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RESUMEN

Algunas modificaciones enzimiticas de las proteinas han servido para perfeccionar fuestros
conocimicntos sobre las propiedades fisicoquimicas de las proteinas de los alinientos. La mejora de
estas propiedades funcionales se ha intentado por via de la hidrdlisis utilizando proteasas, las
proteasas cjercen una influencia en la catdlisis de las proteinas, al romper las uniones peptidicas de la
cadena de aminodcidos, ¢s por eso que los hidrolizados enzimdticos son evaluados en el uso de
formulas alimentarias como posibles tratamientos para suprimir las alergias que se ocasionan por
algunas proteinas, son utilizades en formulaciones infantiles por su facilidad de absorcion y por su
baja alergenicidad, En el presente trabajo se desarrollo una hidrolisis enzimatica que consiste en
tratar caseina con enzimas proteoliticas, a fin de disminuir su peso molecular, para obtener un
hidrolizado compuesto de péptidos de facil absorcion, que servira como base para adicionar grasas y
carbohidratos con lo que se formard un complemento para alimentacion, pero manteniendo sus
propiedades funcionales para formar una emulsion estable de los componentes de la dieta y wtilizando
maltodextrinas en polvo con un valor promedio de 10 Dextrosa Equivalente (D.E.), para obtener una
osmolaridad adecuada. Para comprobar la eficiencia de la hidrélisis a los hidrolizados se les
determing: Protefns soluﬁle, por e método de Lowry, esmolaridad, modida en miliosmoles/L,,
sabor, evaluado sensorialmente, estabilidad de Ia emulsién, que mide consistencia y homogeneidad,
tomando en cuenta: temperatura y pH optimos de cada enzima, asi como la concentracion de sustrato
para cada hidrolisis. De las propiedades funcionales particulanmente la emulsificacion es muy
importante para la preparacion estable del producto, una vez comprobada la eficiencia del
hidrolizado enzimatico para obtener una emulsion se procedit a optimizar ¢ proceso de hidrolisis con
fas enzimas presefeccionadas: Alcalasa 0.6L, Proteasa N, y Proteasa 2A, a fin de obtener una
formulacién compuesta de carbohidrates (sacarasa y maltodextrinas) al 9 % y grasa (aceite de maiz y
lecitina) al 4%, con una concentracion de proteina del 3%, de acuerdo a las proporciones sugeridas
en la prictica clinica. A estas formulaciones se les midié osmalaridad, resistenicia a la coalescencia, e
indice de actividad emulsificante (1AE), que son parametros importantes que indican una buena
capacidad emulsificante. Para seleccionar a la enzima mas adecuada, ademds de tomar en cuenta los
parimetros anteriores, se tomo en cuenta el costo y disponibitidad de la enzima, Basandonos en los
resultados obtenidos las enzimas seleccionadas fueron: Proteasa N en 30 minutos con una
osmolaridad de 404.} mQsm/ y un 1AE de 54.77, y Proteasa 2A can una osmolaridad de 439.0 y un
IAE de 60.57, ambas con buena estabilidad emulsificante, en ninguno de los casos se observé

separacion de aceite.



INTRODUCCION

Son varios los desarrollos cientificos y técnicos que han incidido en la enzimologia alimentaria y que
periuten prevecr una expansion importante en los proximos afios. Alrededor de un 65 % de las
enzimas que se producen industrialmente estin de una u otra manera relacionadas con la industria
alimentaria, aunque es conveniente sefialar que solamente las proteasas alcalinas empleadas en
detergentes ocupan 25% del total de esta distribucion, ¢l 10 % restante corresponde a aplicaciones en
las 4reas farmacéutica y analitica, (Garcia G., Quintero, R., Lopez-Munguia, 1993).

El tamafio del mercado actual de las enzimas es dificil de estimar, primeramente por razones de
indole puramente comercial y también por el hecho de que en varios procesos las enzimas son
producidas y consumidas por las mismas empresas. Es el caso de los procesos enzimdticos de
produccion de aminoacidos y de algunas compafiias productoras de jarabes glucosados y fructosados.
La mayoria de las enzimas empleadas cominmente en la industria son de origen microbiano. El
mercado de enzimas microbianas en México se estima en 17 wmillones de ddlares anuales (ibid).

Para ser utiles y por tanto utilizables comercialmente, las enzimas deben hacer que un producto
¢laborado con su ayuda tenga alguna de las ventajas siguientes: i) que su calidad sea superior a 1 del
producto tradicional, i) que sea mas Gtil en sus aplicaciones, iii) que sea mas barato, lo que puede
conseguirse indirectamente, por cjemplo, disminuyendo los costos de operacién y/o equipos
requeridos en la manufactura del proceso, y iv) la tltima y mas importante, que mediante las
enzimas se puedan obtener productos que no existian previamente o sélo en cantidades limitadas,
debido a su reducida disponibilidad a partir de fuentes naturales,

Existe un amiplio rango de aplicaciones en los que el tratamiento enzimatico es muy titil para mejorar

la calidad o 1a facilidad de produccion de un compuesto, u obtener un producto intermedio en un



proceso de dificil sintesis quimica, a menudo en operaciones que han sido llevadas a cabo
tradicionalmente sin el empleo de tales enzimas. Por ejemplo, la adicion de lipasas acelera la
maduracién de los quesos, las pectinasas y amilasas se emplean para reducir la viscosidad de los
jugos de frutas asi como para facilitar la posterior clanificacion del jugo por filtracion o floculacion,
la utitizacion de dextranasas para hidrolisis de los polisacaridos durante !a produccion de azucar y
muchos otros ejemplos que implican el uso de enzimas (A. Wiseman, 1991).

Una de las alternativas en ¢l uso de enzimas, en e} caso de proteasas, es el desarrolle de hidrolizados
enzimdticos que permiten un mejor aprovechamiento de los nutrimentos alimenticios, al modificar tas
propiedades funcionales de las proteinas. Una hidrdlisis enzimitica controlada de proteinas bien
equilibradas en aminodcidos, permite obtener una fuente de péptidos mejor utilizada por o
organismo, que las mezclas de aminodcidos que normalmente se wtilizan para fa alimentacion de
pacientes hospitalizados, a‘menor costo. Los hidrolizados son de gran interés sobre todﬁ ¢n -casos de
deficiencia digestiva, porqﬁe al modificar a las proteinas distuinuyen su peso molecular, lo que las

hace de facil absorcion (Mohr, 1978).

En el presente proyecto se propuso elaborar una formulacion que consistio en realizar una hidrolisis
enzimatica de caseina con el propdsito de mejorar sus propiedades funcionales que permitieran
formar una emulsion cstable y de osmolaridad apropiada con todos sus componentes do fa dieta,

totnando en cuenta: concentracion de enzinia, concentracion de proteina,
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar una hidrdlisis controlada de caseina con enzimas proteoliticas disponibles en el mercado
nacional, para obtener una formwula alimenticia de facil absorcién que consista en una emulsion
estable, contenga carbohidratos, lipidos y proteinas en las proporciones adecuadas para una buena

nutricion.

OBJETIVOS PARTICULARES

Seleccionar las enzimas proteoliticas en funcion del sabor del hidrolizado, la osmolaridad obtenida, el
porcentaje de proteina soluble, y la facilidad que tenga el hidrolizado para formar una emulsién.
Elegir Ias condiciones de hidrdlisis mas convenientes con respecto a:Tiempo de hidrolisis y dosis

enizimatica a utilizar en ¢l proceso.
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GENERALIDADES

DESNUTRICION

En o mundo existe un importante segmento de fa poblacion, que ha sufrido largos periodos de mala
nutricion y repetidos ataques de enfermedades infecciosas y parasitarias, que en gran medida
obedecen a la combinacion de pobreza econdmica, desinimo, viviendas insalubres y desconociniiento
de las nociones basicas de higiene o falta de voluntad para obsevarlas. Su posibilidad de
sobrevivencia entonces depende de la capacidad de adaptacion del ser humano, que de modo
transitorio o permanente implica el sacrificio de algunas funciones vitales, el agotamiento de reservas
orginicas de nutrimentos o el desgaste de ciertos tejidos del cuerpo.

Los efectos de fa desnutricion en la salud son muy evidentes en log lugares del mundo en donde la
disponibilidad de alimentos es escasa, en especial los alimentos que proporcionan proteinas de alta
calidad y micronutrientes mas facilmente disponibles que por lo general son los de mas alto costo.
Por lo que la salud de un individuo depende de la suficiencia de nutrientes para satisfacer las
necesidades corporales para el crecimiento, el desarrollo y el mantenimiento (Frenk,1989).

En paises en desarrollo, donde una gran proporcion de (a poblacidn subsiste en condiciones precarias,
los principales problemas nutricionales son debidos a dietas insuficientes para satisfacer las
necesidades alimentarias, y las enfermedades que se presentan con mas frecuencia son debidas a
deficiencia calérico-proteica; este tipo de deficiencia es muy simple y se reduce tnicamente a que el
organismo a! nivel de los tejidos, no esta recibiendo el aporte minimo niecesario de fuentes de energia
(calorias) o de los constituyentes esenciales para su formacidn, mantenimiento y reposicion
{proteinas). Este aporte insuficiente puede ser debido a que la dieta no provee las cantidades

requeridas, es decir, deficiencia primaria o de origen dietdtico, 0 a que existen factores que:



1.- Impidan la adecuada utilizacion de los alimentos ingeridos (procesos diarreicos cromicos,
sindrome de malabsorcion).

2.~ Establezcan demandas exageradas a causa de enfermedades comio tuberculosis o las neoplasias
gastricas.

3.~ Que promuevan pérdidas exageradas por hipertiroidismo a causa del mal funcionamiiento de la
glandula tiroides, para el caso de las calorias; o enteritis exudativa que se presenta por la inflamacién

de la mucosa intestinal, para el caso de las proteinas.

Aungue el problema es mucho més prevaleciente y serio en nifios pequefios por su crecimiento, los
efectos de 1a desnutricion calérico-proteica también se pueden observar, con similares caracteristicas
en individuos adultos. Estas deficiencias traen como consecuencia las siguientes caracteristicas
(Frenk,1989);

1.- Disminucién de actividad fisica.

2.- Transtomos en ¢l sistema inmunolégico.

3.- Velocidad de crecimiiento lenta,

4.- Morbilidad,
8.~ Mortalidad,

La desnutricion puede provocar diarrea y la diarrea de origen infeccioso, puede también a su vez,
conducir a la desnutricién, La forma mas indicada de romper el circulo diarrea-desnutricion una vez
que se presenta, es mediante la rehidratacion corporal seguida de una terapia nutricional apropiada

para o pacicnte (Sepulveda, 1988).

CLASIFICACION
La desnutricion es la asimilacion deficiente de nutrimentos, que conduce a un estado patoldgico de
distintos grados de severidad y manifestaciones clinicas. Gémez en 1946, clasificd a la desnutricion

en tres grados, basandose en el peso corporal:



Desnutricién de primer grado: coando se presentan pérdidas de peso no mayores del 25 % del peso
normal
Desnutricion de segundo grado: cvando la pérdida de peso fluctda entre 25 y 40 % del peso
normal.

Desnutricién de tercer grado: cuando la pérdida de peso rebasa el 40 % del peso normal.

Esta clasificacion es aceptada nwndialmente, para diagnosticar el estado nutricional de los pacientes.
Sin embargo, es necesario tomar en cuenta otros factores como el crecimiento fisico, la composicion
corporal y ¢l desarroflo fisico. Algunos autores han realizado propuestas interesantes en base a esto
para lograr una mas facil comparacion somatométrica entre diferentes grupos de pacientes (Ramos,
1977). La desnutricilén afecta principalmente a nifios menores de 5 arios, a las mujeres embarazadas,

a los ancianos y enfermos.

TRASTORNOS FISIOLOGICOS

Se ha visto en algunos estudios que ¢l nivel de amilasa salival disminuye en la desnutricion. El jugo
gastrico también se ve reducido, lo que implica una menor proteccion coitra microorganismos
patdgenos. El paucreas se vuelve fibroso y presenta vacuolas en el citoplasmia de las células acinares,
alterando su funcionalidad como secretor de enzimas indispensables para el desarrollo de los
alimentos (Romer, 1983).

La motilidad del intestino se ve afectada por cambios en el nivel de serotonina y adrenalina. En el
nifie con marasmo (el marasmo se expresa como wuna enfermedad crénica por desnutricion y
generalmente se presenta durante ef prinier afio de vida), disminuye la altura de las vellosidades de la
mucosa intestinal, reduciendo asi, la superficie de absorcion. En el kwashiorkor (es otra forma de

desnutricion que se presenta en nifios de 1 a 4 aflos de edad, que recibieron dietas deficientes, mal



balanceadas), ¢l grosor de fa mucosa no se afecta y ademas puede acumularse grasa en las células
epiteliales. El mtestina conticne en la membrana de borde dul cepillo, enzimas disacaridasas que
fidrolizan carbohidratos obteniendo como productos. glucosa, galactosa y fructosa. Entre las
disacaridasas, la mas afectada al existir un cuadro de desnutricion es la lactasa, por encontrarse en la
parte mas superficial del borde de cepillo del intestino, su concentracion es menor que las otras
enzimas y se ve limitada ain en 1a desnutricion de primer grado, al ser deficiente fa lactasa, 1a lactosa
no es hidrolizada y ejerce una presion osmotica clevada dentro del intestino produciendo diarrea. Por
otro lado si existe una infeccion bacteriana, Ia lactosa es fermentada por los iicroorganismos a dcido
factico causando irritacion de la mucosa y problemas de flatulencia, dolor abdominal, distension, etc
A este cundro se puede sumar el que existan problemas de absorcion de glucosa y galactosa ya que
su transporte a través de la mucosa requiere de un gasto cnergético (ATP) que se encuantra
disminuido durante la desnutricion.

Los aminoacidos o peéptidos que se forman a pattir de fa hidrolisis enzimatica’de las proteinas,
necesitan una concentracion cdevada de sodio en las células cpitcliales de ta mucosa intestinal para
ser absorbidos y transportados hasta el torrente sanguineo.

Las enzimas que intervienen en la hidrolisis de las proteinas son: la pepsing, que es secretada en o
estomago; los precursores de fa tripsina, quimotripsing y carboxipeptidasa, que son secretadas en o
pancreas asi como las aminopeptidasas de la mucosa intestinal (Ganong, 1994),

Los lipidos, durante ol proceso digestivo, son hidrolizados por la lipasa pancredtica para formar
acidos grasos y monoglicéndos, que se absorben a través de Ja mwcosa por diversos mecanismos
segun su peso moleculﬁr. Para que la lipasa pancredtica actie sobre los lipidos, dstos deben ser
emulsificados por sales biliares provenientes del higado. En condiciones normales las sales biliares se
desconjugan on el colon e ileon terminal, pero en ¢l caso de infecciones, 1o poblacion bactenana

presente en ¢l duodeno y el yeyuno desconjuga a los acidos biliares en la parte superior del intestino



evitando la formacion de las micelas y disminuyendo asi la absorcion de las grasas; los acidos
biliares desconjugados daian a su vez las microvellosidades de la mucosa.

Se ha visto tambicn que la secrecion de lipasa disminuye en la desnutricion por dafio al pancreas, v se
preseata también cstatorrea (presencia de un exceso de grasa en las heces), consecuencia de la
malabsorcion de lipidos. La absorcion defectuosa de grasas trae como Gltima consecuencia que la
vitaminas liposolubles no se absorban en cantidades suficientes (Ganong, 1994).

El aprovechamiento de otros nutrimentos como vitaminas hidrosolubles y minerales también se ven
directamente afectados por la malabsorcion de carbohidratos, proteinas y grasas ya que sus
mecanismos de transporte y absorcion son dependientes de dichos procesos de digestion (Kleinman,
1989).

Las infecciones bacterianas que acomparian muchas veces a la desnutricion, provocan un aumento en
ol catabolismo. Se ha calculado que por cada grado de fiebre, existe un aumento del 5 al 8 porciento
del metabolismo basal (Sepulveda, 1988).

Otro factor que se presenta en la desnutricion es la deshidratacion, y es la causa de monalidand mas
importante en nifios que presentan diarrea, y por lo tanto lo primero que hay que mantener es el
balance de agua, de electrolitos y el equilibrio dcido-base. Es por esto que la Organizacion Mundial
de la Salud recomienda el uso de una solucion de glucosa y electrdlitos conocido comb sucro oral
(Pizarro,1988). Una vez recuperado ese equilibrio, lo importante es recuperar la capacidad de
absorcidn intestinal. Diversos grupos de investigacion en el mundo, han desarrollado fonnulas y |
dietas, a fin de lograr una pronta recuperacion en los pacientes con mala nutricion.

Las formulas son de lo mas diversas y su comiposicion y elaboracion se ha basado en la
disponibilidad de alimentos en Ia poblacion, su costo, la edad y el cuadro patologico que se presenta
en el paciente. Entre las fonnulas que mas se emplean encontramos dietas elementales, hidrolizados

proteirticos, formulas de soya y dietas a base de came (Kempe, 1983).



Cuando por una u otra razon disminuye la ingestion de alunento, of crecinuento v ef peso se pueden
mantener por algiin tiempo al reducirse of gasto de encrgia, en parte a expensas de la actividad fisica,
ocasionando distorsiones cn el metabolismo, Este patrdn de ajuste primario del balance de energia
puede prolongarse hasta 1a vida adulta, debido a 1a mata nutncion durante la nifiez { Frenk, 1989).

Los pacientes con problemas digestivos o de absorcion, entre elos los que sufren disfuncin
pancretico-biliar o sindrome de intestino corto, necesitan fuentes de nutrimentos predigeridos o
clementales. Los hidrolizados de proteinas que contienen aminoacidos adicionales o ma solucion

sintética de aninoacidos cristalinos pueden ayudar en este tipo de problema.

Entre las variantes clinicamente mds importantes en las formulas estan su contenido de actosa, su
osmolaridad y la forma molecular de sus sustratos. E! borde de cepillo intestinal de muchos adultos,
en especial de los de raza negra, chinos y los de procedencia mediterranea no presenta niveles altos de
lactasa, to cual produce intolerancia a los regimenes que proporcionan lactosa. La-osmolaridad de la
solticién es un aspecto muy importante tratandose de enfermos que estan siendo alimentados en sitios
distales del pitoro. Se ha insistido en que las soluciones hiperosmolares aplicadas directamente en el
intestino delgado pueden ocasionar alteraciones rapidas de liquidos y electrofitos, ocasionando con

cllo diarreas agudas y efectos sistémicos semejantes al sindrome de vaciamiento rapido.

Por ultimo, 1a composicion molecular de los sustratos en las dietas a base de formulas varian de
manera considerable. Una dicta que se administra por via intragastrica y que se base en proteinas,
alnidones y aminocidos de cadena larga intactos casi siempre, se tolera bien si las funciones
proteoliticas y lpofiticas estin intactas. Estas formas de alto peso molecular presentan generalmente
una baja osmolaridad y son de costos moderados, ademas de que su rendimiento en la formulacion'es

generalmente de 1 Keal/ml.
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Las formulas compuestas de aislados de proteinas obtenidas de caseina, soya, asi camo los
oligosacaridos y los acidos grasos de cadena larg, ne contienen lactosa en absoluto. Estas dietas son
muy poco hiperosmolares, se toleran bien y también rinden 1 Kcal/ml. Son formulas que requieren
una fincion proteolitica o lipolitica normal, pues de lo contrario no se aprovechan debidamente.

Entre la fanmulas nutricionalmente completas en solucion para ser administradas por sondas o por
via oral y que contienen nutrimentos intactos, estin las destinadas a suministrar suficientes
nutrimentos para el mantenimicnito y nden wn 30 % de sus calorias a partirdela grasa y entre 12y
16 % a partir de las proteinas. Los productos varian muchisimo en su contenido de lactosa,
osmolaridad y sabor. La osmolaridad osctla a veces entre 300 y 400 mOsm. Estas formulas requieren
una capacidad intacta de los procesos de digestion y absorcion, puesto que los nutrimentos son
proteinas enteras, carbohidratos complejos y grasas de triglicéridos

Formulas nutricionalmente completas en soluciones para ser administradas por sonda o por via oral,
que contienen proteinas hidrolizadas o aminodcidos. Las formulas que contienen proteinas
hidrolizadas o aminodcidos reciben a veces el nombie de dietas elementales. Entre sus ingredientes
cabe mencionar. aminodcidos, proteinas hidrolizadas, polisaciridos, dcidos grasos esenciales,
vitaminas y minerales. Estos nutrimentos requieren una digestion minimia y se absorben sin dificultad.
Si fos productos son de sabor desagradable, la mejor manera de administrarlos es por sonda.

Cuando con fos alimentos y bebidas ordinarios no se satisfacen las necesidades de nutrimentos del
individuo, se hace necesario un suplemento nutricional para elevar el aporte de esas sustancias. En el
caso de algunos pacientes que no estan en condiciones de observar una dieta normal a causa de
alguna enfermedad, esta ha de ser nwodificada para que se pueda administrar mediante una sonda de
pequeiio calibre. Otros pacientes afectados de enfermedades gastrointestinales graves, no logran
absorber bien los alimentos ingeridos v, por lo mismo, necesitan alimentacion parcial o total por la

via parenteral (Taylor and Luean, 1991),



Las observaciones de Hegarty, (1982), mdican que la absorcion de hidrolizados proteinicos
constituidos por péptidos pequefios es mayor a su equivalente (en términos de mitrogeno) de mezclas
de aminoacidos libres (a molaridades elevadas). En base a estos resultados se ha propuesto que las
dietas enterales quimicamente definidas incluyan péptidos de cadena corta en vez de aminoicidos

libres.

MODIFICACION DE PROTEINAS

Las proteinas y especificamente de origen animal, presentan diversas propiedades fisicoquimicas
como son: solubilidad, plasticidad, caracter ligante y emulsificante, que es necesario dominar para
poder controlar las propiedades de los sistemas alimentarios durante la transformacion y por ultimo,

las propiedades mecanicas de productos obtenidos con ellas.

E! objetivo buscado en los hidrolizados al modificar las propiedades funcionales de las proteinas es,
en general obtener productos solubles, pero al aumentar la solubilidad se perderan otras propicdades
funcionales. Sin embargo una hidrélisis bien controlada permitiria que al disminuir ¢l peso molecular
y ser mas soluble, Ia proteina mejore sus propiedades emulsificantes. Por otro lado cabe la
posibilidad de que los fragmentos formados se desdoblen mas facilmente que Ia proteina intacta
debido a la disminucion de las fuerzas inermoleculares aumentando de esta forma su capacidad
enulsificante (Smith, 1985).

Esta modificacion pucede ser realizada de diferentes maneras:

* Por hidrélisis dcida .
* Por hidrolisis bdsica

* Por hidrélisis enzimsdticn



La modificacion de psoteinas por hidrolisis puede presentar ciertas desventajas, ya que pueden
formarse péptidos amargos por lo que es difici! fabricar productos de un sabor neutro. El sabor
amargo de muchos hidrolizados provocd que las primeras investigaciones se realizaran en tomo a
este problema. Alora se sabe que ¢l sabor amargo se relaciona con ¢l grado de Iudrélisis y con ¢f
caracter hidrofdbico de los péptidos, actualmente es posible eliminar of sabor amargo de los
hidrolizados proteicos mediante wna scparacion selectiva, por reaccion de plasteina, por

enmascaramiento o por aplicacion de exopeptidasas (Adler, 1986).

Si el proceso so realiza en condiciones acidas, hay menor especificidad por parte del acido o el alcali
usados para hidrdlizar, obteniéndose ademds productos secundarios indescables que disminuyen ol
rendimiento y pureza del producto principal, Por ejemplo, Ia hidrolisis de proteinas y carbohidratoes
puede catalizarse con acidos fuertes como el sulfiirico o clorhidrico, pero la menor eficacia de los
catalizadores quimicos obliga a realizar los procesos a elevadas temperaturas y presiones, con el

consiguiente gasto energético y corrosion de las instalaciones (Serrano, 1985),

St el proceso se efectia por hidrolisis alcalina se puede producir una disminucion en la calidad
nutricional por destruccion de ciertos aminoacidos y por racemizacién, en este caso se debe preever
la alimentacion de sal del producto despues de neutralizar ¢l hidroliizado (Adler, 1986),

Cuando la proteina esta desnaturalizada los enlaces petidicos se encuentran mds accesibles por lo que
la cinética de la hidrolisis es diferente a la proteina en su estado original. Si la proteina sufre una
desnaturalizacion irreversible, esta tiende a agregarse y se vuelve insoluble allerm1d§ la velocidad de

hidrdlisis por fendmenos de adsorcion y difusion (Adler, 1986).



HIDROLISIS ENZIMATICA

Las propiedades funcionales de las proteinas pueden ser favorecidas mediante una hidrolisis
enzimitica controlada, ya que miodifica el tamaio molecular de las proteinas, alterando su
conformacién y produciendo cambios en las fuerzas intra ¢ intenmoleculares de los enlaces peptidicos
(Phillips, 1981),

Para lograr una adecuada modificacion de las proteinas por hidrolisis enzimatica se deben tomar en
cuenta diversos parametros, como la seleccion de la proteasa o proteasas a utilizar, que depende de
factores como ef costo, 1a actividad, la estabilidad, la especificidad y las condiciones de temperatura
ypH en los cuales se presenta la mejor actividad (Burgeois 1986)

La ruptura o hidrolisis de los enlaces peptidicos trae como consecuencia las siguientes
modificaciones:

1) Incremento del niimero de grupos polares.

2) Aumento en {a hidrofilicidad dcl producto.

3) Disminucion del peso molecular de las cadenas peptidicas.

4) Posible alteracion en la conformacion molecular, esto es que al haber ruptura de enlaces peptidicos
se presenta una separacion de los dominios de la proteina o bien se abre la compacta estructura
globular, exponiendo una mayor cantidad de grupos hidrofébicos del medio acuoso (Phillips and -
Beuchat, 1980).

La hidrolisis enzimatica es la mds eficiente, en los siguientes términos:

a) Las enzimas ademas de ser de origen natural, no son toxicas

b) Son muy especificas en su forma de accion, ya que efectiian reacciones que de otra manera serian
dificites.

¢) Funcionan en condiciones moderadas de temperatura y pH, por lo que no se requieren condiciones

drdsticas que puedan alterar la naturaleza dd alimento, ni equipo muy costoso.



d) Actitan a bajas concentraciones y su velocidad de reaccion puede ser controlada al ajustar el pH,
la temperatura y la concentracion de la enzima, por lo que ¢l hidrolizado puede ser realizado en
condiciones suaves, y

¢) Son ficimente inactivadas después de haber terminado el proceso deseado.

La mayor parte de las reacciones enzimaticas pueden ser descritas por el modelo de Michaelis-
Menten o bien por los modelos desarrollados para desviaciones tales como reversibilidad de la
reaccion, inhibicion por excese de sustrato y/o inhibicion por alguna sustancia que con frecuencia es
producto de la misma reaccion.

Finalmente destacan la eficiencia catalitica y la especificidad de las enzimas, que varia de acuerdo a
la enzima y al sustrato que se utilizara, dado que las enzimas pueden actuar como reguladores y
tambien pueden ser reguladas. En la mayoria de los casos el sustrato se encoutrara en exceso, de

'
modo que ¢l factor limitante de la velocidad sea la enzima.

En una reaccién enzimatica hay tres fases (Wiseman, 1991): En.la primera, la concentracion de
enzima libre disminuye drasticamente, puesto que la mayor parte se combina con el sustrato en un
equilibrio dinamico, que persiste mientras haya moléculas de sustrato libres. La velocidad de reaccion
depende de la energia con la que se une al sustrato. En la segunda fase, todos los reactantes
incluyendo las moléculas de enzima, estan en equilibrio dindmico y se alcanza la actividad maxima,
puesto que la alta concentracion de sustrato pennite que las moléculas de enzima vuelvan a formar
los complejos enzima-sustrato inuy rapidamente, inmediatamente después de haber transformado las
moléculas de sustrato previa. En la tercera fase de la reaccién la concentracion de sustrato disminuye
apreciablemente, con lo que la velocidad de la reaccion catalizada por la enzima decae

asintoticamente, Esta fase es especialmente importante en muchas reacciones enzimaticas, donde se
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desea que ta reaccion transcurra completamente y tanto el rendiniento como la concentracion del
producto obtenido sean maximos, de tal forma que las interacciones entre factores tales como las
concentraciones de enzima y sustrato y las condiciones de reaccion son de crucial impostancia, por lo
que eh aalquier experimento de hidrdlisis enzimatica se debe controlars

o La concentracién de sustrato
¢ Larelacion enzima/sustrato
o ElpH

o Latemperatora

Estos cuatro parametros tienen influencia sobre la velocidad de reaccion que se cataliza y son los que

determinan el proceso de reaccion que es la hidrolisis (Adler, 1986).

El efecto de pH en la actividad de la enzima depende de 1a concentracion de iones hidrogeno del
medio, esta dependencia puede deberse a cambios en los grados de ionizacidn de los aminodcidos del
sitio active de la enzima, del sustrato, o bien del complejo enzima-sustrato, lo que afecta la afinidad
que tiene Ia enzima por el sustrato. En algunos casos los sustratos no son ionizables, como por
ejemplo los carbohidratos, por lo que los grupos idnicos de las enzimas son los (inicos afectados por
¢l pH. En ocasiones es necesario seleccionar la proteasa en funcion del pH del alimento en el cual se
hidroliza la proteina, Es necesario insistir en que el pH al cual la enzima alcanza su maxima

actividad no coincide necesariamente con el pH al que observa su maxima estabilidad.

El efecto de la temperatura en las reacciones catalizadas por enzimas, al igual que otras reacciones
quimicas se traduce en que la velocidad de reaccion enzimitica aumenta con la temperatura, dentro
del intervalo en el que |a enzima es estable y retienc su capacidad catalitica. A medida que aumenta la

temperatura aumenta también la velocidad de reaccion y en of punto en que se rebasa una cierta
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temperatura se llega a la mactivacion de las enzimas por un proceso de desnaturabzacion al que son
sensibles la mayor parte de ellas, y que puede tener una naturaleza reversible. Cada enzima presenta

su dptimo de temperatura en el que las reacciones se efectiian a una velocidad maxima

El tiempo de reaccion también es un factor importante y va relacionado eon la temperatura y pH, que
deben ser los optimos de actividad enzimatica (actividad maxma de la enzima), y del tempo de
reaccion va a depender cf grado du hidrolisis que se lleve a cabo s decir, que va a ser proporcional al
porcentaje de proteina soluble y por lo tanto la formacién de péptidos, pero cuanto mas tiempo pasa
hay mds probabilidad de presencia de peptidos que proporcionan un sabor amargo en el producto

final (Adler,1986).

En ¢f caso de tas enzimas en general y fas proteasas en particular, dos factores limitan la seleccion de

la mas alta concentracion de sustrato:

1.-La solubilidad de ia proteina en donde la disponibilidad de aguz (ta reaccion es de hidrolisis y por

fo tanto uno de fos reactivos es agua) es wy factor para ilevar a cabo Ia reaccion.

2.-Los eventuales problemas de inhibicion por exceso de sustrato, ya que fa enzima liega a un estado
de saturacion de este. Cada enzima se caracteriza por presentar su actividad optima a cicitas
condiciones de temperatura, pH y fuerza ionica. Es importante tomar en cuenta la relacion enzima
sustrato en la velocidad inicial de Ia hidrolisis mas que la concentracion misma de fa enzima, porque
ol proceso de hidrolisis proteinica es ideal que se lieve a cabo en condiciones de saturacion de la

enzima; tambien es importante tomar en cuenta la naturaieza del sustrato (Adler, 1986).



ENZIMAS PROTEOLITICAS

Son enzimas que hudrolizan las proteinas en forma ordenada ya que la mayoria tienen certa
especificidad para un determiinado enlace peptidico. Existen dos tipos de proteasas basicamente: las
endopeptidasas, que hidrolizan los enfaces peptidicas intemos de las proteinas, y las exopeptidasas
que atacan sus amincacidos terminales. Este (ltimo grupe puede a su vez subdividirse en
aminopeptidasas, que actiran por ¢l fado del grupo amino terminal, y en carboxipeptidasas que
hidrotizan los aminodcidos por ¢l lado del carboxilo terminal (Adler, 1986).

Existen fuentes muy abundantes de proteasas de origen vegetal y animal, et los {iltimos afios se han
cmpleado murchos microorganismos para su obtencidn, entre los cuales los mas fmportantes son: 8.
subtilis, B. thermoproteoliticus, A. oryzae, A, niger, A. saitai, Rhizapus sp, S. griseus y Mucor
pusilus.

Las enzimas proteoliticas, se clasifican de acuerdo a su origen (animal, vegetal o microbiana), por su
actividad catalitica (endopeptidasas y exopeptidasas). y por la naturaleza de su sitio activo, ef cual fe

da caracteristicas de cspecificidad, ver ejemplos adefante (Whitaker, 1977).

USOS DE ENZIMAS PROTEOLITICAS

El uso de fas proteasas requiere de condiciones muy especificas de temperatura, pH, y fuerza iénica
para mantener la hidrélisis en condiciones optimas (Badui,1989),

Sus usos son diversos:

Las proteasas son ampliamente usadas en la industria alimentaria en una gran diversidad de
ptoductos, fo mismo que fas preparaciones conterciates de proteasas que son mezclas de varios tipos

de enzimas, por {o que sut accion proteolitica es muy diversa.



Entre las enzimas protealiticas mas unportantes tenenios: la pepsina, tripsina, quiotripsina y renina
(de origen animal). La renina es tal vez la enzima mas antigua que se conoce ya que se ha empleado
en la coagulacion de 1a teche y en la manufactura de quesos. La papaina, bromelina y ficina son de
origen vegetal, tienen en ¢ sitio activio un radical sulfhidrilo por lo que son ripidamente inactivadas
por reactivos o condiciones que modifiquen este grupo funcional; se usan para ablandamiento de
came, pucs actiian sobre los tejidos conectivo, principalmente colagena y elastina. La papaina se
utiliza en homogenizados que se inyectan a los animales vivos y antes del sacrificio. Otros usos de
estas proteasas se encuentran en la industria cervecera, para evitar ¢l enturbiamiento a bajas
temperaturas, ya que fa turbidez de la cerveza se debe a Ia formacion de un complejo proteina-
tanino, y carbohidratos, propios de fas materias primas con las que se clabora este producto. La
accion de la papaina, bromelina y otras enzimas permite eliminar esa turbidez al hidrolizar la
proteina, aunque estas enzimas no se usan tanto cono fas microbianas (Wiseman, 1991).

Las proteasas inicrobianas presentan mids ventajas ya que fos microorganismos pueden crecer
rapidamente en diferentes condiciones, se pueden emplear para aplicar en la fabricacion de aditivos

para panificacion y galleteria, y ablandamiento de la came.

CASEINA Y CASEINATOS

Las caseinas como los cascinatos son aprovechados por sus cualidades nutricionales; se emplean
como fuente de proteinas, La caseina en sus diferentes formas, ¢s la base esencial de suministro
proteinico en la alimentacion infantil y constituye un complemento importante en el equilibrio
proteinico de 1a alimentacidn de los adultos. Graham y col. tuvieron éxito con ¢l uso de Portagen
(Mead-Johnison) en nifios con Kwashiorkor y de Pregestimil (Mead-Johnson) en nifios con marasmo,

diarrea ¢ infeccion grave asociados (Fomon, 1976),
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Se utilizan también para estabilizar ciertas propiedades fisicas de los productos camicos, productos
de panaderia y pasteleria, dulces, helados, productos derivados de los cereales, substitutos de crema
batida, cremas para café (en forma de polvos) y productos dietéticos. Se les encuentra en la
fabricacion de substitutos de fa leche (feche con lactosa), desayunos instantaneos, en la produccion de
algunos quesos bajos en grasa, para darles una textura cremosa (Bourgeois and Le Roux, 1936).
Otros campos de aplicacion son en la industria farmacéutica, en fa Industria papelera en ¢l
tratamiento de la superficie del papel, para papeles de Wbros y periodicos apropiados para la
impresion, industria de adhesivos (caseinatos alcalinos con componente cilcico como ligante, la
industria texti] para la fijacion de colorantes, tratamientos impermeabilizantes y en la industria de
colorantes (Charley, 1987).

CASEINAS:

La cascina es fa principal proteina de fa leche: un litro de leche contiene aproximadamente de 25 a 27
gramos de caseina; y en sus diferentes formas, es la base esencial de suministro proteinico en la
alimentacion infantil ya que constituye un complemento importante en el equilibrio proteinico de la
alimentacion de los adultos. Ademas de sus cualidades nutricionales, la caseina se conoce desde
finales del siglo XIX por sus cualidades tecnologicas y a principios de siglo fué empleada para
elaborar nuevos productos. Forma micelas estables a pH de 6.7 por efecto de su carga negativa que
le confieren los acidos gluthmico y aspartico, ademas de que contiene residuos de fosfato de calcio
esterificados a la proteina a través de los grupos OH de la serina y la treonina (P.Segalen, 1982).
CASEINATOS:

La dasificacion de caseinatos esta basado en el tipo de sal. Estos caseinatos son los siguientest

* Caseinato de sodio.
* Caseinato de calcio.
* Caselnato de potasio.

* Caseinato de magnesio,
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* Cascinato de amonio.
* Caseinato de aluminio.

* Caseinato mixto (utiliza diferentes alcalis o sales).

Es ¢f producto mas abundante en proteinas que existe. Algwios casematos pueden ser producidos con
94 a 95 % de proteina en base humeda o 97 2 98 % en base seca. Los aminodcidos se encuentran
relativamente bien equilibrados aunque con una ligera deficiencia en aminoacidos azufrados (P.

Segalen, 1982).

EMULSIONES

Una emulsion (Fennema, 1985; Charalambous, 1989, ACS,1981), es un sistema heterogéneo
constituido por dos liguidos inmiscibles (o mutuamente antagonicos). Uno de los liquidos forma la
fase continua o dispersante, y ¢l otro ta fase dispersa v se encuentra en forma de pequetias gotas
cuyo didntetro varia entre 0.1 y 5 micras.

Una emulsién tienc tres fases: 1a primera denominada dispersa, consiste de gotitas suspendidas. En
los alimentos generalmente Cstas son de aceite, aunque no siempre. La segunda fase es fa continua
(tambien conocida como el *niedio de las dispersiones"). En los alimentos, ésta cs generalmente el
agua. La tercera fase es para mantener las gotitas de un liquido suspendidas en otro, sin que se
mezclen, por lo que se requiere de una tercera sustancia, cuyas moléculas tengan cienta afinidad por
ambos liquidos. La afinidad debe ser parcial y desigual. Dicha sustancia se denomina emulsificante,
cada emulgente u agente tensoactivo puede dispersar sélo una cantidad limitada de liquido en la fase
intema o dispersa; es decir, tiene una determinada capacidad. Si este limite se sobrepasa, se rompe la
emulsion por dilucion conjunta con la fase extema o continua (Charley, 1981).

Lo que corresponnde a una emulsin de accite en agua (o/y), es cuando la fase dispersante o continua

cs ¢l agua y la dispersa o discontinua es el aceite, como por ejeiplo la leche, donde la fase dispersa



son los globulos due grasa y la fase continua ¢s agua Puede ocurrir al contrario, las emulsiones de
agua dispersa en aceite (w/0), como por ¢jemplo: mantequilla.

También existen las llamadas emulsiones camicas, que corresponden a un sistema mis complejo ¢n
donde ta fase dispersa es fa grasa y la fase continua es una matriz acuosa compuesta por sales,
proteinas, fibras musculares y tejido conectivo.

Generalmente las propiedades fisicas que presenta una emulsion, son las mismas de la fase continua,
por ejentplo, una emilsion o/ conduce la electricidad. La formacion de una emutsion requicre de un
gasto energético y constituye parte del trabajo requendo para formar la interfase alrededor de cada
particula. La distribucién de tamafio de particula de una emulsion esta afectado por el tipo de
homogenizador empleado. La forma de presentarse depende del diametro de sus gotas, si el diametro
es mayor o igual a | micron, se presenta como una emulsion fechosa. Si el didmetro esta proximo a la
Jongjtud de onda luminosa (10 10 cm) el sistema es trashicido y s¢ designa como microemulsion
(Charalambous, 1989),

La estabilidad de una emulsion es Ia catacteristica mds importante de una emulsion, va que de esta
depende la apariencia y aceptacion de la misma; la base para lograr la estabilidad de una emulsion
csta en el balance que existe entre las fuerzas de atraccidn de Van der Waals y Ias de repulsion
electrostatica (Teoria DLVD). Las fuerzas de atraccion tienden a desestabilizar 1a enntlsion mientras
que las de repulsion la estabilizan ya que impiden la coalescencia o agregacion de las particulas
componentes de la fase dispersa. Si [as fuerzas de repulsion son mayores a las de atraccion, la
emulsion tiende a ser estable.

El liquido con menor ténsién superficial, se esparce mas facilmente y forma la fase continua. Al
mismo tiempo, las moléculas del emulsificante se deben acumdlar en la interfase aceite/agua, para

evitar la coalescencia dg la fase dispersa. Una parte de Ia molécula debe tener una combinacion de

(2]
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atontos de manera que tenga afinidad con el aceite, es la parte no polar. La otra parte de la molécula

debe ser de naturaleza polar, y tener capacidad para unirse facilmente al agua

Las moléculas de un emulsificante se agrupain estrechamente alrededor de la gota de aceite, lo
suficiente para formar una capa con ¢l grosor de una molécula, la parte soluble en grasa de cada
molécula del emulsificante se orienta hacia la molécula de grasa dela gota (cadena de hidrocarburo).
La capa protectorn alrededor de las gotas de aceite emulsificado consisten de tres capas: el globulo
de aceite, la capa del emulsificante, y fa molécula de agua (fase acuosa). Esta capa piotectora de
emulsificante evita que las gotas de aceite ya emulsificadas, se tman con las del aceite que se va
agregando. Si dos gotas de aceite ya emulsadas, se ponen en contacto, la capa protectora
(emulsificante) evita su coalescencia (Charley, 1981). Ia parte soluble en grasa &e cada molécula del

emulsificante sc orienta y se disuelve en la capa extemna de las moléculas de grasa dela gota.

Asi entonces los factores que intervienen en 1a estabilidad de la emulsion son:
1. Contacto entre las fases que forman la emulsion; los compuestos que reducen la tension en
interfases, reducen la energia necesaria para formar la emulsion dando como resultado un sistema

mas estable.

(54

El tipo y caractesisticas de algin compuiesto que sc adsoiba en la interfase.

3. La tension superficial que hay cntre las dos fases, es o trabajo necesario para incrementar el
area.

4. Tamaiio y relacion superficie-volumen de los globulos dispersos.

5. Relacion peso-volunien de la fase continua y discontinua,

6. La viscosidad de la fase continua.



En las emulsiones accite en agua, sc presentan tres diferentes mecamsmos que desestabilizan la
emulsion y son

Cremado: Se refiere a la separacion de las particulas de la emulsion por diferencia de densidad con
el medio que las rodea, ascendiendo a la superficie para formar una zona rica en pasticulas grasas,
mas no estd constituida por la paite oleosa libre. El crumado se da generalmente en solucrones
concentradas de 10 a 50 % y cuando el tamaiio de globwlos grasos es superior a 2 micras ¢l cremado
obedece a la Ley de Stokes, que nos dice que Ja velocidad de sedimentacion de una particula esférica

en un liquido esta dada por (Fennema, 1985) ;

V=2 gr2 (di-d2)/ 9y

Donde: V = velocidad de sedimentacion

g = aceleracion de |a gravedad

r = radio de la gota

di=densidad de la esfera

d2= denstdad del liquido

n= viscosidad del liquido.

Floculncidn: En este fenomeno las gotas dispersas forman agregados debido a la atraccion de sus
cargas eléctricas superficiales. Las gotas agregadas prevalecen intactas sin afectar su membrana. La

floculacion ocurre cuando el tamaiio de particula es menor a | micra y las soluciones son

concentradas en cantidades menores dd 5 %.

Coalescencin: Consiste en la combinacion de agregados formados en la floculacion para dar como
resultado gotas unitarias de mayor tamafio. Es la forma mas importante de desestabilizacién de una
emulsion, ya que la capa interfacial que rodea a los gldbulos se adelgaza y se rompe, dindole

caricter reversible al proceso y da como resultado la desemulsificacion completa (Charley, 1987).



La estabilidad de una ciulsion también se ve afectada por cambios de temperatura, campos

eléctricos, pH, fuerza 1onica o daiios mecanicos (Fennema, 1985).

AGENTES EMULSIFICANTES

Los emulsificantes pertenecen a un grupo de conpugstos denominados surfactantes

Los emulsificantes naturales incluyen los fosfolipidos, fecitina (fosfatidil colina), y fosfatidil
etanolamina, Los fosfolipidos son derivados de la grasa, en la cual, en lugar de un dcido graso, se
esterifica el acido fosforico con gliceral en uno de los atomos de carbono terminales. Los radicales de
los acidos grasos particulares unidos a los otros dos atomos de carbono del glicerol, dependen de la
fuente del fosfolipido. Generalmente, uno de los dos dcidos grasos se encuentra insaturado. Unida a
fa molécula del fosfolipido en uno de los grupos hidroxilos del residuo del dcido fosférico, se
encuentra la colina, que da lugar a leciting, o ctanolaming, o serina, las cuales dan lugar a la

fosfatidil ctanolamina o fosfatidil serina, denominados estos dos Gltimos fosfolipidos como cefalinas.

Un emulsificante u agente tensoactivo ayuda en la formacion de una emulsion al;

1) Disminuir Ia tension superficial de wio de los liquidos mas que la del otro.

2) Evitar fa coalescencia de las gotas cvitando fa agregacion y,

3) Elevar la viscosidad de la fase continua por la adicion de un polisacarido soluble, de forma que el
proceso de coalescencia disminuya su velocidad al clevarse fa viscosidad, retrasando los choques
entre las particulas de la emulsion.

Los emulsificantes empleados en alimentos tambien se clasifican en: anidnicos, catidnicos, no
iénicos, anfoliticos y emulsificantes insolubles en agua. Su uso dependera de la naturaleza quimica de
la emulsion, de su disponibitidad y del costo, Para Ia elaboracion de alimentos infantiles, el {mico

emulsificante permitido es fa leciting, por ser un emulsificante natural (Codex Alimentarius, 1981),
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se obtienc comercialmente del frijol de soya, y es de una mezcla de fosfatidileolina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidil inosital, ademas de pequeiias cantidades de triglicéndos, dcidos
grasos y carbohidratos. La lecitina desempeiia un papel muy importante en las propiedades de textura
de los alimentos por la capacidad de actuar como emulsionantes debido a que su moléeula contienc
una parte hidrofoba y una hidrofita. El grupo fosfato y 1a base nitrogenada interaccionan con la fase
acuosa, mientras que las cadenas hidrocarbonadas lo hacen con la fase lipicica, con lo que se logra

un contacto fisico mas ¢strecho entre las dos fases inmiscibles,

Istructura de Lecitina y fosfatidileolina:

[SiA) 0° T(cu.\)x
CH3-4+N—CI2~CH—0-- POl O Ill lll (l;m
| i
cm 0 llClolt»U—-(Cll2)7——-G—('F(Clll)'lw(:ln o2
CH2-4) L (L2114 -CHD [}]
| L
(4] (R g |
0
|
Fosfatidilcolina
Leciting

ESTABILIZANTES.

Ademas de los agentes emulsificantes, s¢ pueden estabilizar emwlsiones wtilizando macromoléeulas
ylo sdlidos finamente divididos suspendidos en fa fase continua,

Las particulas solidas de tamafios similares a las gotas de aceite dispersas pueden estabilizar las
emulsiones mediante su adsorcion en la interfase, formando una barrera fisica alrededor de las gotas
y evitando asi el contacto entre ellas. La ¢stabilidad de estas emulsiones depmdc de la capacidad de

las dos fases para retener las particulas solidas.



Los polisacaridos y las proteinas son capaces de formar capas alrededor de las gotas dispersas
formando una barrera fisica e impidiendo [a coalescencia. En el caso de las proteinas, ¢l efecto de
estabitizacion depende principatmente de las propiedades reologicas y espesor de la capa de proteina
y de factores fisicoquimicos intrinsecos como fa composicion y secuencia de aminoicidos. Su peso
molecular, la conformacion y distribucion de las cargas electrostaticas de ta molécula.

Como la mayoria de las proteinas usadas en los sistemas alimentarios son solubles en agua,
estabilizan mejor las emutsiones aceite en agua. Las proteinas capaces de fonizarse incrementan las
fuerzas de repulsion electrostaticas aumientando asi fa estabitidad de la emulsion.

Para comparar las propiedades de emulsificacion de diferentes proteinas se aplican principalmente
dos prucbas que son: capacidad de emulsificacion (EC) y estabilidad de fa emulsion (ES) (Fennema,
1985).

La Capacidad de Emmnlsificacidn: cs fa cantidad maxima de aceite disperse en la fase acuosa, v se
expresas

EC = mt de aceite emulsificado / g de proteina.

Cuando ta proteina ya no es capaz de emulsificar mas aceite, ocurre una inversion de fases, la cual se
detecta por el subito cambio en la viscosidad, cambio en el color (si existe algin colorante presente) o

por un incremento en la resistencia eléctrica.

La Estabilidad de In Emulsidn: nos indica la eficiencia de fa emulsion, y se expresa como;

ES = volumen final de emulsion (100 / volumen inicial de emutsion).

Las dos prucbas mencionadas reflejan ¢l hecho de que las proteinas llevan a cabo dos funciones:
ayudan a fa formacién de [a emulsion disminuyendo la tension interfacial y ayudan a estabilizara al

formar una barrera fisica en la interfase.



MATERIALES Y METODOS

Las proteasas propuestas inicialmente, en base a su disponibilidad y costos fucron las siguientes:

1) Neutrase 0.5 L (Novo, Biotecsa S.A. de C. V)

2) HT- Protcolytic 200 (Enmex S.Ade C. V)

3) Proteasa 2A (Amano Enzimas y Productos Quimicos S.A.)
4) Papaina (Enmex S.A. de C.V.)

5) Protcasa N (Amano. Enzimas y Productos Quimicos S.A)
6) Alcalasa 0.6 L (Novo, Bioteesa S.A. de C. V)

7) Alcalasa 2.4 L (Novo, Biotecsa S.A. de C.V.)

Estas enzimas fueron seleccionadas en base a los valores de pH y temperaturas en las cuales las

enzimas presentan [a mayor actividad, ver cuadro de enzimas No. 2,

DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PROTEASAS

Para determinar la actividad enzimatica de cada enzima se realizo lo siguiente:

Se utilizo como sustrato caseina grado reactivo (Casein Purified High. 1CN Biochenicals, Inc.) al
2% en buffer de fosfatos 0.2M, pH 7.0, a una temperatura de 55°C,

La caseina se mezclo con buffer de fosfatos y se homogenizo utilizando un Ultraturrax (Janke-
Kunkel, mod. T25).

Se colocan 25 mi de caseina en un bafio a 50°C, se agrega la enzima cuando la caseina se equilibre a
esa temperatura. Una vez agregada 1a enzima se agita rapidamente y se toma inmediatamente una
muestra de 3.0 mi, la cual se inactiva al veitirse sobre 4.0 mi de acido tricloro acético (TCA) al 5%.
Una vez inactivada la enzima se filtra con papel Wathman No. 42 y al filtrado se le mide proteina
soluble por el método de Lowry. Esta muestra constituye el tiempo cero de la reaccion.

Posteriormente se tomaron muestras a los tiempos: 5°,10°, 15 y 20°. Cada corrida por duplicado.
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Se preparo un blanco en Jas nusmas condiciones que los antenores sustituyendo fa- enziua por

bufter de fosfatos

Calenlo de ta actividad enzimatica:

Con ol obeto de expresar fas actwidades enzimiticas en un solo tipo de wnidades, se procedio a
ensayar las velocidades iiciales de Jas enzimas utilizadas en este trabajo con ¢l sigwente protocolos
Con los datos de proteina soluble del ensayo de Lowry, se construyen las graficas de acuvidad
{veloaidades miciales), para obtener fas pendientes expresadas en miligramos de proteina soluble en

wn volumen de 1 0 ml por minuto de hidrolisis, y aplicando Ia fonuula:

m* VIC *dil g *dil 2 = mg de proteina /min g enz,

thmde:
m=pendiente de Ia curva de proteina soluble expiesada en mg prot / m! min
V = volumen de sustrato

C = gramos enzima agregada al sustrato en [a mezcla de reaccion, en este caso 0.006 g

dil 1=dilucion hecha al agregar TCA (acido tricloro-acético) para inactivar la enzima: 7/3 (4 0 ml de
TCA por cada 3 0 ml de muestia).

dil 2 == dilucion para ol andlisis de Lowry: 1/10 a 1/50 dependiendo de ta enzima

Tomando en cuenta las diluciones realizadas, se aplico {a formula para calcular tos miligramos de
proteina solubilizada por minuto por granio de enzima.

Sc ajusto la actividad a la enzima con la menor actividad sobre caseina. que en este caso fud la
Neutrase 0.5L, esto con el fin de tener una comparacion objetiva de actividades, expresadas en
uniddades consistentes

Una vez que se ha determinado Ia actividad catalitica de la enzinta puede ser expresada en “unidades

de enzima™,



Definicion de unidad: una umdad de actividad son los gramos de proteina solubilizada por aunuto
por gramo de enzinmia, de acuerdo a la curva estandar de albanuna bovina y bajo las conchiciones
estipuladas para el ensayo: 50 °C y el pH 7 0

("on estos datos es ahora posible llevar a cabo hidrolisis enzimatieas dosificando el Busmo nomero de

unidades de actividad para las distintas enzimas, v poder realizar comparaciones validas entre ellas

DETERMINACION DE PROTEINA SOLUBLE (LOWRY)

il poreentaje de proteina sohible de cada hidrolizado se determing de Ja siguiente manerat se utilizo
¢l método de Lowry ( Lowry 1977) tomando una muestra del filtrado, despucés de inactivar la enzima
y precipitar fa proteina no solubilizada con acido trictaro acético (TCA).

El método de Lowry se basa en la formacion de un complejo colorido de cobre cuproso con ¢l enlace
peptidico de la proteina cn presencia de tartiato de sodio y potasio (este evita la precipitacion del
cabre en el medio alcalino) ¢ intensifica la coloracion producida por la reaccion del reactivo de Folin-
Crolcalteu con aminoacidos como tirosing, triptofano, y en menor grado cistina. cisteina ¢ lustidina,
presentes en las proteinas. Esta coloracion se midio espectrofotométnicamente a 750 uni y se uso

como referencia una curva patron de alblmina scrica bovina en concentraciones de 0 a 100 mg/ml

SELECCION DE ENZIMAS

Culificacion del subor antargo de los hidrolizadas:

Uno de los parametros mas importantes a cvaluar en este trabajo es el sabor amargo provemente de
la hidrolisis. cuando esta proporciona péptidos con aminoacidos aromaticos o hidrofobicos en un
extrenio amino terminal (Adler,1986), para lo cual se probaron los hidrolizadus, por nn:ili.%ls
sensorial, procediendo a calificar con cruees el sabor obteido cualitauvamente oo los hidrolizados

can eada wuna de Jas enzimas en los distintos tempos de hidrohsis
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Con base en experimentos prehmmares realizados con caseinato de sodio y calcio (Arancia Mexico),
se intenté sefeccionar de entre las enzimas propuestas (cuadro No. 2). unicamente a las que dieran
como resultade un hidrolizado poco amargo y con una consistencia manejable. Los experimentos
preliminares de hidrolisis se llevaron a cabo durante 23 horas con muestreos a las 0, 1, 3, 5y23
horas, respetando Ias condiciones de pH y temperatura recomendadas por el fabricante v utihizando

5.4 UA/ wd como la dosis enzimatica maxinta

HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA CASEINA

La materia prima seleccionada para las formulaciones en este proyecto fué caseina (Arancia México)
con un contenido de proteina de 85 5 %. El porcentaje de proteina se determing por el nietodo de
microKjeldahl, utihzando wn sistema de digestion v su wnidad destiladora Kjeltec 1007 y 1002
respectivamente (Tecator, Prabin & Co. AB. Klippan, USA). La caseina se mezclo con buffer de

fasfatos pH 7.0 a una temperatura de 55 °C en un homogenizador Uttraturiax (Janke & kunkel mod

T25) a 24500 tpan durante dos mimitos, para solubilizarla y se procedio a hidrolizar.

Las condiciones de hidrdlisis fueran lus siguientes:

I) Para ia hidrolisis enzimatica de la caseina se manejo of sustrato a una concentracion de proteina
del 5 %. Se preparon suspensiones con la caseina a una temperatura de 50 °C. Esta concentracion
permite un manejo adecuado de la matena prima y posteriormente una facil formulacion.

2) Los tietmpos de hidrohsis ensayados fueron: 0, 30, 90 y 150 minutos

3) Una concentracion de 5.4 undades de enzima. Esta concentracion se digio en base a ensayos
preliminares llevados a cabo en ¢of laboratorio que permiten obtener un hidrolizado de buen sabor y

baja osmolaridad.
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{) La temperatura de cada ensayo se fijo en 30 ° €, considerando que se encuentran cercanos a tos
valores optimos de cada enzima (cuadro de enzimas No. 1), de acuerdo a las espeaificacones del
fabnicante.

5) La enizima se incarpord al sustrato disuelta en buffer de fosfatos pH 7.0. Se decidio trabajar con
este pH por ser ef natural def sustrato y porque todas las enzimas presentan una buena actividad a ese
valor.

Las hidrolisis se Hevaron a cabo en matraces Erfenmeyer de 250 il con un volumen de trabajo de
100 mf y se colocaron en una camara de agitacion y temperatura controladas ( New Brunswick
Scientific Co. Inc. Edison NJ, US.A Mod R-25). Se fijo {a velocidad de agjtacion a 160 rpm que
permitio mantener homogénea fa mezcla de reaccion en todo momento.

Una vez terminada ta hidralisis, las enzimas se inactivaron et homo de microondas (Samsung mod.
Classic Collection MWS710) por 3 minutos a una temperatura de 80 °C, medida con la sonda de

temperatuea del equipo.

NIVEL DE PROTEINA SOLUBLE

Se detenminé proteina soluble por el m&odo de Lowry, descrito anteriormente, pero con 1a siguiente
variante: en lugar de filtrar se centrifugo en tin equipe Janetzki K 24 a 7 000 rpm por 10 minutos, lo
que permite obtener un sobrenadatite claro, que contiene la proteina soluble.

Los anilisis se realizaron por duplicado, con tres réplicas cada uno y fueron expresados como los
granos de proteina solubilizada por 100 gramos de proteina original del sustrato, que se denomina
como “grado de hidrolisis” para los efectos del presente trabajo.

El parcentaje de proteina soluble en cada hidrolizado se caleuld como los gramos de proteina soluble
por 100 g de proteina original del sustrato. Esta vs una medida indirecta del grado de hidrélisis:

% Proteina soluble = g de proteina solubilizada x 100
g de proteina original,
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OSMOLARIDAD DE LOS HIDROLIZADOS

La osmolaridad de los hidrolizados se determing en un osmometro (Precision Systems Inc. Mod.
Osmette 2007. Natick Mass, USA). El principio de la medicion se basa en la disminucion del punto
de congelacion de una solucidn, dependiendo de la concentracion de solutos en la misma. El
osmometro se calibro utilizando estandares de 100 y 500 mOsivkg,

Se tomaron alicuotas de 200 microlitros de la caseina hidrolizada con cada una de las enzimas y se
realizo la medicion por triplicado, en cada uno de los tiempos correspondientes: 0, 30, 90 y 150 min.

El procedimiento se puede apreciar en el diagrama de flujo del proyecto, fig. |.
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DIAGRAMA DE FLUJO

100 ml de sastrato
§% de protela
il 7.0
Centrilugar
Agregar enzinia _—_—-{ Inactivar con TCA al §% l...____-__________.._,, 7500 vpm / :'" e
(5.4 VA g de proteina) ’

Inactivacion por microondas
w 80 °C/ 3 min,

Agregar ingredientes

de la formuly y aforsr
a o ml

Mezelar homogenizando
8000 rpm / 30 seg.

Humogenizar

Determinaclon de asmolaridad
en osindmetro

Determinacion de proteinas
itur métado de Lowry

20500 rpm / 90 seg.

Deteeminaclén de osmolaridad
en osmimetro

Determinueion de la Resistenclo a

Determinacian del Indice de Actividad
Enulsifieante, por el métado de
PPearce & Kinsella

la por ¢ método de
Dugorn-Scaviner

Fig. 1 Diagrama de flujo def proyecto: “Modificucion enzimitica de caseina para la modificacion

de sus propiedades funcionales™




DESARROLLO DE LA FORMULA

El tidrolizado se formuld con fuentes de carbohidratos y de lipidos para obtener una foindacion
completa en macronutrimentos, de acuerdo con el cuadro No. 1, para posteriormente elaborar una
formulacion alimenticia, y basandonos en los resultados obtenidos de proteina soluble, realizados

anteriormiente, se propuso utilizar la siguiente formulacion:

Cuadro No. | Férmuta modificada de caseing,

FORMULA GRAMQS/100mi
PROTEINA: CASEINA 3.00
LIPIDOS: ACEITE DE MAIZ 3.68
LECITINA 0.33
CARBOHIDRATOS: SACARQSA 9.00

Fuente; Recomendacion del Departamento de Nutricion del Hospital Infantil “Federico Gémez" para
una formulacion de uso general para pacientes hospitalizados,

Se utifizo lecitina de soya (LECSAM, Grado alimentario. SANBRA,S.A) como un emulsificante
nutritivo que es aceptado como un ingrediente apto para ser aplicado en formulas alimenticias
infantiles de acuerdo al Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 1981). La concentracion maxima
permitida cs de 0.5g / 100 mf.

El nivel de lecitina utilizado en esta formulacion fué de 0.33 g /100 ml, se aplicd en base a tesultados
previos de otras formulaciones elaboradas en e Departamento de Alimentos y Biotecnologia

(Appendini A, Pérez M., 1993 Lara, P., 1991, Rebolledo D.1995), para otras formulas infantiles.
PREPARACION DE LAS EMULSIONES

Cada hidrolizado de caseina se mezclé con el resto de los ingredientes de ta formula del cuadro No. ]

y se mezcld en un homogenizador Wtraturrax a 24500 rpm durante | minuto 30 segundos.
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Asi musmo, una vez realizada ta ecmulsion con la formulacion, se nudio la osmolaridad, para evaluar
la contribucion a la osmolandad final que aporta la proteina solubilizada. La wedicion de la

osimolaridad se reahizo en las nusmas condiciones que para ¢l hidrolizado enzimatico.

EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LAS EMULSIONES

Una vez realizada Ia einulsion con 1a formula se determina;

Indice de Activilad Emulsificante, (IAE):

Es el area de superficie interfacial creada por gramo de proteina y es estimado de acuerdo a la técnica
turbidimetrica de Pearce and Kinsella (1978).

Se midid de la siguictite maneras

Se toman 200 ! de la emulsion y se adicionan a una solucion de dodeci! sulfato de sodio al 0.1% y
cloruro de sodio 0.1M a un pH de 7.0, el volumen final debe ser de 50 nl, por lo que se toma como
una ditucién 1/250,

Cada dilucion se lec espectrofotométricamente a 500 nm (datos por triplicado, con 3 réplicas cir), y
se calcula con la fornula:

IAE =2TD =m/g
%18

Donde:

T = turbidez = 2.303 y esta dado por: A/ 1 A absorbancia de la emulsion; 1 longjtud de la celda,
D = dilucion de la mezcla = 250 ml

@ = fraccién volumétrica de la fase dispersa (mf de aceite agregado/ 100 )= 0.04 ml

C = concentracion de 1a solucion proteica en g/ m* =5§3,300

Resistencia a I Coalescencia, o Estabilidad Emulsificante:

Es determinado de acuerdo a la téenica de Dagom-Scaviner (1987):

Semide el efecto estabilizante de Ia proteina contra la coalescencia, que es e aceite separado,
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El método que aqui se describe pernte cuantificar facilmente el volumen de cremado y observar la
separacion de fases:

Se toman 45 mi aproximadamente, de fa emulsion reahzada con la formula, y se vacian a 4 tubos de
ensaye volumeétricos conicos de 15 mi.

Se centrifugan a 3000 pm durante 10 minutos. al término de este tiempo, se sacan los tubos de la
centrifuga y conociendo el volumen inicial de accite en la emulsion se mide: el volumen de aceite

separado. Se determina la estabilidad a fa coalescencia por medio de la formulas

EC = Vs/Vi 10
Donde;

Vs = volumen de aceite separado
Vi = volumen inicial de aceite afiadido a la formula,

Para determinar el porcentaje de aceite separado se wtiliza la formula:

% AC = Ve /[ (VI*@) 100
Donde:
Ve = Vol. de aceite coalescido
Vt=Vol. total del tubo
@ = Vol. parcial de aceite / Vol. total de emulsion.
El andlisis estadistico de las calificaciones de cada emulsion se realizo mediante un disefio factorial
usando un paquete cstadistico SPSS-X  (paquete estadistico para ciencias sociales-PC). El
experimento se realizo por duplicado, de cada enzima, ademis de diferentes repeticiones. Se realizo
un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba dg rango miltiple (Duncan) empleando 95 % y 99%

deniveles de significancia.
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Ademas se observo al microscopio el tamano de los globulos de grasa. El un microscopio contaba
con ocular y objetivo icrometricos para establecer el valor en micras del dianietro de los globulos
de grasa, Se tomod una gota de las emulsiones con la o las enzimas scleccionadas, y se coloco en un

portaobjetos, para su observacion
Una vez definidas las condiciones optimas de hidrolisis que permitieron [a formacion de una emulsion

estable, cligiendo la enzima que proporciond las mejores caracteristicas para el proposito

determinado.

18



RESULTADOS Y DISCUSION

A las enzimas propuestas (cuadro 2), se les midié 1a actividad enzimatica, y posteriormente se realizo

1a hidrolisis.

Cuadra No. 2, Enzimas proteoliticas consideradas para el proyecto: *

Enzima Origen Actividad reportada pH T°C
Alcalase 0.6 L Bacillus licheniformis 0.6 a 7.0 50
Alcalase 24 L Bacillus licheniformis 24 a | 7090 50
HT-Proteolytic Bacillus subtilis 200 7.0 50-35
Neutrase 0.5 L Bacillus sublilis 05 a 7.0 50
Papaina Carica papaya 100-1,300 ¢ | 6075 50
Proteasa 2A Aspergillus oryzae mas de 20,000 d 7.0 50
Proteasa N Bacillus subtilis mas de 150,000 e 70 50-55

La temperatura y pH, es e ptimo de las respectivas enzimas a excepeion de la Alcalasa 2.4 L y la
Papaina. por el nivel de toleracia que tienen, se decidio trabajar a pH 7.0 (Whitaker, 1977).

Las unidades de actividad estan dadas de acuerdo al las siguientes especificaciones:

.- | UA = gramos de tirosina liberada por gramo de enzima

b.- 1 UA = gramos de enzinia necesarios para hidrolizar 40 % de caseina en 60 minutos, pH

74y 40°C.

¢.- | UA =gramos de tirosina hberada por m! o mg de enzima.

d.- 1 UA =gramos de enzima necesarios para liberar 100 microgramos de L-tirosina en 1 ml
defiltrado a pH 7.0.

e.~ | UA =gramos de tirosina liberada por gramo de enzima a pH 7.0.
de filtrado a pH 7.0.

* Tomado de:

- Protease Amano 2A. Technical Bulletin. Amano Intemational Enzyme Co.

- Enzymatic modification of proteins using Novo Proteases. Novo Nordisk.
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Para medir actividad enzimatica se hicieron dituciones de los lidrolizados con las sigwentes enzimas
{por na entrar en el rango de la curva patron):

Alcalase 2 4L dil. 1/10,Papaina did 1/50, Proteasa 2A dil 1750, Proteasa N dif 1/50 y dil [/10.

RESULTADOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
Las actividades enzimaticas determinadas sobre caseina para cada una de las enzimas evaluadas se

presenta en la cuadro No. 3.

Cuadro No, 3. Resultados de actividad enzimatica de las diferentes enzimas,

Enzima Actividad sobre caseina Actividad ajustada a Neutrase 0.51
mgprot/min g enz. mgprot./min g enz,
Alcalase 0,6 L 202.10 0.9192
Alcalase 2,41 2,324.25 0.0799
HT-Proteolytic 10,561 .00 0.0175
Neutrase 185.79 1.0000
Papaina 1,198.78 0.1549
Proteasa 2A 653.52 0.2842
Proteasn N 556.65 0.3337

Estos resultados permiten dosificar de una forma apropiada las distintas enzimas.

CRITERIOS DE SELECCION:

Los resultados de la protedlisis fueron evaluados en este proyecto, con respecto a la solubilidad y
tomando en cuenta la formacion de péptidos amargos, la osmolaridad del hidrolizado siempre y
cuando se mantuviera una buena capacidad del hidrolizado para formar emulsioncs estables.

De las enzimas propuestas inicialmente se descartaran la Neutrase 0.5 L, HT-Proteolytic-200,
Papaina, y Alcalasa 2:4 L (ver cuadro de enzimas No. 2); a causa del sabor amargo de los
hidrolizados. Con respecto a la Alcalasa, su pH éptimo es de 9.0, valor que se encuentra 2 unidades

arriba del pl 7.0 del sustrato con que se trabajo, para mantener ¢l pH lo méas cercano al pH natural
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de las suspensiones de caseina. Trabajar con proteinas a valores de pH tan elevados (9.0) no es tan

conveniente puesto que podiia ocasionar una disminucion del valor nutricional por la destruccidn de

aminoicidos indispensables, racemizacion y el desarrolo de untones entre algunos aminoacidos para

formar lisino-alaning o ta omitino-alanina (Satterlee L.D., 1984).

Can los resultados cualitativos del sabor de los hidrolizados sobre cascinatos (cuadros 4 y 5) fu¢

clara que las enzimas: Proteasa N, Proteasa 2A y las Alcalasas, son las que producen sabores mas

suaves, y por lo tanto fueron las seleccionadas.

Cuadro No. 4. Resultados cualitativos sobre ol sabor de loy bidrolizados para caseinaty de

sodio,

Enzima / Tiempo de 0 hrs, 1 hrs, 3 has. 5 hrs, 23 hrs,

hidrolisis

[I'RO’I‘EASA N + + ++ +h A
'pROTEAsA A + + + + E
ALCALASA 0.6 L + + o+ T P
ALCALASA 24 1L + + + P P
INEUTRASE 0,51, + 4 i+ b JPariva
PAPAINA + ++ b et bt
IT-PROTEOLYTIC + ++ 4+ 4t i

En donde:
+ = caracteristico

++ =ligeramente amargo

+++ =amargo
6 = muy amargo

De estos resultados se seleccionaron a las siguientes enzimass

Alcalase 0.6L, Alcalase 2.4L, Proteasa 2A y Proteasa N
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Cuadro No. 5. Resultadvs cualitativos sobre ¢ sabor de los hidrolizados para caseinato de

caleio.

Enzima / Tiempo de 0 hrs, ! s, 3 hars. Shrs, 23 hus,

hidralisis

PROTEASA N + + o+t b R
PROTEASA 2A + *+ ot et F
ALCALASA 0.6 L + + b s b
NEUTRASE 0,51 + ++4 et Aopeie - e
En donde:

+ = caracteristico

+t = ligeramente amargo

4+ = amargo

b = muy aniargo

De estos resultados se cligieron las siguientes enzimas para caseinato de calcio:

Alcalasa 0.6L y Proteasa N

En los hidiolizados de ambos caseinatos, sélo se tomd en cuenta I presencia de sabor amargo, pues
es uno de los pardmetros importantes a evaluar. En los experimentos preliminares realizados con
caseinatos en ¢ laboratorio se obtuvicron hidrolizados de consistencia chiclosa, dificil de manejar,

por lo que se decidi6 trabajar con caseina para mantener una mejor consistencia.

La generacion de péptidos amargos depende de varios factores como son: la naturaleza y
especificidad de 1a proteasa wtilizada, el tiempo de hidrolisis y también el ndmero de aminoacidos
hidrofdbicos y aromdticos en la cadena polipetidica. Asi que ¢l objeto de realizar la scleccion de las
proteasas era encontrar una que produjera el menor sabor amargo posible, y depende de 1a enzima
utitizada, el tiempo de hidrélisis, y también puede deberse a 1a hidrofobicidad de 1a proteina y a la
naturaleza de las proteasas utilizadas y su especificidad. EI sabor de los hidrolizados se determino

cualitativamente calificando a las diferentes enzimas y al grado de hididlisis en que se presenta este
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sabor amargo. En ¢l cuadro No. 6 podemos observar los resultados del sabor detectado cn la

hidrolisis de caseina.

Cusdro No, 6. Resultados cualitativos sobre el sabor de los hidrdlizados para caseina.

Enzima / Tiempo de 0 min. 30 min. 90 min. 150 min.
hidrélisis

PROTEASA N + ++ +4 4 4ok b

PROTEASA 2A - + + + PR

IALCALASA 0.61L + 4+ b b+ LA+

En donde:

+ = caracteristico

++ = ligeramente amargo

+++ = amargo

+HHE = mis amargo

+H-H-H = muy amargo

Observamos que hay diferencia significativa entre las hidrolisis, y la hidrélisis realizada con Ia
enzima Proteasa 2A es la mds adecuada hasta este punto, ya que el sabor amargo se percibe
ligeramente en Jos 90 minutos de hidrdlisis. De la misma forma la Proteasa N, v la Alcalasa 0.6 L en
30 minutos, presentan un sabor ligeramente amargo.

Los resultados de la evaluacién de la proteina soluble de cada wno de los hidrolizados, estimados a
partir del método de Lowry se presentan en ¢l cuadro No. 7 para las tres enzimas seleccionadas:
Proteasa N, Proteasa 2A y Alealusa 0,0 L, en donde se observa que la cantidad de proteina soluble
se incrementa con el grado de hidrdlisis, esto tambien lo podemos ver en la Figura 2. El incremento
en proteina soluble se obtiene al medir los péptidos de bajo peso molecular solubles en TCA. Las tres
enzimas aqui ensayadas son protensas que presentan un patréon de hidrolisis tipo endo v una amplia
especificidad sobre los sustratos. La excepcion la marca la proteasa 2A que en las especificaciones

det fabricante esta clasificada como exo. Al observar el perfil de la hidrolisis (fig. 2), 1a proteasa 2A

es ligeramente mas alto, pero no mucho muy distinto de las otras dos enzimas
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consideradas como endo-proteasas. El método utilizado para evaluar la proteina soluble, despucs de
precipitar fos péptidos de alto peso molecular con TCA, determina péptidos solubles generados
durante la lidrélisis y que son de relativo bajo peso molecular, Esto nos indicaria que las enzimas
podrian hidrolizar extensivamente al sustrato. Sin embargo en reacciones aim de {50 minutos cf
grado de hidrolisis no sobrepasa el 20% de proteina solubilizada en ninguno de los casos se empieza
a formar una especie de precipitado clastico que tmpida 1a solubilizacion de la proteina,

Asi mismo se realizb un control de caseina sin enzima en las mismas condiciones que a los
hidrolizados enzimaticos, al que se fe realizaron las mismas pruebas para medir proteina soluble,
sabor, osmolaridad, estabilidad de fas emulsiones ¢ indice de actividad emulsificante.

Durante la inactivacion de la enzima también se provoca una desnaturalizacion de la proteina y una

posterior agregacion.

Osmolaridad: la osmolaridad es una funcion del numero y tamaiio de las particulas moleculares v
ibnicas presentes en un volumen dado e incluyen electrdlitos minerales, proteinas, péptidas o
aminodcidos, hidratos de carbono y lipidos. Se expresa en funcion de la presion que ejercen las
moléculas sobre las membranas expresadas en miliosmoles/litro (nOsnv/L), cuando se habla de las
caracteristicas osmoticas de fos liquidos corporales (Ganong, 1994). Los resultados de fa evaluacion
de la osmolaridad de cada uno de los hidiolizados, se presentan en ¢l cuadro No 7, y ¢f perfil que

sigue se observa en la figura 3.



CURVAS DE PROTEINA SOLUBLE

mg de prot. sol./ml.
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Fig.2. Curvas de proteina soluble del hidrolizado con diferentes proteasas y diferentes tiempos de
hidrélisis. Condiciones de reaccion : 8= 5.0 %, E/S = 54 UA/g, pH = 7.0, en Buffer de fosfatos
0.1 M, T=50°C.
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CURVAS DE OSMOLARIDAD DEL HIDROLIZADO

Osmolaridad (mOsm/L)
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Fig 3, Curvas de osmolaridad del hidrolizado con diferentes proteasas y diferentes tiempos de
hidrélisis, Condiciones de reaccion : S=5.0 %, E/S = 5.4 UA/g , pH = 7.0, en Bufter de fosfatos
0.1 M, T=50°C.
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Cuadro No. 7 Resultados de proteiua soluble y osmolavidad del hidrolizado,

Tratamiento UA /g Tiempo | Proteina soluble Osmolaridad
Enzima de caseina | (minutos) % mOsm/I.

5.4 0 0.182 3410
PROTEASA 54 30 8.020 3537
N 5.4 90 13.310 3634
5.4 150 15.460 369.7
5.4 0 1.120 359.1
PROTEASA 5.4 30 9.950 369.1
2A 54 90 16.500 3836
54 150 18.880 3788
5.4 0 0.970 362.5
ALCALASA 5.4 30 8.170 364.8
06L 5.4 90 14.860 3706
5.4 150 18.360 3713.0
0.0 0 2.070 3440
CONTROL 0.0 30 2.070 344.0
(sin cnzima) 0.0 90 2.070 344.0
0.0 150 2.070 344.0

Los resultados son el promedio de tres réplicas y estan expresados como los gramos de proteina
solubilizada por 100 granios de proteina original del sustrato, que se denomina como el "' grado de
hidrolisis" para los efectos del presente trabajo.

La temperatura utilizada de 50 °C, s lo suficientemente alta para disminuir el riesgo de una posible
contaminacion microbiana durante el proceso de hidrolisis. El grado de agitacion se mantuvo

constante en 100 rpm, lo que permitié una adecuada interaccion de la enzima con ¢ sustrato.

Las tres enzimas seleccionadas se encuentran disponibles en ¢l mercado mexicano, los costos se

indican en el cuadro No. 8 de la siguiente pagina.
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Cuadro No, 8 Costos por Kg de enzima de: Proteasa N y Proteasa 243y de Alealasa 0,61,

ENZIMA COSTO
Proteasa N $364 USD/Kg
Proteasa 2A $ 163 USD/ Kg
Alcalasn 0.6 L $37.50 USD/L

Cotizacion hasta 1996,

DESARROLLO DE LA FORMULA

A partir de la hidrélisis enzimatica de caseina se esperaba obtener un hidrolizado de facil absorcion
para pacientes hospitalizados y que en general requiere de este tipo de productos, con un sabor Jo
menos amargo posible y un nivel de proteina soluble que permita una absorcion mejorada pero que
no presente una osmolanidad demasiado elevada, (aproximadamente 430mQsnvL) en la formula

completa,

La seleccion de las condiciones de hidrolisis se hizo en funcion de la presencia de sabor amargo
cuadro No.6, y en base a la osmolaridad (cuadro No.7) con cada una de las enzimas seleccionadas,

ya que el nivel de proteina soluble varia muy poco entre las tres enzitnas seleccionadas,

Para elaborar las emulsiones con la formulacion elegida (cuadro No. 1), se realizé lo siguiente:

Se propuso wtilizar maltodextrinas (sélidos de jarabe de maiz) en un nivel de formulacion del 10% a
fin de disminvir la osmolaridad, ya que son ficilmente digeridas por las enzimas pancreaticas
obteniéndose maltosa e @somaltosa. que se absorben rapidamente en ¢l intestino delgado y se evita un
uso exagerado de sacarosa. Los pacientes en las condiciones de desnutricion normatmente tratados en
¢l Departamento de Desnutricion y Gastroenterologia del Hospital Infantil, poseen wna funcidn

pancreatica suficiente para lograr la digestion de este tipo de carbohidratos. Ademas la formula que
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contiene sacarosa como vmica fuente de carbohidratos presenta altos niveles de osmolaridad que se
verian incrementados ahora por el uso de los hidrolizados. Esto aumenta la posibilidad de diarrea

osmaotica en algunos pacientes.

En ¢l mercado nacional Arancia S.A. de C.V, se comercializa una amplia gama de maltodextrinas
que varian en D.E. (dextrosa equivalente) entre 10 y 60.

En cste trabajo se selecciono la maltodextrina  del menor D.E = 10 para evitar en lo posible los
problemas de higroscopicidad que caracterizan a las maltodextrinas de menor peso molecular, y en
base a pruebas realizadas en el laboratorio, asi como para no contribuir en forma iniportante a la

osmiolaridad del producto final.

La formula modificada de caseina requiere de un contenido de lipidos del 4 %, que es un valor mayor
al de la leche y de algunas formulas conterciales del mercado. Los resultados preliminares obtenidos
en ¢l Hospital Infantil indican una mayor tolerancia a los lipidos corroborando lo reportado pot

Jirapinyo y col. (1990).

Cuadro No. 9 Niveles de formulas comerciales, *

FORMULA OSMOLARIDAD (mOsm /1.)
Vivonex ( Norwich Pharmacal ) 810
Nutramigen ( Mead - Johnson ) 443
Pregestimil ( Mead - Jolhnson ) 590
Vital (Ross) 450

*Koretz and Meyer. Gastroentorology, Vol.78 No.2, pp 395.
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En ¢l cuadro No. 10 se presentan fos valores de osmolaridad determinados experimentamente para fa

formulacion.

Cuadro No, 10 Osmolaridad de la formulacidn,

Enzima Tismpo de Osmolaridad de {a
Hidrdiisis Formulacidn

{min.} mOsm

0 393.8

PROTEASA 30 4041
N 90 414.7

150 424.5

0 397.6

PROTEASA 30 427.4
2A 90 439.0
160 445.4

0 396.1

ALCALASA 30 409.5
0.6L 30 427.5
150 439.6

CONTROL 0-150 393.2

El hidrdtizado logré ser mantenido por la hidrdlisis controlada a los niveles mas bajos posibles de

osmolaridad para una proteina hidrolizada (predigerida), 1a contribucion de los otros ingredientes es

baja y ho alcanza a rebasar los niveles de ias formulaciones comerciales del cuadro 9. El perfil dela

osmolaridad de la formula se aprecia en la figura 4.
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CURVAS DIL OSMOLARIDAD DFE. LA FORMULA

Osmolaridad (mOsm/L)
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Fig.4. Curvas de osmolaridad de la formulacion con diferentes proteasas y diferentes tiempos de
reaccion. La formula se renlizo a partir de hidrolizado enzimatico, S= 5.0 % , E/S 5.4 UA/g, pHl =
7.0 , en Buffer de fosfatos 0.1 M, T= 50 °C. Con una concentracion de proteina del 3.0 %, para Ia
claboracion de fa fomula.
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EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LAS EMULSIONES

Para medir la estabilidad de Ia emulsion se aplicaron dos métodos descritos anteriormente: Indhce de
actividad_emulsificante (1AE), que se determina turbidimetricamente segtin téenica de Pearce and
Kinsella, con el cual se realiza un andlisis estadisticos y ¢ de resistencia_a_la_coalescencia_o

estabilidad_emulsificante, (Dargon-Scaviner, 1987), donde se mide el efecto estabihzante de la

proteina contra la separacion de aceite, volumen de cremado, floculacion y coalescencia La proteina
juega un papel importante ya que despucs de fa hidrolisis, resulta mas flexible y es capaz de recubrn

la superficie de las particulas de aceite estabihizando la emulsion.

Los tiempos de hidrdlisis y la concentracion de enzima presentan una interaccin altamenite
significativa, lo que indica que ambas variables influyen de manera conjunta sobre la estabilidad de
las emulsiones y cuyos efectos no deben verse aislados. Sin embaigo ¢l porcentaje de solubilizaciin
tampoco debe verse aisladamente, ya que tiene una fuerte influencia en la estabilidad. Al alcanzar
altos grados de hidrolisis se eleva el porcentaje de proteina soluble, pero los péptidos son de menor
peso molecular incapaces de formar una capa que aleance a cubrir toda la superficie de los globulos
de grasa, resultando asi emwulsiones menos estables, y no se obtiene la misma calidad de emulsiones.
Esto implica que la estabilidad estd mas bien basada en la existencia de péptidos de un ciesto peso
molecular, obtenidos con una hidrélisis controlada. Si la proteasa tiene asociada una fuerte actividad
exo produciria una mayor cantidad de péptidos de bajo peso molecular que no tendian la capacidad
de desdoblarse y recubrir los glébulos de grasa correctamente, lo que no se vid con la enzima

Proteasa 2A.



INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE

El indice de acttvidad emulsificante es caracteristico de todo cf sistema, no solo de la proteina
empleada, y es afectado por el tipo de aparato usado para la formacion de la emulsion, el tiempo, ¢l
tipo de aceite y ¢l volumen total de la emulsion (Chobert, 1988).

En el cuadro 1 se observa los resultados entre las enzimas, el perfil de la grafica del TAE se observa

cnla fig. 5 dela siguiente pagina.

El analisis estadistico del IAE muestra que los resultados que se obtuvieron no varian mucho entre
las enzimas con respecto a los diferentes tiempos de hidrolisis, es decir que entre 1a Proteasa Ny la
proteasa 2A a un nivel de significancia de 0.1, no hay diferencia significativa, pero haciendo una
comparacion de estas enzimas con respecto a la Alcalasa 0.6L si muestran una diferencia
significativa a un nivel de 95 % y 99%, segiin ¢l analisis estadistico.

La Proteasa N presenté mejores resultados coimo podemos observar en ¢ cuadio No. 11 de indice de
actividad emulsificante, después la Proteasa 2A, y por tltimo la Alcalasa 0.6 L.

El anilisis estadistico de Proteasa N muestra para la prucba de rango mitltiple (DUNCAN), que hay
diferencia significativa entre los tiempos de 90 y 150 mimutos. EI mejor tiempo con esta enzimia es de
30 minutos de hidrolisis, como se vio anteriormente por el sabor ligeramente amargo. En cambio el
andlisis estadistico de Proteasa 2A para la prueba de rango miltiple (DUNCAN], nos indica que ¢l
mejor tiempo de hidrdlisis es el de 90 minutos. El analisis estadistico también mucstra que existe un
efecto lineal del tiempo sobre la estabilidad de las ennlsiones, a medida que aumenta ef tiempo de

hidrolisis, 1a estabilidad aumenta.

Basandonos en los resultados del andlisis estadistico se evaluaron las condiciones de protedlisis sobre

1a estabilidad de las emulsiones.
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Cuaadre No. 11 Resultados del Indice de Actividad Emulsificante

Enzima Tiempo de IAE
Hidrélisis

{min.) {g/m)
0 46.46
PROTEASA 30 54.77
N 90 59.49
160 64.09
0 38.78
PROTEASA 30 41.66
2A 90 60.57
160 70.69
0 38.30
ALCALASA 30 38.50
06L 90 40.45
150 52,13
CONTROL * 0-150 38.29

* El control tienc los mismos resultados para todos los tiempos.

Por lo tanto las condiciones de hidrolisis escogidas en base al analisis estadistico y en base a la
estabilidad de las emulsiones fueron:
Enzimas: Proteasa N 30 minutos, y Proteasa 2A 90 minutos.

Concentracion E/S: 5.4 UA/g, ambas,

El grado de hidrlisis a estas condiciones fué el mas adecuado en todos los hidrolizados, ya que
permitid una mejor estabilizacion de la emulsion y coinciden ademds con la preseleccion hecha a base
del sabor amargo reportado en el cuadro 6. De esta manera se eligieron las condiciones dptimas de la

hidrdlisis para estabilizar Ia formulacién y caracterizaciones.
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INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE
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Fig: 5. Curvas del Indice de actividad emulsificante con diferentes proteasas y diferentes tiempos de
hidrélisis. La formula se realizo a partir de hidrolizado enzimético, 8= 5.0 % , E/S = 5.4 UA/g , pll
=70, en Buffer de fosfatos 0.1 M, T= 50 °C, con una concentracion de proteina del 3.0 %, para Ia
elaboracion de la fomula.
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RESISTENCIA A LA COALFSCENCIA Y ESTABILIDAD EMULSIFICANTE.

La proteina hidrolizada juega wn papel importante, va que siendo mds flexible (despuds de 1a
hidrolisis) es capaz de recubrir una mayor superficic de las particulas de aceite estabilizando de esta
forma la emulsion.

De las enzimas elegidas ¢ Proteasa N, Proteasa 2 A y Alcalasa 0.6 L, se obtuvieron emulsiones
estables a Jos tiempos de hidrolisis de: 30, 90 y 150 min., aunque of tiempo de duracion de la
¢tilsion es aproximadamente el niisimio para todos los hidrolizados, en observaciones que no fiteron
cuantificadas en este trabajo, se observd también que mientras mas hidrélizada esta fa proteina mas
tiempo perdura Ja emulsion, es decir, que una emulsion realizada a un tiempo de hidrolists de 30
minutos ¢s menos estable que una emulsion de 90 y 150 minutos, pero una emulsion con un tiempo
de hidrolisis de 90 minutos dura aproximadamente el mismo tiempo que una de 150 minutos. Debe
mencionarse que las hidrolisis exhaustivas (>5 hrs.) pierden completamente su estabilidad.

En el tiempo cero las emulsiones se rompen con mas facilidad, esto puede ser por que la proteina no
estd hidrolizada, y tiene una menor flexibilidad para recubrir los globulos de grasa, y a causa de la
coalescencia de las gotas, y por la fuerza de atraccion que desestabilizan la emulsion. Esto se
comprobd posteriormente con la observacion en ¢l microscopio donde se observaron glébulos de
grasa de mayor tamafio, y mas variables (100-1000 p), en las emulsiones hechas con caseina sin
hidrolizar, ver resultados mas adelante.

La estabilidad de una emulsion sometida a centrifugacion es inversamente proporcional al nivel de
aceite liberado de 1a emwlsion, segin el método de Pearce and Kinsella. En este trabajo las
emulsiones observadas no liberaron aceite,

Al realizar la canrifugacién sc observd una separacion de fases muy caracteristica: la que
corresponde al volumen de cremado, que es una fraccion grasa mds concentrada adn en forma de

emulsion, que asciende a la superficie. La fase liquida que ocasionalinente presentaba grumos en
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suspension y que eventualmente se separan dejando una fraccion liquida que es menos concentrada, y
¢l precipitade que en este caso es muy escaso y se encontraba en el fondo del tubo.

Para facilitar 1a medicion de las fases, 1a centrifugacion se realizd en tubos graduados, y tomando en
cuenta el volumen con respecto al total s¢ encontraron proporciones de aproximadamente un 20 %
para el volumen de cremado y 1 80 % para la fase liquida (el precipitado esta incluido en esta fase),
tontando en cuenta ¢l total del tubo.

Se realizo ademas un control con proteina intacta en las mismas condiciones que los anteriores, las
determinaciones se realizaron por cuadruplicado

Comparando fas emulsiones con ef control, en este se observo un volumen menor de cremado (10 %
aproximadamente), esto quiere decir que Ja enulsion se ve favorecida por la hidrolisis enzimatica, ver
figira 6.

En todas las emulsiones con las respectivas enzimas se observaron valores similarcss ef volunen de
aceite separado en fa superficie de fas emulsiones, on todos los tiempos, con las respectivas enzimas.
es casi nulo, lo que nos indica que las emulsiones son muy estables, y que la proteina tiene buena
capacidad emulsificante, y la cantidad de proteina utilizada también es la adecuada. Por lo tanto no
se cvalia el porcentaje de aceite separado, ya que no se distingue la diferencia de aceite separado
desde 0 a 150 minutos en ninguna de las enzimas, y por lo tante se decidio trabajar las emulsiones

con exceso de aceite.

Emulsiones con exceso de aceite:
Se realizaron emulsiones con exceso de aceite (volumen de 25 mil de aceite total), siguiendo la misma
metodologia que las emulsiones realizadas con la formula, esto con el fin de observar la capacidad de

la proteina y para observar si hay separacion de aceite en la emulsion y poder cuantificarlo y
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observar tambien las fases que se originan en estas emulsiones con exceso de grasa, comparando con
las anteriores.

Los resultados de estas emulsiones, son similares a las emulstones realizadas con la formula, es decrr,
no se observa separacion de aceite, lo que se observa es que ¢l volumen de cremado es mayor en estas
emulsiones, esto significa que cuando ¢l accite se separa en gotas que se encuentran estabilizadas por
una capa del emulsificante (la proteina hidrolizada + lecitina en este easo), el aceite se inmoviliza y
pierde su fluidez. A medida que se incorpora mas aceite. las gotas se hacen mids numerosas y
aumenta el drea interfacial entre cf aceite y el agua.

Tomando en cuenta lo anterior se observaron nuevos valores en las fases de separacions 30 % del
volumen de cremado y 70 % de la fase liquida, pues aumenta el volumen de cretnado. E} control
presenta una marcada diferencia con todas las emulsiones hechas con hidrolizados: se observd un
valor del 15 % en volumen de cremado y un 85 % de fase liquida. No se reportan datos de resistencia
a la coalescencia por que se considera como cero, ya que no se observa aceite separado en ninguna de

las emulsiones incluyendo a todas las enzimas,

Cremado Cremado Cremado

Fase liquida Fase liquida Fase liquida

VPrecipltado \V/Preclpitado KV/Precipitz\do

Dibujo | Control. Dibujo 2 emulsion normal. Dibujo 3 emulsion con exceso de
de emulsion nonmal. aceite.

Fig. 6. Representacion esquemitica de los dos tipos de emulsiones, el dibujo 1 es el control para las

emulsiones realizadas con la formulacién, dibujo 2 para las emulsiones realizadas con la
formulacion, dibujo 3 para las emulsiones realizadas con exceso de aceite.
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RESULTADOS DE LA OBSERVACION DE GLOBULOS DE GRASA
En las muestras diluidas de todas las enzimas con sus respectivos ticmpos, se observan los misos

resultados: globulos que miden entre 200 y 400 micras.

Comparando estas observaciones con las emulsiones con cxceso de aceite, se observa que ol tamaio
de glabulos de grasa es igual, es decir, que los globulos miden entre 200 y 400 micras, pero se
observa que ¢l nimero de globulos presentes es mayor, fo que implica a su vez por qué el volumen de
cremado es mayor en estas emulsiones, es decir que al auntentar la cantidad de aceite, aumenta el
area interfacial entre ¢l accite y ¢l agna, y et agregar mas aceite no significa que los globulos scan

mas grandes o pequerios.

Con respecto al control,se observa que ¢l tamaiio de globulos varian desde 100 hasta 1000 micras, se
observa tanibién a muchos globulos de grasa agrupados, lo que indica que hay un fenémeno de

agregacion, esto explica por qué la emulsion en estas condiciones es menos estable, ya que a causa de

la coalescencia delas gotas, y por Ia fuerza de atraccidn se desestabiliza la emulsidn,
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CONCLUSIONES

La idrolisis parcial con proteasas mejoro las propiedades funcionales de la proteina. Los resultados
muestran que los tiempos cortos de hididlisis fueron mas adecuados por ¢l desarrollo de sabor
amargo, teniendo que la Proteasa N y la Alcalasa 0.6L, en 30 minutos de hidralisis, lo mismo que y
la Proteasa 2A en 90 minutos de hidrdlisis, desarrollaron un sabor ligeramente amargo. La hidrolisis

enzimdtica mejord también las propiedades emulsificantes de la proteina.

Las condiciones optimas de hidrolisis para obtener una emulsion estable fueron: Proteasa N en 30
minutos de hidrolisis, con un poreentaje de proteina soluble de 8.02 % y enzima Proteasa 2A en 90
minutos de hidrolisis, con un porcentaje de proteina soluble de 16.50 %, contra un porcentaje de
proteina soluble del control de 2.07 %. Al modificar la estructura de la proteina se facilito o

rompimiento de los enlaces peptidicos, aumentando 1a solubilidad de esta.

Con respecto a la osmolaridad, se observo que con ticmpos cortos osmolan’da.d es metor y mas
adecuada. La enzima Proteasa N resultd de una osmolaridad de 404.1 mOsnv/ L. en 30 minutos de
hidrolisis,y la enzima Proteasa 2A con 439.0 mOsm/ L en 90 minutos de hidrdlisis, comparando con
el control que resulto de 393.2 mOsnv/ L. El uso de maltodextrinas de D.E. 10 como sustituto parcial

de sacarosa permitio disminuir la osmolaridad de la formuta.

Se logro estabilizar la fomula mediante una hidrdlisis parcial de la proteina de caseina y un proceso
de homogenizacion, permitid a su vez estabilizar la emulsion sin necesidad de recurrir al vso de
gomas, y solo se empled lecitina de soya que es un emulsificante pemmitido para alimentos infantiles;
Al aumentar la solubilidad, se estabilizo 1a emulsion. Esto se observé comparando los resultados con

o control.
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Las dos pruebas aplicadas reflejaron facilitar la formacién de [a emulsion, principalmente por rebajar
la tension interfasial contribuyendo a estabilizar 1a emulsion al formar una barrera fisica en la
interfase. La proteina juegd un papel importante ya que despues de la ndrolisis, resulto mas flexible
Con el indice de actividad emulsificante, se pudo seleccionar a las emulsiones mas estables, 54.77
g/m para la enzima Protcasa N en 30 minutos de hididlisis y 60.57 g/m para la enzima Proteasa 2A
en 90 minutos de hidrohisis, comparados contra un resultado de 38.29 g/m del control. Con Ia
resistencia a la coalescencia no se observo aceite separado, porque la proteina empleada es muy
eficiente (en los intervalos observados) para mantener una emulsion estable. Comparando ambos
resultados con ¢f control, se observo que las emulsiones son mas estables cuando la proteina fug
tratada enzimiticamente. Los resultados muestran que las mejores emulsiones son en tiempos cortos

de hidrolisis indicando que con wna hidrdlisis limitada sc logrd estabilizar la fornula,

Se obtuvo un tamafio dd globulos (200-400 micras) similar a otras emulsiones alimenticias

(mayonesas, aderezos, etc.) dentro de lo “normal”, lo que permite una emulsion estable, comparando

con ¢l control donde el tamaito de globulos vario de 100 a 1000 micras.
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TITLE PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICION.’
SUBTT'TLE YINDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS?,

WARNIHG VL, Text: SURPITLE
UNEXPECTED SYMHOL OR T1TLE COHMAND-~Something occurs after a closing
apostrophe and is ignored. chack for a missing command terminator.

DATA LIST FIXED /VI 1 V2 3-4 VI 7-11.
FORMATS V1 (F5.2),

DISPLAY,

Page 2 PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICION. /5796
Vi - * No label *
V2 - * No label »
vl - x No label *

VARIABLE LABELS V1 fCUATRO TIEMPOS'
V2 ‘REPETICIONES'
V3 'INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.’

VALUE FABELS V1 1 70 MIN’ 2 30 MIN’ 3 790 MIN' 4 ‘150 MIN’ /
' V21 ‘R1’ 2 'R2° 3 'R3' 4 'RA' 5 'R5’ 6 'R6' 7 'R7' B 'R8’
9 'R9’ 10 ‘R10‘ 11 ’'R1L’ 12 'R12‘’ 13 ‘R13’ 14 ’'R14’' 15 'R15’
16 'Rl6¢’ 17 'R17' 18 'R1B'/.

BEGIN DATA.
72 cases are written to the uncompressed active file.

This procedure was completed at 11:59:16
DISPLAY.

rage 3 PROTEASA N CONC. PROTEINA 1.0% REPETICION. }/5/96
- CUATRO TTEMPOS

V! - REPETICIONES

V3 - INDICE DE ACTIVIDAD EMULSTFICANTE.

LIST.

Page 4 PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICION. 7/5/96

Vi v2 vl

1 47.19
1 47.19
1 47,02
1 46.85
1 46.68
16 44.77
1 7 45.12
1 8 45.29
1
1
1
1
1
1
1
1

b

9 45.46
10 45.64
11 45.46
12 45.98
13 48.58
14 48.58
15 48.49
16 46,31




7 4%.81
8 45,00
1 Hd.4b
2 54,80

Page 5 PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICLON. 178706

vl v2 vi

54,98
53,94
54,11
54.02
54,98
54.89
54.80
10 5%.24
11 54.98
12 55,24
13 54.63
14 54,63
15 55.15
16 54,98
17 54.89
18 55,15
1 56,453
2 56,51
3 56.70
4 59.81

Page 6 PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICION, 7/5/96

Ve ;S W

WHLWEWNNRRDNNNNNRDNN NSNS

Vi v2 Vi3

60,42
b $59,38
7 58.9%
8 58,78
9 59,30
10 61.0)
11 ol.20
12 61.37
13 6G,16
14 60.16
15 59.47
16 61.03
17 60.51
i8 59,64
1 63.10
2 63.19
3 63.19
4 63.36
5 63,27
61,27

Page 7 PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICION. 7/%/96

=

L T T U U UL S P SR TR

=

V1 v2 V3

4 7 63.10



8 63,136
9 63.19
10 6h,78
1l 645.69
12 65,0l
1) 64.8)
14 64.92
15 65.00
16 63,97
17 64.05
18 64.83

L

Nunber of cases read = 72 Number of cases listed = 72

Page 8 PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICION, 7/5/96

Thig procedure was completed at 11:59:18
ONEWAY/VARIABLES V3 BY V1 (1,4)/STATISTICS ALL/RANGES DUNCAN (0.0%)/
RANGES DUNCAN (0.01),

Page 9 PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICION. 7/5/%6
e m e e -« cONEWAY ~ ===~ ==
Variable V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.
3y Varlable V1 CUATRO TIEMPOS

Analysis of variance

- Sum of Mean 3 F
Source D.F. Squares Squares Ratio Prob.
Retweon Groups 3 31059.4750 1019.8250 820.8526 0000
within Groups 68 84,4830 1.2424
Total 71 3143.9580
Page 10 PROTEASA N CONC. PE;TEINA 3.0% REPETICION. T ~;;;;;;—
e m e e e« c - ONEWAY =~~~ - ===~

Standard  Standard

Group Count Mean Deviation Error 95 Pet Conf Int for Mean
Grp 1 18 46.4678 1.1951 .2817 45,8735 To 47,0621
Grp 2 18 54.7700 +4034 0951 54.5694 To 54,9706
Grp 3 18 59.4983 1.5393 .3628 58.7329 To 60,2618
Grp 4 18 64.0950 1.0045 +2368 63,5954 To 64,5946
Total 72 56,2078 6.6544 ,7842 54.6441 To 57.7715

Fixed Effects Model 1.1146 1314 55.9457 To 56,4699

Random Effects Model 3,7635 44.2307 To 68.1849

Random Effects Model - Estimate of Between Component Variance 56.5879




il PROTEASA N CONC. PROTEINA 13.,0% REPETICION, 1/5/96

Page

Group Minimum Maximum
Grp 1 44.7700 48.5800
Grp 2 53,9400 55,2400
Grp 3 56.5300 61.13700
Grp 4 63.1000 65.7800
Total 44,7700 6%5.7800

Tests for Homogeneity of Variances

Cochrans C = Max. Variance/Sum(Variances) = .4768, P = ,012 (Approx.)

Bartlett~Box P = 8.072 , P = ,000
Maximum Variance / Minimum Variance 14,562
bage 12  PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICION. 17509
I ONEWAY -~ - =~ =« - - -
variable V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.

By variable V1 CUATRO TIEMPQOS
Multiple Range Test

Ouncan Procedure
Ranges for the ,050 level -
2.82 2.97 3.07
The rangoes above are table ranges,

The value actually compared with Hean(J)-Mean(I) is..
.7882 * Range * Sqrt(i/N(L) + L/N(J))

(*) Denotes pairs of groups significantly different at the .050 level

o o e e 0 e B 4 e B e o e O e 4 e T B B e e s B o e SR B e 0 B S RO - o g s 4 e B O

Page 13  PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICION, 7/5/96
GGGG
rrrr
pppp
Mean Group 1234

46.4678 Grp 1

54,7700 Grp 2 *
%59.4983 Grp 3 *
64,0950 Grp 4 [

Homoganeous Subsets {Subsets of groups, whose highest and lowest means
do not differ by more than the shortest
significant range for s subset of that size)



sUBseEr 1

Group Grp 1
Mean 46,4678
Page 14 PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.9% REPETICION. 7/5/96
SUBSET 2
Group Grp 2
Mean 54,7700
SUBSET 3
Group Grp 3
Maan 59,4983
SUBSET 4
Group Grp 4
Mean 64,0950
Page 15 PROTEASA N CONC. PROTEINMA 3, (J'k REPETICION. 7/5/96
L A ONEWAY - ~ = =« v o« = =~
Variable V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.
By Variable Vi1 CUATRO TIEMPQOS

Multiple Range Test

puncan Procedure
Ranges for the ,0t0 level -

31.7% 3.91 4.02

The ranges above are table ranges,
The value actually compared with Mean(J)-Mean(I) is.,
.7882 * Range * Sqrt(1/MN(I) + 1/N(J))

(*) Denotes pairs of groups significantly different at the ,010 level

Page 16 PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPBTlCION. 7/5/96
GGGgG
rrrr
pppp

Mean Group 12134



46.4678 Grp 1
54,7700 Grp 2
59,4983 Grp 3
64,0950 Grp 4

* »
»
»

Homogeneous Subsets (Subsets of groups, whose highest and lowest means
do not differ by more than the shortest
significant range for a subset of that aize)

SUBSET 1

Group Grp 1

Mean 46.4678

Page 17  PROTEASA N CONC. PROPFINA 3.0% RFPPTI([ON 7/5/96
SUBSET 2

Group Grp 2

Mean 54.7700

SUBSET 3
Group Grp 3
Mean 59,4983

SUBSET 4

Group Grp 4
Mean 64,0950

Page 18 PROTEASA N CONC. PROTEINA 13.0% RFPhTIPION. 1/5/96

This procedure was completed at 11:59:30
ONEWAY /VARIABLES V3 BY V2 (I, 13)/STArISTICg ALL.

bage 19  DROTEASA N CONC. PROTETNA 3,0% REPETICION. 77579 1
-------- “- = ONEWAY ===« ~=w==-= }
variable V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.
By Variable V2 REPETICIONES

Analysis of Variance

sum of Mean 13 F
Source D.F. Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups 17 31.0184 [.8246 +0317 1.0000
Within Groups 54 3112.9396 57,6470

Total 71 3143,9580



standard

Standard

3.

Error

)/ﬂﬂ

9% Pt Cont

44,8895
44,9641

fo
To

Int for

6%,

05,

Mcan

7455
8909

7/5/96

Group Count. Hean  Deviation
Grp 1 4 HB5.3170 h.hb]ﬁ
Grp 2 4 55,4275 758
Page 20 PROTLASA N CONC. PROTEINA 3,0% REPEVTICION.
Grp 3} 4 55.4725 6.6522
Grp 4 4 55.9900 7.2261
Grp 5 4 H6.1200 7.3658
Grp 6 4 55,3600 8.0140
Grp 7/ 4 95,5375 T.0457
Grp 8 4 55.4%800 7.6839
Grp 9 4 55.6875 7.6317
Grplo 4 56.9225 8.6690
Grplil 4 56.8325 8.7616
Grpl?2 4 57.0500 8.5197
Grptl 4 57,0500 7.0190
Grpla 4 57.0725 7.0623
Grpl5 4 57,0275 6.9747
Grplé 4 56.577% 7.789%
Grpl?7 4 56,3150 7.9543
Grpls 4 56.4000 7.9938
Total 2 96,2078 6,6544
Fixed Effects Modnrl 7.5926

Randon Effects Model

WARNIHG - Between component variance is

it waﬂ replaced by 0.0 in computing abave random effects measures

Page 21 PROTHASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICION.

3.
3.
3.

4

3.
3.
3.
L
4,
4.
3.
3.
3.
3.
3.
3.

3261
6131
6829
0070
8479
8420
4158
3345
3808
2599
5095
5261
4874
8948
9772
99649

. 7842
L8948

. 8948

negative

44,8876
44,4918
44,3995
42,6031
43,2921
43,2533
43.5440
43.,128%
42,8911
43,4934
45,8814
4%.8509
45,9292
44,1826
43.6581
43.6801

54.6441
54,4133

54,3199

Random Effects Model - Estimate of Baetween Component Variance

Group Minimun Maximum
Grp 1 47.1900 63.1000
Grp 2 47,1900 63.1900
Grp 3 47.0200 63,1900
Grp 4 46,8500 63,3600
Grp 5 46.6800 63.2700
Grp 6 44.7700 63.2700
Grp 7 45.1200 63,1000
Grp 8 45.2900 63,3600
Grp 9 45.4600 63.1900
Grplé 45,6400 65,7800
Grpll 45.4600 65.6300
Grpl2 45.9800 65.6100
Grplld 48.5800 64.8300
Grpla 48,5800 64.9200
Grpls 48.4900 65,0000
Grplé 63,9700

Page 22 PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPEPICION.

Grpl7 . 45.8100 64,0500

Ta
To
To
To
Ta
To
To
To
To
To
To
To
To
To
Ta
To

To

To

To

66,
67.
67,
68,
67.
67,
67.
70.
70.
70,
68,
68,
68,
G8 .
63.
69.

57.
58.

58.

0574
4882
840%
1119
7829
8067
8310
7165
7739
6066
2186
2941
1257
9724
9719
1197

178

0er7

0956

7/5/96

~11.9556

7/5/96



Grpls 4%.9800

Total Ad. 7700

64,8300

65,7800

Tests for Homogeneity of Variances

Cochrans € = Max. Variance/Sum(Variances) =

Bartlett-Box F =

Maximum Variance / Minimum Variance

Page 23

PROTEASA N CONC.

This procedure was completed at 11:59:39

ANOVA/ VARTABLES V3 BY V1 (1,4) V2 (1,18) /OPTIONS 2.

! ANOVA’
Page 24
Aok ok

Vi

BRY V1
V2

Source of Variation
Main EBffects

vi

va
Explained

Residual

Total

PROBLEM REQUIRES

PROTEASA N CONC.

4880 BYTES OF MEMORY.

ANALYSILS 0 F

PROTETNA 3.0% REPETICION.

PROTEINA 3.0% REPETICION.

1.787

VARTIANC

INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.

CUATRO TIEMPOS
REPET ICIONES

Sum of
Squares
3090.493
3059.47%
31,018
3090,493
53,469

3143.998

OF
20
17

20

page  h

PROTEASA N CONC,

/2 Cases were processed,

0 CASES (

Page 26

.0 PCT) were missing.

This procedure was completed at 11:59:44

SET/PRINTER OFF,

PROTEINA 3.0% REPETICION.

PROTEASA N CONC. PROTEINA 3.0% REPETICION.

L0740, P = 1,000 (Approx.)
L044 , P e 1,000
V5790
7/5/96
E * L
Mean Signif
fiquare Iy of F
154.492% 147.401 LOUD
1019.825 972.813 L0100
1.825 1.741 068
154.52% 147.401 Q041
1.048
44,281
7/5/96
il



TITEE "TROTEASA JA CONC. PROTEENA 3,077,

SULSTETLE PINDICE DI ACTIVIDAD BMULSTFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS?.
DATA LIST FIXED /VL 1 V2 3-9 VI 7-11},

FORMATS VI (F5.2).

DISPLAY.
Page 80  PROTEASA 2A CONC., PROTEINA 3.0% /5796
TNDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

Vi - * No label *

V2 - * Ho label *

V3 - * No label *

VARIABLE LABELS V1 ‘CUATROS TIEMPOSY
V2 ‘REPETICIONES’
V3 ‘INDICE DE ACPIVIDAD FMULSIFICANTE.’

VALUE LABELS V1 1 ‘0 MIN’ 2 /10 MIN® 3 '90 MIN' 4 ‘150 MIN' /
V21 'R 1/ 2 'R2' 13 'R3' 4 'K} % ‘R%' o 'R6'7 ‘R7' 8 'R8’
9 /R9' 10 fRINY 1) FRIL‘ 22 'R12‘ 13 *RI3‘ {4 ‘R14’ 1% ‘R1Y%’'
16 ‘Ri6’ 17 ‘RL7' 18 ‘R18‘/.

BEGIN DATA.
72 cases arc written to the uncompressed active file.

This procedure was completad at 12:14:47
DISPLAY.
Page 81 PROTEASA A CONC., PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
Vi - CUATROS TIEMPO3
v2 - REPETICIONES
V3 - INDICE DE ACTIVIDAD EMULSLFICANTE.

Paqe 82 PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 1.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSTFICANTE A DVFERENTES TIEMPOS

Vi vz A

37.86
37.95
318,20
39.41
39.59
39.07
38.90
38.64
39.15
39,41
37.95
18.90
38.90
319.13
15 38,98
16 39.24
17 38,64

e o Y N N U L
.
PN COENOU S WA -



1 18 87,94

21 40.07)
Page 813 PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 3.0% /5796
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

V1L V2 Vi

2 40.02
3 49.24
4 18.64
5 9,41
6 41.14
7 44.4)
8 44,20
9 44.069
10 19.33
11 38.98
12 39.41
13 42.87
14 44,77
15 44.60
16 43.13
17 42.44
18 42.01
1 59,64
2 60.07
Page 84 PROTEASA 2A COHC., PROTEINA 1.0% 7/5/96
INDLICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPQOS

W RN N NN RN NN NN

vy V2 Wi

I3 %9.81
14 60,68

3% hiLde

I 6 6l.98

) 7 48,69

Vo8B N9,04

b0 60,33

3 10 58,95

1Ll 59,47

312 66,07

3 13 60.42

J 14 61.55

115 62,67

3 16 60,60

3 17 61,98

3 18 62,01

4 1 68,489

4 2 68,03

4 ) 6B.55

Page B85  PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

V1 v2 V3

4 4 69,67
4 5 72,27



6 N.74

4
4 773,22
4 B 7200
4 9 72.53
4 10 70.79
4 11 70.4%
4 12 71.23
4 13 70.79
4 14 71.66
4 15 70.71
4 16 68.55
4 17 70.28
4 18 71.05
Number of cases read = 72 Number of cases listed = 72
Page 86 PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 3.0% 1/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
This procedure was completed at 12:14:54
ONEWAY/VARIABLES V3 BY V1 (1,4)/STATISTICS ALL/RANGES DUNCAN (0.05)/
RANGES DUNCAN (0.01).
Page 87 PROTEASA 2A CONC, PROTEINA J.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
mem e m e == e ONEWAY == === = ===
Variable V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.
By Variable V1 CUATROS TIEMPOS
Analysis of Varlance
Sunm of Mean F ¥
Source D.P. squares Squares Ratioc Prob.
Between Groups 3 12620.8526 4206.9509 1799,9205 .0000
Within Groups 68 158,9363 2.3373
Total 71 12779,7889
Page 88 PROTLASA 2A CONC. PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
mmmmmm e e ONEWAY = == == = n = mm
Standard  Standard
Group Count Mean Deviation Error 95 Pet Conf Int for Mean
Grp 1 18 38.7817 .5717 .1348 38,4974 To 39,0660
Grp 2 18 41,6667 2,2754 5363 40,5351 To 42,7982
Grp 3 18 60.5789 1.2796 3016 59.9425 To 61.2152
Grp 4 18 70,6956 1.4857 . 3502 89,9567 To 71.4344
Total 72 52.9307 13.4163 1.5811 49,7780 To 56.08734
. FPixed Effects Model 1.5288 .1802 52,5712 To 53.2902



Random Effects Mode) 1.6439 28.6046 To 77.2568

Random Effacts Model - Estimate of HBetween anponenL variance 233.5896

Page 89 PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 1.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD FMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

Group Minimum Maximum
Grp 1 17,8600 39,5900
Grp 2 38.6400 44,7700
Grp 3 58.6900 63,0100
Grp 4 68.0300 73.2200
Total 37.8600 73.2200

Tests for Homogeneity of Variances

Cochrans C = Max, Varlance/Sum(Varliances) = ,6538, P = ,001 (Approx.)

Bartlett-Box F = 8,791 , P = .000

Maximum variance / Minimum Variance 15,840
Page 90 PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TILMPOS

mwmeme s ONFEWAY =~ = o= wn e -
variable V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.
By Variable V1 CUATROS TIEMPOS

Multiple Range Test

buncan Procedure
Ranges for the ,050 level -

The ranges above are table ranges,
The value actually compared with Mean(J)-Mean(I) is..
1.0810 * Range * Sqrt(1/N(I) + I/N(J))

(*) Denotes pairs of groups significantly different at the .050 level

Page 91 PROTEASA 2A CONC, PROTEINA 13.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

GGG G

rrr
p
1

N
- T

Hean Group

38.7817  Grp 1



41.6667 Grp 2
60.5789 Grp 3
70.6956 Grp 4

* * »
> »

Homogeneous Subsets (Subsets of groups, whose highest and lowest means
do not differ by more than the shortest
significant range for a subset of that size)

SUBSET 1
Group Grp 1
Mean 38,7817
Page 92 PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMWPOS
SUBSET 2
Group Grp 2
Mean 41.666
SUBSET 3
Group Grp 3
Mean 60.5789
SUBSET 4
Group Grp 4
Mean 70,6956
Page 93 PROTEASA 2A CONC., PROTEINA 3,0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIENPOS
---------- ONEWAY » = = = = e’ ==
Variable V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE,
By variable V1 CUATROS TIEMPOS

Multiple Range Test
Duncan Procedure
Ranges for the .010 level -
3.75 3,91 4,02
The ranges above are table ranges.

The value actually compared with Mean(J)~Mean(I) is..
1.0810 * Range * Sqrt(1l/N(I) + 1/N(J))

(*) Denqgtes pairs of groups significantly different at the .010 level



Page 94 PROTEASA 2A CONC, PROTELINA 1.0%
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TLEMPOS

GG6GG
rrry
pPpPpPP
Mean Graup 12734
38.7817 Grp 1
41,6667 Grp 2 *
60.5%789 Grp 3 LA
oW

70.6956 Grp 4

{Subsets of groups, whose highest and lowest means
do not differ by more than the shortest
significant range for a subset of that size)

Homugeneous Subsets

SUBSET )
Group Grp 1
Moun 38,7817
Page 9%  PROTEASA 2A CONC, PROTEINA J.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
SUBSET 2
Group Grp 2
Mean 41.6667
SUBSET 3
Group Grp 0
Mean 60.5789
SUBSET 4
Group Grp 4
Hean 70.6956
Page 96 PROTEASA 2A CONC., PROTEINA 3.0% ' 7/5/9¢6
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
This procedure was completed at 12:;15:05
ONEWAY/VARIABLES V3 BY V2 (1,18)/STATISTICS ALL.
115796

Page 97  PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 3.0%
INOICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

e e e c ONEWAY mm e me e



variable V3 INDICE DFE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.,
By Varjable V2 REPETICIONES

Analysis of variance

Sum of Mean ¥ P
Source D.¥, Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups 17 63,8798 3.7576 ,0160 1.0000
Within Groups 54 12715,9090 235.4798
Total 71 12779.7889

Standard  Standard

Group Count Mean Deviation Error 95 Pct Conf 1nt for Mean
Grp 1 4 %1.7550 14.973% 7.4868 27.9291 To 75.5809
Page 98 PROTEASA 2A CONC, PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD FMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
Grp 2 4 51,5175 14.8557 7.4279 27.8791 To 75.1559
Grp 1 4 51.4500 16.1322 - 7.5661 27.3717 To 75,5283
Grp 4 4 52,1000 15,5406 7.7703 27,3718 To 76.8282
Grp 5 4 53.1825 16,4041 8.2021 27,0802 To 79.2848
Grp 6 4 53.4825 15.97%0 7.9875 28,0631 To 78.9019
Grp 7 4 53,8100 15.3932 7.6966 29.3163 To 78.3037
Grp 8 4 53,5125 15.0911 7.5455 29.4996 To 77.5254
Grp 2 4 54,1750 15.1713 7.5857 30,0344 To 78,3156
Grplo 4, 52,1200 15.4957 7.7478 27,4633 To 76.7767
Grpll 4 51,7124 15.9457 7.9728 26,3397 To 77.0853
Grpl2 4 52.4025 1%.9623 7.9812 27.0032 To 77.8018
Grpll 4 53,2450 14.9747 7.4874 29.4172 To 27.0728
Grpld 4 54,3275 14,9315 7.4658 30,5685 To 76,0865
Grpls 4 54.2400 14.9234 7.4617 30,4929 To 77.9861
Grplé 4 52,8800 13,9792 6.9896 30,6362 To 75.1238
Grpl? 4 53,1350 15.2372 7.6186 29,0896 To 77.5804
Grpl8 4 53,5050 16.0444 8.0222 27,9752 To 79.0348
Total 72 52.9307 13.4161 1.5811 49,7780 To 56,0834
Fixed Effects Model 15.3454 1.808% 49,3049 To $6,556%
Page 99 PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 1,0%. 7/5/96

INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
Random Effects Model 1.8085 49,1152 To 56.7462

WARNING - Between component variance is negative
it was replaced by 0.0 in computing above random etfects measures

Random Effects Model - Estimate of Between Component Variance ~57.9305
Group Minimum Maximum
Grp 1 37.8600 68.8900
Grp 2 37.9500 68,0300

Grp 3 38.2000 68.5500



Grp 4 18.6400 69.6700

Grp % 39.4100 72,2700
Grp 6 39,0700 71.7400

Grp 7 38.9000 73,2200

Grp 8 38.6400 72,1100

Grp 9 19,1500 72.5100

Grpio 19,3300 20.7900

Page 100 PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 3.0% 7/5/86
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

Grpll 37,9500 70.4500

Grpl2 38.9000 71.2300

Grpt? 38,9000 70,7900

Grpla 39,3300 71.6600

Grpls 38,9800 70,7100

Grplé 39,2400 68,5500

Grpl? 18,6400 70,2800

Grpts 37.9%00 71.0500

Total 37.8600 73.2200

Tests for Homogeneity of Variances

Cachrans € = Max, Varlance/Sum{Variances) = ,0635, P = 1,000 {Approx.)

Rartlett-Box ¥ = 008 , P = 1,000
Maximum Variance / Minimum Variance 1.377
Page 101 PROTEASA 2A CONC, PROTFINA 3,04 /5796

INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

This procedure was completed at 12:15:11
ANOVA/ VARIABLES V1 BY Vi (1,4} V2 (1,18} JOPTIONS 3.

‘ANOVA’ PROBLEM REQUIRES 4880 BYTES OF MEMORY.

g 0 8 20 00 0 " B O o 0 i 0 0 A o O e e 8 8 b e e 0 o B e £ e o

Page 102  PROTEASA 2A CONC. PROTELINA }.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

# k4 ANALYSIS OF VARIANCE * ¢«

V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE,
By 1'28 CUATROS TIEMPOS
v2 REPETICIONES
sum of Hean Signif
Source of variation Squares s Square 3 of F
Main Effects 12684,732 20 634.237  340.28) . 000
Vi 12620.853 3 4206,95%F 2257.128 . 000
v2 63.880 17 3.758 2,016 .028
Explained 12684,732 20 634.2137 140.283 .000
Residual 95,050 91 1.6864
Total 12779.789 71 179,997

-t e 0 e e o e e e e o am e -t o e e e e e %0 e e e e e

Page 102 PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 3.0% 7/5/96



TNDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
72 Cases wore processed.
0 CASES ( .0 PCT) were missing.

Page 104  PROTEASA 2A CONC. PROTEINA 3,0%
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

fhis procedure was completed at 12:15:16
SET/PRINTER OFF.



TUILE 'ALCALASA 0.6 L. CONC, PROTEINA 3.,0%'.

SUBTITLE 'INDICE DF ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES T1EMPOS’,
DATA LIST FIXED /V1 L V2 3~4 V3 7-11,

FORMATS V3 (Fb%.2).

DISPLAY.
Page 2 ALCALASA 0.6 L., CONC., PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

VL - * No label #

V2 - * No label *

LA - * No lahal #

VARIADLE LABELS VL ‘CUATRO TIEMpPOS’
V2 ‘REPETICIONES’
V3 ‘INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.’

VALUE LABELS VI L ‘30 MIN’ 2 ‘90 MIN’ 3 ’150 MIN’ /
V2 1 'R L7 2 'R 2 3 'RI' 4 'R&' 5 'RY 6 'R6'/,

BEGIN DATA.
72 cases are written to the uncompressed active file,

This procedure was completed at 13:36:29

DISPLAY.
Page k] ALCALASA 0.6 L. CONC. PROTEINA 3,0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
Vi - CUATRO TIEMPOS
v2 - REPETICIONES
V3 - INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.
L1ST,
Page 4 ALCALASA 0.6 L. CONC, PRUTEINA 3,0% ‘ 7/%/96

INDLCE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
Vi v2 Vi

L 4l.12
2 40,07
3 42.01
4 38,44
5 18.12
6 37.82
7 38.60
8 1B.48
9 18.42
16.88
37,34
12 16.64
1) 35.96
14 16.13
15 38,46
16 38,20
17 18.20
18 18.68
L 38.42

B Rl i i Tl S
-
[=1



page 5  ALCALASA 0.6 L. CONC. PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

Vi v2 V3

2 18,48
3 37.81
4 38,82
5 18.66
6 18.86
7 38,96
8 36.90
9 16,85
10 42.01
41.64
12 4l.80
13 38.89
14 37.64
15 36.92
16 36.86
17 36.8)
18 36.80
1 37.34
2 137.86

WWNNONNNNNNNOLDNONOUNOUNODNND
-
-

Page 6  ALCALASA 0,6 L. CONC. PROTEINA 13.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

Vi va V3

37,17
30,20
38.38
38.12
42,30
43.04
42.87
38,72
11 38.03
38.98
13 42.53
14 42.27
15 42.01
16 43.31
17 43,31
18 43,56
1 50,19
2 50,65
3 50,82
Page 7  ALCALASA 0.6 L. CONC. PROTEINA 1.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIPICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

-
COBNSTT oW

DLW ULLULWGOL LL WEWLW
-
e

Vi v2 Vi

50,39
50,74
50,31
54.63

FNCAr S
-



=

54,45
9 54.37
10 54.20
11 51.34
12 51.17
13 51.69
14 52.99
15 53.07
16 51.69
17 52.73
18 52.73

L A A A Y .Y

Number of cases read = 72 Number of cases listed = 72

- 1 1 o 2 e e A g 8 4 e T A e A e 4

Page 8  ALCALASA 0.6 L. CONC. PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSTFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

This procedure was completed at 13:37:38
ONEWAY/VARIABLES V3 BY V1 (1,4)/STATISTICS ALL/RANGES DUNCAN (0,05)/
RANGES DUNCAN (0,01).

Page 2  ALCALASA 0.6 L. CONC. PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMFOS
T I ONEWAY == = 2= o ==~
variable V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.
By variable V1 CUATRO TLEMPOS

Analysis of Variance

Sum of Mean F ¥
Source D.F. Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups k) 2346,9436 782,3145 221.6809 ,0000
Within Groups 68 237.8272 3.497%
Total 71 2584,7708
Page 10 ALCALASA 0.6 L. CONC. PROTEINA 3.0%  7/5/96

INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TLEMPOS
St e e et cONEWAY == n e

Standard Standard

Group Count Mean  Deviation Exror 95 Pct Conf Int for Mean
Grp 1 18 38,3094 1.5593 .367% 37,5340 To 39,0849
Grp 2 18 36.508) 1.7331 +408BS 37,6465 To 39,3702
Grp 3 18 40,4444 2.,4854 5858 39,2085 To 41.6804
Grp 4 18 52.1311 1.5419 «3634 51.3643 To 52.8979
Total 72 42.348) 6,0337 7111 40,9305 To 43.7662

Fixed Effects Model 1.8701 . 2204 41.9085 To 42,7881

Random Effects Model 3.2963 31.8582 To 52,8184



Random Effects Model - Estimate of Batween Component Variance 43,2676
Page 11 ALCALASA 0.6 L, CONC. PROTEINA 3.0% 7/%/796
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DLIFLRENTES TTEMPOS

Group Hinimum Max tmum
Grp 1 35,9600 42.0100
Grp 2 36.8000 42,0100
Grp 3 37.1700 43,5600
Grp 4 50,3100 54,6300
Total 35,9600 54,6300

‘Tagts tor Homogeneity of Variances

cochrans C = Max., Variance/Sum{Variances) = .4416, P = ,036 (Approx.)

Bartlett-Box F = 1,842 , P = ,137
Maximum Varlance / Mininmum Variance 2.598
Page 12 ALCALASA 0,6 L, CONC, PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
c e s s e c e e ONEWAY === =m == -
variable V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.
By Variable w1 CUATRQ TIEMPOS

Multiple Range Test
buncan Procedure
Ranges for the .050 level =~
2,82 2.97 3.07
The ranyes above are table ranges.

The value actually compared with Mean(J)-Mean(I) is..
1.3224 ~ Range * Sqrt(1/N(I) + 1/N(J))

{*) Denotes pairs of groups significantly df{fferent at the .050 level

- -

Page 13  ALCALASA 0.6 L, CONC, PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEWPQS
GGGG
rrrr
pppPpP
Mean Group 1234

38,3094 Grp 1
38,5083 Grp 2
40,4444 Grp 3 L



52,1311 Grp 4 L

Homogeneous Subsets (Subsets of groups, whose highest and lowest means
do not differ by more than the shortest
significant range for a subset of that size)

SUBSET 1
Group Grp 1 crp 2
Mean 38,3094 38.5083
Paga 14 ALCALASA 0,6 L. CONC. PROTEINA 3.0% 1/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
SUBSET 2
Group crp 2
Mean 40,4444
SUBSET 3
Group crp 4
Mean 52,1311
Page 15 ALCALASA 0.6 L. CONC. PROTEINA 3,0% /5796
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
s e m et e e “ONEWAY ~ = emm o=
Variabie V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.
By variable VI CUATRO TIEMPOS

Multiple Range Test
Duncan Procedure
Ranges for the .010 level -
3.7% 3.91 4.02
The ranges above are table ranges.

The value actually compared with Mean(J)-Mean(I) is..
1.3224 * Range * Sqrt(1/N(1) + 1/N(J})

(*) Denotes palrs of groups significantly different at the .01L0 lovel

- e o o o o et o e - o —————— - -

Page 16 ALCALASA 0,6 L. CONC. PROTEINA 3.0% /5796
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

GGGG

rrrr

pppp



Mean Group 12134

38.3094 Grp 1

38,5083 Grp 2

40.4444 Grp 3 * %
52,1311 Grp 4 L

Homogeneous Subsets (Subsets of groups, whose highest and lowest means
do not differ by more than the shortest
significant range for a subset of that size)

SUBSET 1

Group Grp 1 Grp 2

Mean 38.23094 38.5083

Paga 17 ALCALASA 0.6 L. CONC. PROTEINA 3.0% /5794
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

SUBSET 2

Group Grp 3

Mean 40,4444

SUBSET 3

Group Grp 4

Mean 52,1311

Page 18 ALCALASA 0.6 L. CONC, PROTEINA 3.0% 7/5/%6

INDICE DE ACTIVIDAD ENULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS

This procedure was completed at 13:38:41
ONEWAY /VARIABLES V3 BY V2 (1,18)/STATISTICS ALL.

- -~ R L L - s i e ot 8 e e

Page 19  ALCALASA 0.6 L. CONC., PROTEINA 3.0% 7/5/96
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE A DIFERENTES TIEMPOS
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Variable V3 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE,
By Variable V2 REPETICIONES

Analysis of Variance

sum of HKean F F
Source D.F. Squares squares Ratio Probh.
RBetween Groups 17 30,2987 1.7823 +0377 1.0000
Within Groups 54 2554 ,4721 47,30%0

Total 71 2584 .7708



standard Standard

Group Count Mean Deviation Frror 95 Pet Cont Int for Mean
Grp 1 4 41.817% 5.9320 2.9660 32.378% To 51,2465
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Grp 2 4 41,7650 5.,9960 2.,9980 12,2241 To $1.3059
Grp 13 q 41.9525 6.2894 3. 1447 31.9449 To 51.9601
Grp 4 4 41.4629% 5.9571 2.9706 31,9835 To 50.9415
Grp 5 4 41.4750 6.1806 3.090) 31.6404 To 51,3096
Grp 6 4 41.277% 6,0375 J.0188 11,6706 To 50,8844
Grp 7 ] 43.6225 7.5250 3.7625 31.6487 To 55.5963
Grp 8 4 43,2175 7.9279 31.9640 30,6026 To 55.8324
Grp 9 1 43,1275 7.9168 1.9584 30,5303 To 55.7247
Grplo 4 42,9525 7.7928 3.8964 30,5526 To 55.3524
Grpll 4 42.0875 6.4%01 3.2250 31,8241 To 52.3509
Grpl2 4 42.147% 6.,3742 3.1871 32,0048 To 52,2902
Grpll 4 42.267% 6,8324 J.4162 31,3958 To 53,1392
Grpl4 4 42.2575 7.6170 31,8085 30,1374 To %4.1776
Grpls 4 42,6150 7.2886 3.644)1 31,0174 To 54.2126
Grplé 4 42,5150 6.7184 1,3592 31.8247 To 53,2083
Grpl7 4 42,7675 7.2033 31.6016 31.3056 To 54,2294
Grpié 4 42,9425 7.1198 1.5599 J1.6134 To 54.2716
Total 72 42,3482 6,0317 W11 40.9705 To 43.7662
Fixerl Effects Model 6,8779 .8106 40,7232 To 43,9734
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Random Effects Model .8106 40,6182 To 44.0585

WARNING - Between component varianca is negative
it was replaced by 0.0 in computing above random effects measures

Random Effects Model - Estimate of Between Component Variance ~11.3807
Group Minimum Maximum

Grp 1 37.3400 50.3900

Crp 2 37.8600 50.6500

Grp 3 37.1700 50.8200

Grp 4 318.2000 50,3900

irp 5 18.1200 50.7400

Grp 6 37.8200 50,3100

irp 7 18.6000 54,6300

Grp 8 36.9000 54.4500

Grp 9 36.8500 54,3700

Grplo 36.8800 54,2000
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Grpll 37.3400 51.3400

Grpl2 36,6400 51,1700

Grpl3 35,9600 51,6900

Grpl4 36.11300 52.9900



Grplh 16,9200 43,0700

Grplé 16,8600 51,6900
Grpl7 36,8300 52,7300
Grpld 16.80600 52,7300
Total 35,9600 54,6300

Tests for Homogeneity of Variances

vochrans C =~ Max. Varlance/Sum{Varlances) = .0738, P =
Bartlett-Box F = L05% , P =
Hahxmum Variancc / Mxnlmum variance 1.786
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This procedure was completed at 13:19:04
ANOVA/ VARIABLES V3 BY V1 (1,4) v2 (1,18) /OPTIONS 3.

* ANOVA' PROBLEM REQUIRES 4880 BYTES OF MhMORY

o S i S 2 8 o e et B e - ——— et 0 o e e s om0 o e 4 o 0 e e
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# x4 ANALYSIS OF VARIANCE *+*

Vi IHDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.
By V1 CUATRO TIEMPOS
v2 REPEVICIONES
Sum ot Mean signit
Source of Variation Squares pF Square F of F
Main Effects 2377.242 20 118.862 29.210 000
Vi 2346,944 3 782.315 192,253 .40
vz 30.299 17 1,782 .438 .968
Explained 2377, 242 20 118.862 29,210 .000
Residual 207,528 51 4,069
Total 2584.771 71 36.405%
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72 Cases were processed.

0 CASES ( .0 PCT) were mibblng.
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