzoato de
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sodio al 0.1% (PP) como conservador. ¢l material y el agua utilizados se esterilizan
previamenteen awtoclave 13 minutosa 18 psigy. por iltimo, laadicion de leche, enzimas

y benzoato de sodin v 14 toma de muestras se realiza en condiciones de asepsia.

Los matraces son tapados con tapones de gasa y cubiertos con papel aluminio,

luego se colocan en incubadoras con agitacion de 100 rpm y temperatura controlada.

Al terminar fa reaccian. se toma 1 ml del hidrolizado y sc agrega una mezcla de
S mlde "TCA" al 5% con 2 ml de agua. Se agita y después de 30 minutos se filtra en
papel Watman No 5 42, Al sabrenadante se le analiza su contenido de aminodcidos

por HPLC.

7. Hidrélisis enzinyilica de caseinato de sodio: En un [rasco cilindrico de 500 ml,
se agregan 250 ml de agua destilada. Se disuclven 25 g de caseinato para dar una
solucion al 10% (P/V). Sc estabiliza It temperatura a 50 °C y se adicionan fa o las
enzimas y se pone en agitacion a 100 rpm. Se probaron las siguientes combinaciones

de enzimas:

1. Con endo y oaopeplidasas: Amano  2A-Pronasa (AA-PO) y HT
proteolitic-Amana 2A-Pronasa (H1-AA-PO) (tahla 16).

2. Con endopeptidasas: 1T proteolitic (HT). [T proteolitic-Amano 2A (HT-AA)
y Amano 2A-Papiina (AA-PA) (tahbla 17).
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TABLA 16
PROCESOS DE REACCION ENZIMATICA DE CASEINATO (S = 10%)

HIDRO-|  ETAPAL [XEVER{ ETAPA I ETAPA IV ETAPAV
LIZADO '
5 (AA), (ES =]desactivacion [(PO). (ES =

19%), (t = S he).Jtérmica defl%), (¢ = 19
(T = S0-C), pi{{ewzima 10 minfhr), (T =
de tasolucidn. {achullivion.  [50°C),pitdeta
sotucion.

[ (HT), (B8 =|dusactivacion  J{AA). (B'S ={desactivacion {(PA), (BS =
2%), {t = 3 he)Jscrmica defi%e). (1 = 2 br) Jiérmica def0.01%), (t = §
(T = SO°C), ptHenzima, 10 min (T = 56“C), pH{enzima, 10 minfhr), (T =
de lasofucién.  {acbullicion.  Jde tasolucién. Ja cbulficion.  {50°C), pH dela
solucién.

7 (HT), (ES =jdesactivacion {(AA), (E/S ={desactivacién [(PA), (ES =
%), (1 = 3 hr)ftérmica def19), (1 = 4 hr), {térmica de]ontB), (1 =24
(T = 50°C), ptifensima, 10 min{(T = 50°C), pH {enzima, 10 min{hr), (T =
de fasolucion.  {acbulficion,  {de b solucion. }a cbulticién.  [60°C), plidela
solucién.

* AA = Amano 2A, HT = HT Protedlitic, PA = Papaina, PO = Pronasa.

8. Hidrélisis Acida de cuseinato de sodio: Sc ¢ligié como materia prima proteica

a la caseina con una concentracion del 10% en HCL 6N con un tiempo méximo de 7
horas de hidrolisis. Esta se efeciud 4 reflujo en un equipo de destilacion con dos
refrigerantes de rosario y un matraz de dos bocas, una para e} refrigerante, otra para
la woma de muestras. E} calentamicuto se realizé con aceite "Brio-40" y una parrilla

“Variac".
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TABLA 17
PROCESOS DE REACCION ENZIMATICA DE CASEINATO (S = 10%)

HIDRO- ETAPAL ETAPAIL ETAPA II
LIZADO

8 (HTM(ES=2%).(t=
3hr) (T = 50°C). pl de
Ia solucion.

9 (HT). (ES = 29%). (t = {desactivacion  térmica  de{(AA), (E/S = 1%), (t
30r).(T = 50-C).pH defenzima, 10 min a ebullicion. | = hr),(T = 50°C),pH
[a solucidn, de la soluci6n.

10 (AA+PA)L(ES= 1Y
3%). (t = 21 he).(T =
50C). pll de ha

solucion.

* AA = Amano 2A. HT = IIT Proieolitic, PA = Papaina, PO = Pronasa.

La toma de muestras se realico cada hora para llevar un control. Estas fueron

neutralizadas con igual cantidad de NaOH 6N.

9. Adsorcion de fenilalanina de hidrolizados enzimiticos de leche: Para estas

prucbas se utilizaron los hidrolizados 1,2, 3y 4 de la tabla 15. A 20 ml del hidrolizado
previamente desaclivado (érmicamente a cbullicién por 10 minutos, se agrega la
cantidad de carban activado con un 25% de exceso para retirar el 1009 del contenido
de fenilalanina, tirosina y triptofano, caleulado como se indica mas adelante (Ldpez

1989). Se pone en agitacion a 106 rpm por 40 minutos a una temperatura de 25 °C.
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Habiendo terminado el proceso de adsorcién, se f{iltra o centrifuga y al
sobrenadante se le analiza ¢l contenido de aminoécidos. Si se quiere conocer el
contenido de aminoécidos libres en solucidn, sc obtiene precipitando con TCA, al
sobrenadante se le analiza por HPLC, si se requiere conocer el contenido total de
aminoAcidos, éste se obtiene realizando una hidrélisis 4cida total a} sobrenadante, el

cual posteriormente cs analizado por HPLC.

Calculo de carbon activado para ¢l proceso de. admrg‘&r;:

La leche descremada contienc 47.5 mg fen/g proteina, 48.8 mg Tir/g proteina y

13.4 mg Trp/g proteina.

Sise disuelven 8.33 g de leche descremada con un contenido del 35% de proteina,
en 50 mt de agua, se obtiene después de una hidrolisis de 24 horas con Amano
2A-Pronasa (AA-PO), un volumen final de 58 ml, ¢l cual se detemind

experimentalmente en una secuencias de tres determinaciones.

Para el célculo de la cantidad de carbon activado (CA) necesario para retirar
tirosina y triptofano, se supone que el carbdn adsorbe estos amino4cidos en la misma
forma que lo hace con la fenifalanina: 43 mg de amino4cido/g carb6n activado (Lopez

1989).
As, para 20 mi del hidrolizado se ticne para la fenilalanina que:

(8,33 g leche) (0.35 g prot.) (47.5 mg Fen) (1 g CA)
(58 ml hidrol.) (1 g leche) (1 g prot.) (43 mg Fen)

X (20 ml) = 1.11 g (CA)
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Realizando el cdleulo de igual forma se ticne que se requicren 1,14 g para tirosina
y0.31 g para triptofano. Si sc suman las cantidades de carbén activado para retirar a
los tres amino4cidos del hidrolizado al 100%., se tiene que se requicren 2.56 g CA, Con

un 25%, serin 3.8 g CA.

10. Adsorcién de fenilalanina de hidrolizados enzimdticos de caseinato de sodio:
Para estas prucbas se utilizaron los hidrolizados 8, 9 y 10 de la tabla 17. A 50 ml del
hidrolizado previamenie desactivado térmicamente, se le agrega la cantidad de carbon
necesaria para retirar 85% del contenido de fenilalanina, tirosina y triptofano en una
pruchayenotracon un 54 deexceso. Se ponen en agitacién a 200 rpm por 40 minutos

a una temperatura de 20 °C.

Una vez terminado ¢l proceso, se filtra 1a solucion. Al sobrenadante se le
determina su contenido de aminodcidos libres en solucion ( método de TCA ) o de

aminofcidos totales (hidrolisis dcida wotal) (Lopez, 1989).

11, Determinacitn de aminodcidos por 11IPLC: Los aminoécidos (a excepcién de
triptofano, prolina, asparagina v arginina), fucron cuantificados por cromatografia en
fase inversa. empleando una columna C18 con un gradiente de solventes

acetonitrilo:agua, segidn lo deserito por McCamuny Robins (1962).

A una muestra previamente neutralizada con NaOH al 20% (P/P), s le agrega

cl estdndar interno de Muorofenilalanina. Los aminodcidos son derivatizados con
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ortoftaldehido y etanotiot como reductor. Los derivados se detectan por fluorometria.
La cantidad de cada aminodcido se determing usando corridas patrén previamente

evaluadas.

Debido al alto costo de este tipo de andlisis, se realizaron frecuentemente andlisis
parciales de los aminoicidos: valing, metionina, isoleucina leucina y fenilalanina,
Solamente se realizaba ot andlisis completo de aminoécidos en soluciones que se

determinaba su importancia.

12, Cromatografia de fitracidn en gel: S¢ monté una columna (LKB) de 0.8 cm
de didmetro interior, empacada con gel "Sephadex G-25" con un tamaio de particula
de 50-150 micras {Sigmit Chemical Co.) con una alura de 57.49 cm dando un volumen
de 115.57 cm?. Bl Sephadex es dtil cuando se trata de remover solutas de bajo peso
molecular de las soluciones proteicas, por su alto grado de entrecruzamiento siendo
para proteinas globulares y péptidos de 1,000 & 5,000 de peso molecular (Sephades,
1977).

Elempaque de fa columna se efectud despucés de hinchar ol gel durante 24 horas

en cl medio requerido y desgasificado durante 60 minutos con una bomba de vacio.

La separacin de Jos péptidos se efectué empleando un colector de fracciones
(LKB 2211 Super Rac) con flujo regulado por una bomba peristaitica (Cole-Pajmer)
y se detectaron por espectrofotometria en un detector de flujo continuo (LKB 2138
Uvicord 8), (Mannal def fubricante, 1986). Se wiilizd una longitud de onda de 280 nm

que es ¢l maximo de absorcian de proteinas, péptidos y amino4cidos aromdticos. En
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clcaso del hidrolizado cucimitico de proteinas tratado con carbon activado, en el cual
s¢ han eliminado los aminodcidos aromaticos y por lo tanto no presenta absorcién a
280 nm, la deteceion se realizo levando a cabo la reaccién con ninhidrina, segin la
técnica de Moore y Stein, descrita por Snell y Snell (1956), para lo cual se utilizé un

espectrofotometro (Perkin-Elmer).
12.1 Seleccion del medin de eiucién

Eaker y Porath (1907). sugiricron que con un medio de piridina 1M con cloruro
de sodio 0.5M a un pli X5, los aminodcidos aromaticos se forzarian a migrar cn
asociacién con los iones sodin y 1a capacidad de adsorcion del gel quedaria satisfecha

por la molécula de piridina, por o que se ¢ligié este medio de elucién.
12.2 Calibracién de la columna

La calibraci6n de lu columna se efectud inyectando muestras de diferente peso
molecular como triptofano (PM 204.23), tri-tirosing (489.57) y aibtimina (PM 67,000),
que representan a un aminoacido, a un tripéptido y a una proteina respectivamente.
Posteriormente se caleula of valor de Kav para cada uno y se procede a graficar el
logaritmo de Jos pesos molcculares en Jas abeisas con los valores de Kav en las
ordenadas para obtencr la ceuacion de la recta que permitird evaluar los pesos

moleculares de los hidrolizadus dcidos y los hidrolizados enziméticos (Fischer, 1975).

12.3 Evaluacidn de {os hidrolizados

85



Los siete hidrolizados dcidos de caseina obtenidos fucron evaluados bajo las
mismas condiciones de L calibracion de la columna. Posteriormente mediante el
cromatograma obtenido se determina el volumen de elucién para poder ser evaluados

cualitativa y cuantitativamente.
Para corroborar lo anterior, se usd la cromatografia en capa delgada.

13, Cromatogralia en capa delgada: Se realizo cn placas de silica gel (Merck).La
aplicacion de la muestra se realizd con una microjeringa Hamilton y después de varias
pruebas, se eligio colocitr 80 microlitros de muestra en tres dosis, esperando que se
secara cada una a fin de gue la mancha no fuera mayor de 0.5 cm de didgmetro (Nusio,

1977).
13.1 Seleccidn del solvente de la muestra
Se probaron dos sistemits de solventes:

1) cloroformo-acctona (9:1) y
2) etanol-agua (63:37).

La visualizacion se llevo a cabo con ninhidrina en aerosol, (Merck).
13.2 Calibracién de Ia placa

La calibracion de I4 placa se efectué con muestras de diferente peso molecular:
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-albiimina (PM 67.000) -glicillenilalanina (PM 222.26)

-gramicidina (PM 1.141.49) -triprofano (PM 204.23)
-tri-tirosina (PM 507.57) -fenilalanina (PM 165.19)
-alanilmetionina { PM 220.311) -alanina (PM 89.09)

133 Evaluacién de los hidrolizados

Las muestras que presentaron un maximo de absorcién en la cromatografia en
columna fucron analizadas por cromatografia en capa delgada bajo las mismas

condiciones que los estandares que caracterizaron a la placa.

Los resuhtados fucron comparados con lo resultados obtenidos con la

cromatografia en columna i lin de poder concluir,
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6 RESULTADOS Y DISCUSION
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6.1 CROMATOGRANA LIQUIDA DE ALTA PRESION

A mancera de ejemplo. en Jas figuras 15y 16 se puede observar un tipico anélisis

parcial de aminodcidos y un andlisis total de aminodcidos respectivamente.

6.2 HIDROLIZADOS ENZIMATICOS DE LECHIE

El objetivo que se persipuio fue la seleecion de un sistema enzimético que
permiticse la maxima liberacion de fenilalanina de la proteina de leche descremada.
En la tabla 18 s¢ da un resumen de las combinaciones de enzimas que se llevaron a la
seleccion del proceso, en lacual se puede observar que a hidrélisis enzimética de leche
descremada al S% llevida a cabo por Amano 2A (AA) a 50 °C con una relacién E/S de
1%, seguida por una hidralisis con Pronasa (PO) 4 40 °Cy una E/S de 0.75%, resulia
cn la més alta liberacion de fenilalanina de Ja proteina (aproximadamente el 50% de

los §3.2 mg de fenilalanina’y Je prowina originales).

Sin embargo, al hacer una evaluacion cconémica del proceso de reaccién bajo las
condiciones propuestas, ¢l costo de las enzimas resulta excesivo, debido a que el costo
de la enzima Pronasa (PO) es muy alto, aproximadamente de 20,000 délares/Kg en
1989, Con este costo, pitra procesar un kilogramo de proteina aproximadamente 2.8
kilogramos de leche en polvo descremada con 35% de proteina, se requieren de 7.5
gramos de enzima con un costo de 150 dolares aproximadamente. Si el costo de la
fechie en polvo se toma como 2 dolares K. se observa que la enzima cuesta 25 veces

mas que ¢l sustrito, ¢on 1o cual ¢l proceso no es factible desde ¢l punto de vista
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econdmico.

Por tal motivo, se decidié llevar acabo una optimizacion en la cantidad de Pronasa
(PO) utilizada en el proceso, con la finalidad de buscar una reduccién notable en la

cantidad y el costo de dicha enzima.

La primera etapa de este proceso fue la caracterizacién de la enzima Pronasa
(PO). En un andlisis de las condiciones de reaceién de las hidrélisis de la tabla 18 se
determiné que las hidr6lisis con Amano 2A-Pronasa (AA-PO) se llevaron a cabo al pH
que imponia la mezcla de reaccidn, es decir, al inicio de la reaccion el de la soluci6én
de leche cra aproximadamente 6.8 y al final de la reaccién con Amano 2A (AA) el pH
era de aproximadamente 6.0 manteniéndose mas 0 menos constante durante la

hidro6lisis con Pronasa (PO).
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FIGURA 15
Resultado tipico de un anilisis parcial de aminodcidos por HPLC. La numeracién
corresponde a Val (7). Mct (8), Leu (9). Ile (10). Fen (11), Estandar interno (12). El
ciemplo corresponde al hidrolizado enzimético de caseina (§=10%). con (AA-PA)
(ES=1y2%. 1=21 hr, T=50°C), despuds del tratamiento con carbon activado a una
dosis de 85% del requerimiento para eliminar Fen, Tir y Trp. El analisis se realiz6 al
hidrolizado é4cido resultante del proceso.
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FIGURA 16
Resultado tipico de un analisis total de aminoacidos por HPLC., La figura muestra el
andlisis para el hidrolizado descrito ¢n la figura 15, tratado con un 5% de exceso del
carbén activado necesario para retirar ¢l 100% de Fen, Tir y Trp.



TABLA 18
RESULTADO DE HIDROLISIS ENZIMATICA DE LECHE DESCREMADA
(Lara, 1988)

PROTEA- [S] LE/S) T(O) t (hr) mg Fen liberados/g
SA proteina inicial
AA i 1 50 S 12.7
AA 3 1 50 S 123
AA 5 1 50 5 7.2
AA n 1 50 5 12.0

AA-HT in 12 30 4 11.0
AA-PA 0 1-2 50 4 8.4
AA-PO n 1-1.5 5040 5/5 15.0
AA-PO n 1-1.5 50:40 5724 26.0
AA-PO 5 1-1.5 50°40 55 220
AA-PO 5 1-1.5 5040 5724 240
AA-PO 3 1-1.5 5040 5/5 220
AA-PO 1 1-1.5 5040 5/5 230
AA-PO 5 1-0.75 50:40 524 276
AA-PO 5 1-0.5 5040 5724 26.7
AA-PO 5 1-0.25 5040 5724 2.5
AA-PO 5 1-0.1 5040 5124 19.0
AA-PO 5 1-0.1 S045 5724 14.3
AA-PO 5 10.1 5050 524 16.5
AA-PO 5 1-0.1 5055 524 18.5

* {8]= concentracion de proteina en fa mezeta de reaccion (P/V)

[F2:S]= relacion enzima-sustrato (%P)
** AA= Amano 2A, HT = 1T Proteolitic, PA= Papaina, PO= Pronasa.

La méxima actividad de la enzima se situa alrededor de los 60 °C, lo que significa
que la reaccitn definida puede realizarse a una mayor temperatura. Por otro lado, se
sabe quc esta temperatura evita la contaminacién microbiana, por lo que es aceptable

para ¢l proyecto,

De acuerdo a Hill, (1965). la reaccion con proteasas seguida de una reaccién con

Pronasa (PO), no cambia mucho ¢l resultado final en cuanto al grado de hidrélisis
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obtenido, con respecto ala reaccién iinicamente con Pronasa. Con lo anterior sc puede
concluir que ¢l proceso definido puede aiin mejorarse, especificamente en lo que

respecta a temperatura, pH y relacion 1/S.

Para lo cual, se plantearon una seric de hidrélisis en las cuales se plantearon las

siguientes estrategias:

1. Disminuir la cantidad de Pronasa de una relacién E/S de 0.75 a 0.15

2.  Aumentar la temperatura de reaccion en 5 °C, para compensar la
disminucién de la concentracion de enzima, para evaluar si el rendimicnto
de liberacion de fenilalanina se mantenia.

3. Controlar el pH de la reaccién con Pronasa (PO) a 7.4

4. Efectuar experimentos con otras enzimas proteoliticas diferentes a Amano

2A (AA), en particular con Papaina (PA), y HT Proteolitic (HT).

5. Agregar un agente conservador para evitar la contaminacién microbiana:

¢l benzoato de sodio al 0.1%

La tabla 19 mucstra los promedios de los resultados de duplicados de cada
hidrolizado en la cual se puede observar que el rendimiento sc mantienc en el mismo
rango a pesar de haber disminuido la dosis de la enzima Pronasa (PO). El uso de la
enzima HT Proteolitic (HT) en lugar de Amano 2A (AA), libera una cantidad similar
de fenilalanina bajo las mismas condiciones, lo que puede beneficiar en disminuir el
costo del proyecto ya que la enzima (11T) ticne un costo de 10 délares/Kg (1989) y la

(AA) de 100 délares/Kg (1989), si la combinacion de (HT-PO) hubiese sido clegida.
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TABLA 19
LIBERACION DE FENILALANINA EN HIDROLIZADOS ENZIMATICOS DE
LECHE DESCREMADA

(1= 45°C)
PROTEASA 1S] LE/S] t(hr) de reaccion| mg Fen/g proteina
PO [] 0.15 24 189
AA-PO 5 1015 524 27.1
HT-PO 5 140,15 5724 263
HT-PA+PO 5 120,15 224 191

. &§]= concentracion de proteina e ta mezcla de reaccion (P/V)
28] = relacion cazina-sustrato (77 P)

** AA= Amano 2A, HT= HT Proteolitic. PA= Papaina, PO = Pronasa.

La contaminacion microbiana logro evitarse con la utilizacién de benzoato de
sodio al 0.1% y con ¢l aumento de temperatura en § °C. Sin embarpo, durante el
tratamiento de adsorcién y aiin cuando permanecian en congelacion por un dia, previo

a la adsorcion, algunas muestras presentaban contaminacion microbiana.

A pesar de que se logrd disminair la cantidad de enzima, el costo atin era excesivo
para el proceso. Asi, se planted cambiar el sustrato de tal modo que esto se minimizara,

al igual que la contaminacion microbiana.

6.3 HIDROLIZADOS ENZIMATICOS DE CASEINATO DE SODIO

Elcambio propuesto [ue el usar caseinato de sodio en Jugar de leche descremada,

con lo cual se climina el material fermentable por los microorganismos.
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Se eligi6 este sustrato gracias a su composicion de aminoAcidos muy semejante
con la leche descremada, cuya proteina estd formada por un 809 de caseina, la cual
es atacada de manera especilica por las enzimas que se han estado utilizando, con lo

que habria pocos cambios en la especificidad de hidrélisis.

Otro aspecto de importancia ¢n la eleceion del caseinato de sodio, fue su relativa

alta solubilidad en agua.

Enla tahla 20 se presentan los resultados de hidrélisis con caseinato, en Jos cuales
disminuyé la cantidad de Pronasa, se aumentd Ja temperatura, y se usé HT Proteolitic
(HT) seguida dela hidrélisis de Amano 2A con Pronasa (AA-P0), a diferentes tiempos

de reaccion,

Se aprecia que la liberacion de fenilalanina, se mantenia en un mismo orden de
magnitud que cuando se usaba {E/S]= 0.15 cn leche descremada, si se aumentaba la

temperatura en 10 °Cy [E/S] para Pronasa (PO) se disminuia a 0.01%

Sin embargo cuando sc le aumentaba una ctapa con una endopeptidasa (HT), la
liberacidén de fenilalanina disminuia notoriamente si la temperatura se disminuia en $

°C, atin prolongando ¢l tiempo de hidrolisis con (PO), de 19 a 24 horas.

Por lo anterior y considerando que la disponibilidad de exopeptidasas es baja y
que aiin a dosis extremadamente peguciias, ¢l costo de Pronasa repercutia
considerablemente cn el costo de produccion del alimento, se decidié analizar el efecto

de la separacién por adsorcion cn hidrolizados obtenidos con endopeptidasas
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Gnicamente, estudiando especificamente ¢l uso de la Papaina (PA).

Ya sc preveia una pérdida en los aminoAcidos ligados a aquellos que son
adsorbidos fueriemente por ¢l carbon activado, debido a que el uso de enzimas
endopeptidicas disminuye la liberacion de tales aminoécidos durante la reaccién. Por
lo que se tuvo que comparar el costo de la adicion de los amino4cidos que se perdieran
durante ¢l proceso de adsorcion con ¢l costo del uso de la enzima exopeptidica, (PO)

(Tabla 20).

TABLA 20
LIBERACION DE FENILALANINA EN HIDROLIZADOS DE CASEINATO DE

SODIO.
PROTEA- 18] LE/S) TCO) 1 (hr) mg Fen liberados/g
SA proteina inicial
AA-PO 10 2-0.05 50°60 5/19 21.40
HT-AA-PO 10 2-1-0.1 50150:45 3/4i5 15.00
HT-AA-PO 10 21-0.m 50050045 /424 17.60
HT 10 2 50 3 <1
HT-AA 10 241 50.50 4 13.50
AA+PA 10 1.2 50 21 16.50
* {$]= concentracion de proteina on b mescta de reaccion (PAV)
{E:S]= relacibn ensima-sustrato (©217)
** AA= Amano 2A, HT = 1T Proteolitic, PA= Papaina, PO= Pronasa.

Después de evaluar el trabajo realizado hasta esta ctapa, se concluyd, usar el
sistema enzimatico (AA-PA) en forma simultdnea con una {E/S] de 1y 2
respectivamente, sobre caseinato de sodio como susirato a una concentracion del 10%

y a una temperatura de 50 °C por un lapso de 20 horas. Las razones para ello son:
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1 Eselsistemna de enzimas endopeptidicas que obticne la m&xima liberacion
de fenilalanina, de todas las combinaciones probadas.

2. Las cnzimas se encuentran disponibles en México.

3. Elcosto dc estas enzimas s mds bajo que ¢l de las demés enzimas porbadas
(100 y 50 délares/Kg respectivamente en 1989).

4. Lacontaminacién microbiana sc elimina totalmente con caseinato de sodio
COMO sustrato.

5. Lascnzimas Amano 2A y Papaina estan autorizadas por la FDA, para ser

utilizadas en alimentos.

6.4 HIDROLIZADOS ACIDOS DL CASEINATO DE SODIO.

Posterior a lacleccion de un nuevo sustrato para la hidre6lisis enzim4tica, se inicié
lafase de hidrlisis dcida. los hidrolizados fueron caracterizados cromatograficamente
a fin de compararlos con la caracterizacion del hidrolizado enzimético elegido como

el 6ptimo y definir ¢} peso molecular de las fracciones que los conforman.

6.5 ELIMINACION DE FENILALANINA DE HIDROLIZADOS
ENZIMATICOS DE PROTEINA

Sc realizaron pruchas de eliminacion de fenilalanina por adsorcién fisica con
carbon activado mincral (DGR3XMY) v vegetal (VG10X35) sobre hidrolizados de
proteina de diversos grados de liberacion de fenilalanina, bajo las condiciones de

adsorcion determinadas experimentalmente por Ldpez, (1989). (tabla 21).

98



TABLA 21
CONDICIONES DE USO DEL CARBON ACTIVADO DGR8X30 PARA LA
ADSORCION DE FENILALANINA (Ldpez, (1989).

PARAMETRO CONDICIONES

fabricane Clarificantes Mexicanos, S.A. de C.V.

forma fisica granular

origen minerat

pt de uso impucsto por el material

temperatura de operacion 207 C

ticnipo de contacto batch 30 minutos a 250 rpm

[fcnimnninufcurbénl 0043 p Feng carbon activado

aminofcidos retenidos (ucriemente| Trp. Fen, Tir. Uis, Met y Cis

(>50%)

selectividad aparenie Trp > Fen = Tir > Mct = His = Cis > Gli = Ala = Val
=le = leu=Pro> Arg = Lis = Asn = Gln > Asp =
Glu = Ser = Tre.

Se realizaron pruchas de climinacion de fenilalanina por adsorcién fisica con
carhén activado sobre hidrolizados du proteina con diversos grados de liberacién de

fenilalanina, bajo las condiciones de adsorcion determinadas experimentalmente,

Enlatabla 22 s¢ resumen los resultados de adsorei6n de fenilalanina con carb6n
activado para diversos hidrolizados de leche descremada. Se puede observar que el
carbénmineral y vegetal ticnen la misma afinidad por la fenilalanina en los hidrolizados

probados.

En la tabla 23 sc mucstran los resultados del andlisis parcial de amino4cidos ¢n

la cual se verifica que con el hidrolizado (AA-PO). se obtuvo la mayor cantidad de
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RETENCION DE FENILALANINA POR ADSORCION EN DIVERSOS HIDROLI-

TABLA 22

ZADOS DE LECHE
HIDROLIZADO | ADSORBENTE (%) DELA  |Fen LIBRE DES-| (%) DE Fen
DOSIS PARA PUES DE LA | ELIMINADO
ELIMINAR Fen, | ADSORCION
Tiry Trp
(PO) C.A. DGR (8x30) 100 — 90
(AA-PO) |C.A.DGR (8x30) 125 3.34 90
125 341 80
(HT - PO) C.A. DGR (8x30) 125 2.65 93
(HT + PA/PO) | CA. DGR (8x30) 125 240 93
CA. VG (1035) 125 2.50 93
* Las condiciones de preparacién de estos hidrolizados son las presentadas en la tabla 19.
** AA = Amano 2A, HT = HT Proteolitic, PA = Papaina, PO = Pronasa.

amino&cidos libres en soluci6n después del tratamiento con carb6n activado mineral
yvegetal, debido posiblemente a que esta mezcla de enzimas es la que produce el grado

de hidr6lisis m4s extenso.

La tabla 24 muestra los resultados del andlisis total de amino4cidos en los
hidrolizados después del proceso de adsorcién. Se presentan los resultados del anlisis
total de amino4cidos por HPLC, de los diversos hidrolizados ensayados después del
tratamientocon carb6én activado. Se puede observar que con el hidrolizado de (AA-PO)
tratado con carbén activado tanto mineral como vegetal, se obtiene lamenor retenci6n

de amino4cidos, con respecto a los otros hidrolizados.
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TABLA 23
ADSORCION DE ALGUNOS AMINOACIDOS A PARTIR DE DIVERSOS
HIDROLIZADOS DE LECHE DESCREMADA CON CARBON ACTIVADO

(mg del a.a/g de proteina) en solucién después del
HIDROLIZADO | AMINOACIDO tratamiento
CA. DGR (8x30) C.A. VG (10x35)
HT-PA-PO Val 11.2 11.8
Met 6.9 7.7
lle 9.0 9.5
Leu 44.3 48.2
AA-PO Val 21.6 184
Met 8.9 8.7
Ile 17.7 154
Leu 62.9 572
HT-PO Val 132 o
Met 72 —
Ile 9.4 -
Ieu 51.2
* AA = Amano 2A, HT = HT Proteolitic, PA = Papaina, PO = Pronasa.

Se pucde decir que la falta de especificidad en la adsorci6n de amino4cidos por
parte del carbon activado, influy6 en la pérdida de los mismos fuera desde un 30%
para cl aspartato, hasta un 90% para fenilalanina. Globalmente la pérdida de
aminoécidosalcanz6 un nivel del 50% lo que provoca que el proceso sea medianamente
cficiente en cuanto a productividad, sin embargo, el proceso resulta econémicamente

factible (Lopez 1989).

Seobserve que al utilizar leche descremada como sustrato, en la etapa de agregar

el carbon activado, se forma una soluci6n viscosa probablemente debido a la alta
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TABLA 24
RESULTADO DEL ANALISIS DE HIDROLIZADOS DE LECHE DESCREMADA
DESPUES DEL PROCESO DE ADSORCION

AMINO- (mg de aminoAcido/g de proteina) RETENCION
ACIDO  [HT-PA-PO-M| PO-M [HT-PO-M| AA-PO-V | AA-PO-M .

Asp 316 e 279 36.6 35. 33

Glu 75.9 e 83.3 108.1 89 S 48

Ser 24, - 202 25.5 244 46

His 5.5 een 4.0 8.1 9.6 47

Ala 12.2 128 153 15.5 35

Arg 32 31 37 4.6 89

Tir 9.2 --ee 10.6 111 14.0 68

Val 220 30.1 21.6 315 337 44

Met 9.5 103 8.9 124 30.7 60

lle 19.3 244 194 28.0 28.8 49

Leu 46.9 59.4 48.6 62.9 65.5 32

Fen 3.7 4.1 3.5 4.5 4.5 90

* % de retencién del amino4cido en carbdn activado mineral (DGR 8x30) en el

hidrolizado de (AA-PO).

** AA = Amano 2A, HT = HT Proleolitic, PA = Papaina, PO = Pronasa.

.;);32; = Carbén activado mineral (DGR 8x30), V = Carb6n activado vegetal (VG

1

concentracién de lactosa, lo que requiere que la separacién del carbén activado se
realize por centrifigacién con una velocidad mayor de 10,000 rpm en lugar del método

de filtracién.

La tabla 25 presenta los resultados de la adsorcién con carbén activado sobre un
hidrolizado de caseina obtenido con las enzimas (AA-PO), bajo las condiciones defi-

nitivas de hidr6lisis. Se puede observar que el cambio en el sustrato de la reaccién de
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hidrélisis, no afecta el nivel de retenci6n de fenilalanina, sin embargo, aumenta la
retenci6n de los aminoécidos restantes hasta un nivel global del 55% (determinado

como protefna total final).

Debido a que la dosis del 5% de exceso de carbén activado, logra eliminar la
fenilalaninaen el nivel requerido, se definié que 1a dosis de trabajo fuerade 2.95 gramos

de carb6n activado por gramo de proteina inicial.

TABLA 25
ADSORCION DE AMINOACIDOS POR CARBON ACTIVADO DGR8X830
SOBRE HIDROLIZADO DE CASEINA CON AMANO 2A-PAPAINA,

AMINOACIDO mg 2.2./g proteina % de pérdida del
aminoécido en dosis
105%(*) 85%(**) 105%

Asp - 34 nd. 52

Glu 109 nd, 50

Ser 35 nd. 42

His 9 nd. 69

Gli-Tre 58 nd. 13

Ala 19 nd. 38

Arg 4 nd. 89

Tir 6 nd. 920

Val 35 37 48

Met 10 10 64

Ife 27 28 50

Leu 56 56 41

Fen 4 6 9

Lis 65 nd. 10
(*) 5% de exceso de la dasis de carbén activado necesario para retirar el 100 de Fen,
Tiry Trp.
!;‘) 85% de 1a dosis de carbén activado necesario para retirar ¢l 100 % de Fen, Tiry

Tp.
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6.6 CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL

Las figuras 17y 18 nos muestran el patrn de clucién de los est4ndares utilizados
para la caracterizacién de la columna cromatografica. Los datos que caracterizan a la

columna son los siguientes:

TABLA 26
CARACTERIZACION DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA

volumen total del medio Vt = 115.57 cn§3
volumen muerto Vo = 52.00 cm;
volumen del gel Vx = §547 cm3
volumen interno ;\/di = 4’}.611 cm3
de 1a matriz del gel g =23.11
E')glst?mcn especifico & Vg = 0.60 cr%lg'/g
agua recuperada Ar = 250 cm-/g gel seco
volumen medio del gel Vm = 5.00 cm>/g gel seco

Lavelocidad del flujo a través del medio cromatogréfico no se incluye en la tabla
debido a que fue fluctuante por fallas de 1a bomba peristaltica , 1a cual di6 un flujo

promedio de :
F = 0357 ml/min = 21.42 ml/hr

El peso molecular tampoco se puede determinar graficando el logaritmo de los
pesos moleculares en las abcisas con los valores de (Kav) en las ordenadas, ya que los

valores obtenidos para los estdndares, denotan que se present6 adsorcién:

Kav(triptofano) = 1.60  Kav(tri-tirosina) = 1.51
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Por lo anterior s6lo se podran comparar las muestra problemas de manera

cualitativa infiricndo que:

a) Aquellassustancias con voliimenes de elucion cercanos al volumen de elucién de

la albiimina, serdn proteinas.

b)  Aquellassustancias con voliimenes de clucién cercanos, pero menores al volumen
de clucién de la tri-tirosina, serédn péptidos con més de tres amino4cidos en su

estructura molecular.

¢} Aquecllas sustancias con volimenes de elucién mayores del volumen de elucién
de la tri-tirosina, serdn fracciones que contengan en su cstructura molecular

menos de tres aminodcidos.
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) FIGURA 17
Patrén de Elucién con Piridina 1M, NaCl 0.5M y pH 8.5 de:
1) Albiimina sérica bovina (PM 67,000)
2) Triptofano (PM 204.23)
Se indica con la flecha el volumen de elucién que se muestra en la figura 18:
* Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57)
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FIGURA 18
Patrén de Elucién con Piridina 1M, NaCl 0.5M y pH 8.5 de:
1) Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57)

Se indica con la flecha el volumen de eluci6n que se muestra en la figura 17

* Albdmina sérica bovina (PM 67.000)
** Triptofano (PM 204.23)
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6.6.1 Evaluacién de los hidrolizados;

Para facilitar la explicacion de los resultados obtenidos se opté por identificar a
los picos de cada cromatograma mediante una clave, 1a cual est4 formada por lo

siguiente:

a) Dos letras mayiisculas que pueden ser HA 6 HE que identifican a los

hidrolizados 4cidos o a los hidrolizados enziméticos.

b) Las letras estdn separadas por un guién de un nimero que se refiere al
ticmpo en horas de hidrélisis efectuada. Estos pueden ser del 1 al 7 para los

hidrolizados 4cidos o el 20 para el hidrolizado enzim4tico.

c)  Los mimeros est4n scparados por un guién de otro nimero que se refiere

al niimero de pico, por orden de elucién. Son del 1 al 3.

Enlafigura 19 se muestra el perfil de eluci6n a la primera hora de hidrélisis 4cida
de la cascina. Se observa un pico (HA-1-1) con un volumen de elucién cercano al
volumen de elucién de la albimina, lo que lo coloca en la posici6n de los oligopéptidos
de alto peso molecular. Aparecen otros dos picos (HA-1-2) y (HA-1-3), con volumenes
deelucién de aproximadamente 52y 136 mlrespectivamente, es decir. que son pégtidos

con més de tres aminoAcidos.
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En la figura 20 se presenta un cromatograma a la segunda hora de hidré6lisis 4cida
de la caseina donde el pico de los oligopéptidos de alto peso molecular (HA-2-1)
disminuye notoriamente y los otros dos picos (1A-2-2) y (HA-2-3) permanecen con el

mismo rango de volumen de clucién.

A partir de la tercera hora de hidr6lisis de la caseina, (figuras 21, 22,23, 24 y 25),
se observa que el pico de los oligopéptidos de alto peso molecular desaparece {HA-3-1,
HA-4-1, HA-5-1, HA-6-1 y HA-7-1] y s6lo los picos de péptidos con més de tres
amino4cidos continian. [ (HA-3-2), (HA-3-3), (HA-4.2), (HA-4.3), (HA-5-2),
(HA-5-3), (HA-6-2), (HA-6-3), (HA-7-2) e (HA-7-3) respectivamente ).

Para ¢l hidrolizado cnzimético de caseina con 20 horas de hidrdlisis (figura 26)
sc observan tres picos. El primero (HE-20-1) se encuentra en la posicién de los oli-
gopéptidos de alto peso molecular, el segundo (HE-20-2) se encuentra en la posicién
de los péptidos de tres o menos aminoécidos y el tercero (HE-20-3) cst4 francamente

en la posicién de los amino4cidos.

En ¢l hidrolizado enzimético de caseina tratado con carbén activado (figura 27)
como era de esperarse, no se detecta ningidn pico en la evaluacion espectrofotométrica
2280nm, debido alacliminaci6n de losamino4cidos arométicos, sinembargo al realizar
la reaccion con ninhidrina se detect6 un pico, que representa a los péptidos de mis de

tresaminodcidos. Para corroborar lo anterior, se usé la cromatografia en capa delgada.
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FIGURA 19
Patrén de Elucién con Piridina 1M, NaC10.5M y pH 8.5 de:
Hidrolizado dcido con 1 hora de hidrélisis, 10g caseina/100 ml, HC) 6N
Se indica con la flecha el volumen de elucién de los est4ndares:
1) Albumina sérica bovina (PM 67.000)
2) Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57)
3) Triptofano (PM 204.23)
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FIGURA 20
Patrén de Elucitn con Piridina 1M, NaCl 0.5M y pH 8.5 de:
Hidrolizado dcido con 2 horas de hidrélisis, 10g caseina/100 ml, HCl 6N
Se indica con Ia flecha el volumen de elucién de los estandares:
I) Albimina sérica bovina (PM 67,000)
2) Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57)
3) Triptofano (PM 204.23
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FIGURA 21
Patrén de Elucién con Piridina IM, NaCi 0.5M y pH 8.5 de:
Hidrolizado scido con 3 horas de hidrélisis, 10g caseina/100 ml, HCI 6N
Se indica con la flecha el volumen de eluci6n de los estindares:
1) Albimina sérica bovina (PM 67,000
2) Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57)
3) Triptofano (PM 204.23)
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FIGURA 22
Patrén de Elucién con Piridina 1M, NaCl 0.5M v pH 8.5 de:
Hidrolizado dcido con 4 horas de hidrélisis, 10g caseina/100 ml, HCI 6N
Se indica con la flecha el volumen de eluci6n de los estdndares:
1) Albimina sérica bovina (PM 67,000)
2) Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57)
3} Triptofano (PM 204.23)
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FIGURA 23
Patrén de Elucién con Piridina 1M, NaCl 0.5M y pH 8.5 de:
Hidrolizado dcido con § horas de hidrélisis, 10g caseina/100 ml, HCl 6N
Se indica con la flecha el volumen de eluci6n de los estindares:
1) Albimina sérica bovina (PM 67,000)
2) Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57)
3) Triptofano (PM 204.23)
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FIGURA 24
Patrén de Elucién con Piridina 1M, NaCl 0.5M y pH 8.5 de:
Hidrolizado écido con 6 horas de hidrélisis, 10g caseina/100 ml, HCI 6N
Se indica con la flecha el volumen de eluci6n de los estdndares:
1) Albiimina sérica bovina (PM 67.000)
2) Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57)
3) Triptofano (PM 204.23)
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FIGURA 25
Patrén de Elucién con Piridina 1M, NaCl 0.5M y pH 8.5 de:
Hidrolizado dcido con 7 horas de hidrélisis, 10g caseina/100 ml, HCI 6N
Se indica con la flecha el volumen de eluci6n de los estandares:
1} Alimina sérica bovina (PM 67,000
2) Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57)
3) Triptofano (PM 204.23)

16



0,075

nm

0.050

AUSURDANCIA 280

0.02%

0.000

P VA S S W S S S
Beweg® S £ S v oz 4
K&~ o N #» = 8 N
- . = e,nN

VOLUMEN DE ELUCION (ml)

FIGURA 26
Patrén de Elucién con Piridina 1M, NaCl 0.5M y pH 8.5 de:
Hidrolizado enzimdtico con 20 horas de hidrélisis: (1g (AA) + 2g (PA)} /1008 caseina,
Se indica con la flecha el volumen de elucién de los estindares:
1) Albimina sérica bovina (PM 67,000
2) Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57)
3) Triptofano (PM 204.23)
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FIGURA 27
Patr6n de Elucién con Piridina 1M, NaCl 0.5M y pH 8.5 de:
Hidrolizado enzimitico con 20 horas de hidrélisis: {1g (AA) + 2g (PA)]}/100g caseina,
Tratado con carbén activade: [2.95g (CA)} / 1g caseina
Se indica con la flecha el volumen de elucién de los estdndares:
1) Albtmina sérica bovina (PM 67,000)
2) Tirosil~tirosil-lirosin%PM 507.57)
3) Triptofano (PM 204.23)
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6.7 CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA.

Con la mezcla de solvente cloroformo-acetona (9:1) no se logré obtener una
mancha definida y de hecho a pesar de que se hicieron pruebas con altas concentra-
ciones de muestra, nunca se visualizaron las manchas, por lo que no se continu6 con
esta alternativa, mientras que los resuitados de la caracterizacién de la placa con la

mezcla de solventes etanol-agua (63-37) se observan en la tabla 27.

TABLA 27
CARACTERIZACION DE LA PLACA

MUESTRA Rf PROMEDIO

albimina 0.031
gramicidina

tri-tirosina
alanilmetionina
glicitfenilalanina 0.843
triptofano
alanina
fenilalanina

Observando que los oligopéptidos de alto peso molecular migran una distancia
minima y que de tripéptidos hasta amino4cidos no existe separacién entre ellos, con

lo cual no se pueden identificar entre si.

6.7.1 Evaluacién de los hidrolizados:

En la tabla 28 sc puede observar para los hidrolizados 4cidos de caseina en las

sicte mucstras tomadas durante el proceso, que los picos de eluci6n cercanos al
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volumen de elucién de la albimina tienen valores de RI menores de 0.138 con lo que
se corrobora que scan oligopéptidos de alto peso molecular, por otro lado, los picos
con vollimenes de elucion superiores al volumen de elucién de la albamina tienen
valores de Rf semejantes a los valores del tripéptido a el péptido y a los amino4cidos,

por lo que pueden ser moléculas de uno, dos o tres amino4cidos.

En la misma tabla podemos observar para el hidrolizado enzimitico de caseina
con 20 horas de hidrélisis, que en la muestra del primer pico (HE-20-1) se distinguen
cuatro manchas seguidas en forma de una lineasiendo péptidos de bajo peso molecular
o amino4cidos. El segundo pico (HE-20-2) y el tercer pico (HE-20-3) también son

péptidos de bajo peso molecular o amino4cidos.

El Gnico pico del hidrolizado enzimatico de caseina tratado con carbén activado
(HECA-20-1), corresponde a una poblacién homogénea de péptidos de tres

amino4cidos o menos.
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TABLA 28
VALORES DE "Rf" OBTENTDOS EN LA CROMATOGRAFIA EN PLACA PARA
LOS HIDROLIZADOS ACIDOS Y LOS HIDROLIZADOS ENZIMATICOS DE

PROTEINAS,

MUESTRA Rf PROMEDIO
HA-1-1 0.133
HA-1.2 0.866
HA-1-3a 0.806
HA-1.3b 0.137
HA-2-1 0.850
HA-22 0.806
HA-3-1 0.793
HA-3-2 0.773
HA4-1 0.812
HA4-2 0.800
HA.5-1 0.800
HA-5-2 0.800
HA6-1 0.812
HA-6-2 0.812
HA-T-1 0.812
HA-7-2 0.812
HE-20-1 0.718

0.656

0.565

0312

HE-20-2 0.500
HE-20-3 0.812
HECC-20-1 0.793

6.8 CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO

La caracterizaci6n del producto pucde realizarse comparando el patrén de
aminodcidos del mismo contra ef recomendado por la FAQ o bien contra el patrén de

los productos comerciales existentes. La tabla 29 muestra esta comparacién especifi-
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camente con los amino4cidos indispensables.

TABLA 29
COMPARACION DEL PATRON DE AMINOACIDOS INDISPENSABLES EN EL
PRODUCTO DESARROLLADO CONTRA EL RECOMENDADO POR FAOQ Y EL
DE PRODUCTOS COMERCIALES.

AMINOACIDO % AMINOACIDO
P.D.(1) FAO (1973) LOFE(?S;;LAC MILUPA (2)

His 3.8 3.9 3.5 5.1
lle 11.1 9.7 10.1 12.6
Lecu 232 223 188 212
Lis 27.0 142 20.6 148
Met 4.1 5.4 6.6 5.1
Fen 17 115 1.1 0.0
Tir 26 58 107 126
Tre 120 120 10.5 100
Trp 0.0 24 2.6 17
Val 140 12.9 15.5 14.8
total 100.0 100.0 100.0 100.0
(1) producto desarrollado.
(2) valores calculados en base al contenido declarado por los fabricantes.

Como se esperaba, el proceso de adsorcién de fenilalanina efectuado al
hidrolizado de caseina, result6 en la pérdida parcial de histidina y metionina y en la
casi total pérdida de tirosina y triptofano, por lo que tuvieron que ser adicionados al
producto para ser recuperados, y a su vez tenga un patrén similar al de los productos
comerciales. En la tabla 29 se muestra el patr6n de amino4cidos del producto desar-

rollado si se complementara con 57 mg de aminoécidos indispensables por 1,000 mg

122



de aminoécidos del producto desarrollado, en dondea tirosina representa el 50% del
total de aminoécidos a suplemén!ar., los otros serian el 18% de triptofano, el 15% de

valina, el 11% de metionina y el 6% de histidina.

Se puede observar que después de complementado el producto, el patrén de

aminodcidos obtenido, es similar al que presentan los productos comerciales.

De acuerdo a la tabla 7, el requerimiento de amino4cidos indispensables puede
ser cubierto consumiendo 2 g de proteina al dia por g de peso del nifio, en forma de
proteinas de huevo o de leche. El patron de aminoécidos indispensables del producto
complementado (tabla 30), seria cubierto te6ricamente con 2.56 g del hidrolizado
desarrollado y suplementado, con 0% de humedad, lo que en un inicio representaria

un aumento del 25% en el consumo de proteinas respecto a proteinas de alta calidad.
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TABLA 30
PATRON DE AMINOACIDOS DEL PRODUCTO DESARROLLADO POS-
TERIOR A LA ADICION DE AMINOACIDOS PERDIDOS EN EL PROCESO DE

ADSORCION.
AMINOACIDO % AMINOACIDO
LOFENALAC MILUPA (1) (2)
His 3.5 5.1 4.1 33
Tie 10.1 12.6 9.0
Leu 18.8 212 188
Lis 20.6 14.8 219
Met 6.6 5.1 5.4 62
Fen 1.1 0.0 1.4
Tir 10.7 126 118 28.6
Tre 10.5 10.0 9.7
Trp 2.6 37 3.5 103
Val 15.5 48 14.5 8.3
(1) Patrén de amino4cidos del producto desarrollado después de suplementar His, Met,
Tir, Trpy Val.
(2) Miligramos de amino4cido suplentado por 1,000 mg,
de amino4cidos del producto desarrollado.

6.9 FORMULACION DEL PRODUCTO

La formulacién del producto, se definié como la determinacion de las relaciones
cuantitativas entre los nutrimentos, para la creacién de un alimento "complete™ que

llenase los requerimicntos para el desarrollo adecuado de un nifto recién nacido.

Se defini6 la formulaci6n base para el producto final de acuerdo a las disposi-
ciones de la legislacion oficial vigente publicada en el Diario Oficial, (1988), y en las

recomendaciones internacionales del Codex Alimentarius, (1981).
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La formulacién propuesta es la siguiente:

TABLA 31
FORMULACION BASE DE UN ALIMENTO PARA NINOS RECIEN NACIDOS

(Diario Oficial, 1988).
NUTRIMENTO %
Proteina 232
Grasas 232
Minerales 3.6
Carbohidratos 50.0
Total 100.0

Se determiné que una mezcla preparada de la anterior forma daria 410 Kcal/100
g de producto final. La tahla 32 enlista los materiales seleccionados para cumplir con
estas relaciones y que fueron usados durante las pruebas realizadas en planta piloto

por Ldpez, (1989).

TABLA 32
FORMULACION PROPUESTA DEL ALIMENTO

NUTRIMENTO G
Proteina: hidrolizado desarroliado 23.20
Grasa:

-grasa de leche 1485
-aceite de maiz 742
-emulsificante 0.93
Minerales: mezcla de sales 3.60
Vitaminas: premezcla de vitaminas trazas
Carbohidratos: maltodextrina 50.00
Total 100.00
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6,10 ELABORACION DEL PRODUCTO DESARROLLADO

Al realizar las pruebas en planta piloto, se modific6 la forma cn que se realizaban

los hidrolizados de caseina en ¢l laboratorio (Ldpez 1989).

Las condiciones del proceso de hidrélisis se resumen en la tabla 33, asi como se

describe a continuacién:

1,

La dispersi6n del caseinato de sodio en agua a 50 °C a una concentracién
det 5%. Se agrega la enzima Amano 2A y empieza a correr ¢l tiempo de
hidr6lisis. A Jos 5 minutos se agrega la enzima Papaina. A [os 30 minutos se
agrega el resto del caseinato de sodio lo que pone a la solucién viscosa. Sc
mantiene la misma temperatura por 20 horas en que se alcanza una con-
centracién de 16 mg de fenilalanina/g proteina. El producto adquiere una
aparienciaopaca de color café claro y fuerte sabor amargo. Las enzimas son
inactivadas térmicamente a 90 °C por 10 a 15 minutos. La solucién se deja

enfriar a tempceratura ambicnte.

La separacién de fenilalanina se realiza por adsorcién con carbén activado
a400rpm durante 40 minutosysc esperaa que sedimente elcarbén activado,
separéndose el liquido de las particulas por decantaci6n. Al liquido resul-
tante se le adiciona filtroayuda en forma de lechada al 5-10% para luego
separar el carb6n residual por centrifugaci6n. Lasolucién resultante esclara
con ligera coloracién amarilla y con un contenido de sélidos de 4.5%(P/P)

y sin sabor amargo.



3. Lasoluci6n obtenida es formulada y secada con el fin de obtener un pro-
ducto con un valor nutricional semejante a! de la leche, asi como una
presentaci6n como la de la leche en polvo. Para lo anterior, La soluci6én
obtenida es adicionada de grasas que son emulsificadas con el monoestea-
rato de glicerilo y la lecitina y sc usa el algarrobo (fundido) como espesante,
aunatemperatura de 50 °Cy con agitaci6n vigorosa. Se obtiene una solucién
con un contenido de s6lidos del 9%. Se seca por aspersion, sin haberse adin
determinado el % de humedad final. Entonces se le agregan los carbohi-
dratos, sales y vitaminas. E! producto final es un polvo blanco menos opaco
que la leche. 4. Se hicieron unas pruebas preliminares de envasado,

determinandose que el producto es estable hasta por 2 meses si:

a) sc encontraba en ausencia de luz

b) sc encontraba en una atmésfera de nitrégeno si la humedad es mayor del
5%.

¢) se encontraba en una atmésfera sin nitrégeno si la humedad es menor

del 5%.

4. Elcosto del producto terminado se estima de 35,300 pesos! de producto
terminado comparando con el costo de 34,600 pesos? del producto
LOFENALACenE.U.,sinconsiderar los costos de importacién, se observa

que es competitivo comercialmente. Se estimé también la demanda del

1 a Enero de 1989 en adquisicién al menudeo.
2 de 1986. ($2,500/d6lar).
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producto siendo la que sec muestra en la tabla 34 en la cual se considera que

el promedio de consumo del producto en un nifio durante sus primeros diez

afios de vida es de 7.6 g producto/dia/Kg peso (lopez, 1989).

En la figura 28 se ticne ¢l diagrama de bloques del proceso propuesto, lo que

enfatiza lo dicho anteriormente.

TABLA 33

LA ELABORACION DEL PRODUCTO DESARROLLADO EN ESTE PROYECTO.

PARAMETRO VALOR

*Hidrdlisis enzimdtica®

-sustrato cascina

-enzimas Amano 2A-Papaina
-concentraci6n de sustrato [S] 10%

-refacién [E/S] 1%-2%
-temperatura S0°C

-tiempo de reaccién 20 horas

-agitacién 150 rpm

-recipiente cilindrico sin bafles
*Inactivacion enzimdtica®

-temperatura 90°C

-tienpo 10-15 min
*Adsorcidn®

-adsorbente carbén activado DGR 8X30
-fabricaunte clarificantes mexicanos
-forma fisica ranular
-concentraci6n de adsorbente .95 g CAJg protefna
-agitacién 400 rpm

-tiempo de contacto 40 min

-temperatura de operacién 20°C
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TABLA 34
PRONOSTICO DE DEMA.‘lJDA DEL ALIMENTO BAJO EN FENILALANINA
PARA EL PERIODO 1990-1997 (Ldpez, 1989).

PRONOSTICO Kg/aiio
Producto/aiio 1990 1991 1992 1993 1997
Alimenio bajo en fenila-[3300 9540 15780 22020 46980
lanina.
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DIAGRAMA A BLOQUES DEL
PROCESO PROPUESTO

CARBON ACTIVADO EMJJLSIFICANTES
ESRESANTES
AGUA DE PROCESO GRASA
CASEINATO el REACCION DE _{ivsoncmr«r__, CENTRIFUGADO l
ENZIMAS HIDROLISIS S 0 FILTRADO EMULSIFICACION

!

' CARBON ACTIVADO
ENVASADO FORMULACION FINAL SECADO l

[-}I‘—T-—T\’ ITAMINAS

MINERALES
AMINOACIDOS
MALTODEXTRINA

FIGURA 28
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7 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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4,

5,

6.

7

Se eligi6 a la caseina como materia prima para la elaboracién del alimento

bajo en fenilalanina, por ser técnica y econémicamente viable.

Se desarrollé un proceso enzimético para hidrolizar la caseina y hacer

posible la separaci6n de la fenilalanina.

Se probo la técnica de separacion de la fenilalanina con carb6n activado
desarrollada en otra etapa de este proyecto en diversos hidrolizados

enzimaticos a fin de establecer las condiciones 6ptimas del proceso.

Se formul6 el alimento como una fuente proteica, pobre en fenilalanina y
con nutrimentos necesarios para el desarrollo adecuado de los lactantes

fenilcetondricos.

Se caracteriz6 el alimento bajo en fenilalanina obtenido por hidrélisis
enzimética de cascina, Gitit como sustituto de leche como alimento principal

en nifios con fenilcetonuria.

El hidrolizado 4cido de proteinas con un tiempo de hidrélisis de 7 horas
afin no llega a serun producto compuesto de amino4cidos libres, compuesta
la poblacién mis pequeiia por estructuras formadas por mis de tres

amino4cidos.

En la tercera hora de hidrélisis de proteinas se logra romper a Ja proteina,

obteniéndose oligopéptidos de més de tres amino4cidos.
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10.

11.

A partir de la quinta hora de hidr6lisis 4cida de proteinas, no se mejora el
hidrolizado, por lo que se descart6 la hidrélisis 4cida de proteinas como

alternativa para este proceso.

El hidrolizado enzim4tico de caseina est4 formado por oligopéptidos de alto

peso molecular, por tripéptido, dipéptidos y por amino4cidos.

En el hidrolizado enzimitico de caseina, tratado con carbén activado, se
eliminan los amino4cidos arométicos, obteniéndose una poblacién

homogénea de oligopéptidos formados por més de tres amino4cidos.

Se propone evaluar geles con grados mayores de entrecruzamiento como
"Sephadex G-15 6 G-10 para la cromatografia en columna, asi como evaluar
otras mezclas de solventes que permitan una mayor separacién de los
componentes de la mezcla desconocida en la cromatografia en capa delgada.
Evaluar la homogeneidad del producto obtenido por hidrélisis enzimética
con pruebas "in vivo". Evaluar el hidrolizado 4cido de casefna con un tiempo
mayor de hidrélisis, observando los inconvenientes de su realizacién, para
poder tenerlo como una alternativa de la liberacién especifica de fenila-

lanina en proteinas.
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