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I. INTRODUCCION .

La fenilcetonuria es un errar innato del metabolismo de 1la
fenilalanina en la especie humana, en el cual este amino&cido no
puede ser convertido a tirosina.

La fenilalanina es un aminoacido indispensable que se reguiere
en la sintesis de proteinas, sobre todo en el periodo de
crecimiento répido de 1la primera infancia. La fenilalanina se
convierte en tirosina en el primer paso de su metabolismo. La
tirosina formada se oxida posteriormente para formar el acido
homogentisico y finalmente didxido de carbono y apua. La tirosina
también se metaboliza a dopamina, a epinefrina a norepinefrina, a
tiroxina y a melanina ( fig 1 ). En los mamiferos, la hidroxilacidn
de la fenilalanina ocurre principalmente en el rifion vy en el
pancreas.

ta fenilalanina hidroxilasa del higado de 1los mamiferas

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

L—fenilalanina. Contiene una fraccion estable distribuida
ampliamente por todos los tejidos y una fraccidn 14hil, que se
encuentra utnicamente en el higado. Este factor 1labil, es 1la

enzima que cataliza la hidroxilacién de la fenilalanina y una
deficiencia en su actividad 25 lo que ocasiona la fenilcetonuria

(1) . Esta alteracidén lleva a la acumulacidn de fenilalanina en
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la sangre v en los teiidos. Las concentraciones anormales de este
aminoiacido v de sus metabolitos alteran directamente el
desarrollo v el funcionamiento del cerebro. La excrecicn urinaria
de acido pirdavico es tipica de este trastorno metabolico y se
piensa que la formacidn v excrecidn de cetoicldos 85 una
consecuencia directa de las altas concentraciones de tepilatanina

en los teijidos (1).

éf'écidq fenilpirtvico. el 4cido fenilacetico v el acido
fén;lécfiéd.'con sus derivados coniugados. tfenilacetalglutamina.
(Fiar 2: } "'son los principales productos metabdlicos de {a
fenilalanina en la fenilcetonuria. Aunque cuantitativamente el

metabolito mas significativo es la fenilalanina. ya aue alcanza

Concentraciones mavores a 20 mg / 100 ml de sangre. suero o
plasma. en contraste al valor normal aue se reporta entre & v 1o

mg / 100 ml (1,2).

La etapa critica del crecimiento v desarrolla del! cerebro
humano ocurre durante los primeros sels meses del perigao
neonatal. ya que hay poca divisién celular despues de los cinco
meses de edad v solo ocurre crecimiento por 1ncremento en el
ctontenido de protetnas, DNA v lipidos de las celulas. hFuesto aue
la mielinizacidén no se completa sino hasta los cinco o sels afios
de edad. Concentraciones elevadas de fenilalanina o de sus

metabolitos en los teiidos. pueden ser los mediadores de un

4]
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éhbiente bidqdimitubalteﬁaan;rc%ﬁéén&bria falta de diferenciaciin
dél_sisfemarnérVioso central (S.N,C).del nepnato y por tanta el
retardc mental (3). El coeficiente intelectual gue presentan los
bacxentes fenilcetonUricos es usualmente por debaso de 30 (1).
Otros signos clinicos comunes son olor a acido fenilacstaico.
vomitos. irritabilidad. conducta hiperactiva. erupcidn cutanea.
generalmente son de baia estatura. El" 90 % de los pacientes
tienen cabello. piel y oiogs claros. Finalmente. un tercio de  los

pacientes presentan signos de paralisis cerebral (1) .

Hasta ahora. el unico tratamiento efectivo para preQenlr.:e(
retardo mental en pacientes con fenilcetonuria . clasica es por
medic de una dieta crontrolada. baja en fenilalanina. que debe
iniciarse en las primeras semanas de vida, va gue el tratamiento
despuss de los tres afios de edad no tiene efecto alguno. Se ha
calculade aue cada 10 semanas de atraseo en el tratamiento hay una
perdida de cinco unidades de coeficiente intelectual (1). por la
que es de suma impartancia aue se desarallen programas de
deteccidn temprana para el descubrimiento de errocres i1nnatos del
metabolismo v asl poder evitar. a traves del tratamiento

oportuna. las consecuencilas de este padecimiento.

El propesito del tratamiento es disminuir la concentracion
de fenilalanina circulante a concentraciones similares o un 0oCco

mavores aue las aue se encudentran en suietos normales. Facientes



con concentraciones oor debaio de 10 mg de femilalanina /7100 'mii
de sangre. suero o plasma generalmente no se tratan, pero’ si el
nivel de fenilalanina persiste entre 15 - 20 ma / 100 ml. se les

debe de reducir la concentracidn de fenilalanina en la dieta (Z).

La cantidad de fenilalanina provista en la dieta debe de ser
suficiente para satisfacer los demis reauerimientos metabelicos.
‘es - decir. que el fenilcetonurico debe de disponer de la
fenilalanina necesaria nara el crecimiento. Dichos requerimientos
pueden ser compensados oor una dieta semisintetica derivada va
sea de un hidrolizado enzimatico o acido de proteinas al gue se
le ha eliminado quimicamente la fenilalanina, o bien de una
mezcla de L-Aminoacidos sintéticos. Ambas dietas contienen
respectivamente. una cantidad minima o nada de fenilalanina o
estan completamente libres de este aminoacido (2.4). En ta tabla
1 se comparan algunos sustitutos para proteinas obtenidos oor
hidrolisis enzimatica o acida o por mezcla de amnoacioos

sinteticos.

La edad dptima a la cual puede terminarse la dieta bala en
fenilalanina aun no se conoce. Algunos investigadares opinan  que
a los tres afins es suficiente: para otraos npunca es segura y la
mayoria la terminan a los diez afios ya aue a esta edad se llega
al maximo desarrollo del cerebro (2). Otros autores toman como

.
criterio la concentracion de fenilalanina en el Plasma. 0 sea aue



mantienen’ la dieta' siembre y cuando su concentracidn sea mavar a

los 8 - 12/ mg ./ dl (1.5,

La fenilcetonuria es un padecimiento aque se encuentra
~distribuido por todo el mundo: ocurre en 1 cada 10.000 a 20,000
naciminetos vivos. variando la incidencia entre las poblaciones

estudiadas.

iLa Unidad de Genetica de la HNutricioen del Instituto - de
“Investigaciones Biomédicas en colaboracidn con e! Sector Salud
esta desarrollando un programa piloto para la deteccion temprana
de la FCU ademas de otras alteraciones de tipo metabolico gue
forma parte del "Programa Nacional para la Frevencion del Retardo
Mental de Tipo Metabolico". Este programa tiene entre otras
finalidades la de conocer 1la 1ncidencia de fenilcetonuria en

México y detectar tempranamente el padecaimiento.

Actualmente la incidencia se estima en un caso cada Z2Z0.000
recisn nacidos. Considerando que en Meéxico ocurren anualmente
2.900,.000 nacimientos. 125 pueden ser fenilcetonuricos. Esta
cifra es suficiente para .Justificar el desarrollo del producto
necesaric para llevar a cabo la dietoterapia de una manera rapida
v sin interrupciones, ya oue hasta ahora la diponibilidad de
estos productos (LOFENALAC v MILUPA) se han visto limitada

por dos razones:



Tabla 1. Composicién (nor 10070  de producto) de algunos

sustitutos para proteinas.

FRODUCTO

MINAFEN ~LOFENALAC  ALBUMAID = 32Z9-A  FKU 1

XF MIX
COMFOSICION
Froteina () * 12.5 15 3.8 100 100
Fenilalanina (mo) 20 80 10 Q o
Energia (Kcal) 509 460 370 406 72
Hidratos de carbono (a) 47.9 S7 S0 6b BO.9
Trigliceridos (o) 31 18 Q &6.8 Q
Vitaminas algunas mayoria algunas mayotta algunas
Comentarios hid. ac. hid. enz. hid. ac. mezcla mezcla
de de de de de
caseina caseina suetro Aa sint Aa sint

* Frotetna : para productos basados en hidrolizados, este valor es el
de proteina eguivalente : hidrdégeno total en 100g de producto X
6.25. Fara productos basados en mezcla de aminoacidos sinteticos

es el peso total de los aminoacidos.

hid. ac. = hidrdlisis acida.

Hid. enz., = hidrdlisis enzimatica.



i. Los productos son de importacien y de alto costo. A
précios de 1986 una lata del producto comercial MILUFA de So0 o
tenia un costo de entre US $ 36.88 a S0.23 (mas impuesto de
impartacidn). 51 consideramos gue un nifio de 12 meses de edad
consume 20 latas &l afin. el gasto total seria de US $ 877.20 al

afic ner capita.

2 Los tramites burocraticos necesarios para 1la 1mportacion
impiden muchas veces aque este producto llegue a tiempo para poder

asegurar una terapia continua.

£1 ghietivo de este trabajo consiste en desarrallar un
proceso para la elaboracidn de protelnas o productos Llibres de
fenilalanina. Fara su desarrollo se propone una hiderolisis
enzimatica v no una hidrdlisis quimica. ni mezcla de aminoacidos

debido a aue :

1. La hidrdlisis alcalina provoca racemizacien. pérdida de
cistina v lisina v formacién de nuevaos productos como lantionina.
lisingalanina v f~Aminocalanina (fig.3) que producen cambios en
las oropiedades fisicas v auimicas de las protelnas v por  tanto

en su valor nutritivo (&),

2. La hidrdélisis 4cida puede ocasionar el dafio de algunos

aminoicidos indispensables como el triptofang y en menor grado ia

11



HUOC _ _GUUH
L CH=GH = §=-¢R.-LH

HoH oo : LA
TTLANTIONINR
HOOC T GUOH
N N A
CH=~CH_ - NH~(CH ). o~GH.
/ < - SR
H-H NHo
LISINOALANINA —
LU
“GH=CH, RN
/' =3 -
H_H
-B-ANIHOUALAN I NG
Fig 3. tstructura ae fa tisinoatamna, lantionina
amnoatanina, Lstos productos se forman durante

alcalina de  protefnas.



cistina., la treonina v la serina. También ocurre. dependiendo de
las condiciones de hidrdélisis, de'2 a 3 % de racemizaciden en  ios

aminoac1dos.

Con ambos me¢todos las proteinas se fragmentan nasta
aminoacidos libres. lo cual serlia uwna desventasa pues pueden
causar problemas de osmolaridad intestinal (7). por otro lado.

ambos tienen la ventaia de ser simples v econswmicos.

3. Las preparaciones basadas en mezclas de aminoacidos
sintéticos resultan ser econdmicamente las mas destavoravles.
pues en México se preducen unicamente lisina v metionina
debiendose importarse los 18 aminoacidos restantes: cabe sefalar
que proximamente gse 1iniciaraz en Meéxico la produccion de la

fenilalanina para la sintesis de aspartamo.

FPor otro lado. la mezcla de amino&cidos puede causar

problemas de osmolaridad durante su absorcidn intestinal.

4. Las hidrolizados enzimiticos contienen peptidos. bn
comparacién con la mezcla de aminpicidos sintéticos. se ha
demostrado que la presencia de péptidos en el lumen 1ntestinal
incrementa la velocidad total de absorcidn de los aminoacidos
(7). La ventaia principal de la hidrdlisis enzimatica es que los
perfiles de aminoicidos permanecen iguales a los de la proteina

original. sin ninguna destruccicn de aminoacidos.

—
i



La hidrélisis enzimatica ha recibido poca atencizn  en
comparacién a Jos otros métodos. en cuanta al desarrcllo de
productos de dietas terapduticas debido a su tendencia a producir

peptidos amargos (7).

14



I1. ORJETIVOS

El obijetivo global del provecto consiste en obtener un
producto baio en fenilalanina. wutil para ‘la alimentacicn de
pacientes con FCU. Fara desarrollar este obietivo. =21 provecto se

divide en dos etapas:

A) En la primera etapa se llevari a cabo - una - hidrdlisis
enzim&atica sobre un  sustrato proteinico. de buen valor
nutricional ( por su contenido en aminoacidos indispensablies
con el fin de liberar al maximo la fenilalanina. de tal {forma aue

su eliminacién posterior sea mas facil.

E) La segunda etapa consiste en el desarrollo de
alternativas de separacidn especifica de la fenilalanina v la

formulacidn del producto fipal.

Este trabaio se ubica principalmente dentro de la primera

etapa.

OBJETIVDS PARTICULARES

1. Disefiar un sistema enzimatico apropiado para obtener un
producto que contenga el mixima de nitrdgeno protefnico soluble,

siendo la proporcidn de fenilalanina libre la variable a optimar



teniendo en cuenta los siguientes criterios:

1.1 Seleccid¢n de la enzima en funcida de:

A)  Su especificidad v eficiencia para  la maxima

liberacipgn de fenilalanina

B) Su funcionamiento en las ccndib@oﬁéé: de pH de 1la

proteina seleccionada.

C) Su costo v disponibilidad.

D) La pousibilidad de emplear mezclas de enzimas. para
aue al combinar especificidades se aumente la liberaci¢n de la

fenilalanina.

E) temperatura de reaccidn.
E.1 Estabilidad microbioldaica.

E.2 Velocidad de reaccidn.

1.2 Relacion tiempo—Reaccidn de enzima(s). La seleccidn de
uno de estos dos factores determina al otro. La meijor combinacien
resulta entonces de la optimacien del costo considerando la

relacidn 3

costo de la enzima / costo del tiempo de procesac.

16



Dentro del tiempo de proceso, ademas del costo de produccidn,
deben considerarse igualmente los riesgos de la proliferacion

microbiana

1.3 Seleccidn de la base proteinica tomando en cuenta los
siguientes criterios @
A) Disponibilidad.
B) Seguridad en el suministro.
C) Costo.
D) Caracteristicas nutricias (tomposicién de aminoacidos

indispensables)-.

Tomando en cuenta los aspectos antes mencionados se pretende

entances disefar las condiciones de proceso, para que mediante la
accidén de enzimas proteocliticas que acttan sobre una materia prima
de adecuada calidad protefinica se obtenga un producto del cual sea
factible la eliminacidn de la fenilalanina a través de procesos de

adsorcidn o de destruccidn especifica.
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I11. GENERALIDADES

1. HIDROLISIS ENZIMATICA DE FPROTEINAS

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA PRODUCCION Y EN LAS FROFIEDADES

DE LOS HIDROLIZADOS.

Mientras que la especificidad de una enzima puede
considerarse como el criterio basico para su seleccidn. otros
factores como la concentracidn de sustrato, [s) : el pH ¢ptimo:
la termoestabilidad; la presencia de activadores e inhibidores:
el precio v la disponibilidad tienen también suma importancia

para escoger a la proteasa apropliada.

i) LA CONCENTRACION DE SUSTRATO.

La concentracidén de sustrato emn el caso del proceso de
hidrdélisis de proteinas, se refiere generalmente al por ciento en
peso de proteina en la mezcla de reaccién, como en todo proceso
de reaccidn quimico o enzimatico. mientras mas alta sea. la
concentracidn de sustrato, mas alta sera la productividad. es
decir producto obtenido por unidad de volumen v por unidad de
tiempo. En el caso de las enzimas en general vy las proteasas en
particular, dos factores limitan la seleccién de la mas alta
concentracidn de sustrato: la solubilidad de la proteina. la

disponibilidad de agua ( la reaccién es de hidrdlisis v por lo
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tanto uno de los reactivos es agua ) v los eventuales problemas

de inhibicidn por exceso de sustrato.

ii) LA RELACION SUSTRATO-ENZIMA.

A diferencia de la mayor parte de las reacciones
enzimaticas, donde se regporta la concentracidn de sustrate y de
enzima por separado, en el caso de las procesos de hidrdlisis de
proteinas, la concentracidn de enzima no se refiere a la

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

ta relacidn sutrato-enzima e/s. se refiere a la relacidn del
peso seco de la enzima afiadida v el peso seco total del sustrato.
Usualmente es mas caracteri{stica de la velocidad de reaccion que
la concentracidn de enzima per se. El numero de unidades de

actividad por kg de sustrato es atn mas informativo.

Durante la hidrélisis de protelna de pescado se ha observado
que un incremento en la concentracidn total de s¢lidos de pescado
en el sistema resulta en una caida medible en la produccien de
péptidos solubles y en la velocidad inicial de hidr&lisis. Este
efecto puede estar relacionado al fendmeno de inhibicidn par
producto que ocurre en el sistema, a diferencia de lo gue sucede
generalmente, ya gque en ausencia de inhibicidén por sustrato la

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

El pH y la temperatura se seleccionan normalmente sequn
los &ptimps de la proteasa usada, aungue en pcasiones es
necesario seleccionar la proteasa en funcidn del pH del alimento

cual se hidroliza la proteina.

En ocasiones, el pH de la me=zcla de reaccidn no se
mantiena constante durante 1la hidrdélisis, provocando aue 1la
velocidad de la reaccidon disminuya. Sin embargo, el pH se puede
regular mediante la adicidn de scido o base como se discutiri con

mas detalle en la seccidn 1.3.1.

En cuanto a la temperatura, es preferible trabajar con
temperaturas mayores & 45 oC para evitar aroblemas de

contaminacidn.
iv) EL TIEMPO DE HIDROLISIS.

El tiempo de hidrdlisis es otro factor importante, ya que
hasta ciertos limites, 1a produccidn de péptidos solubles depende
e incrementa con el tiempo de hidrdlisis, disminuyendo al mismo
tiempo 1a longitud promedio de las cadenas de los pédptidos de la

fraccidn soluble.
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Conviene sefalar aue los productos de hidrdlisis 'éxgueh
siendo sustrato de la enzima vy aparentemente no existe uﬁa
relacidn entre velocidad v tamafio de la proteina, aungue si se ve
afectada por las estructuras primaria, secundaria v terciaria de

estas (8).

Como una regla general, 21 tiembo de hidrolisis necesario
para alcanzar un valor pre-establecido del grado de hidrolisis
(GH}) es inversamente proporcional a la relacidn sustrato 7/

enzima.

Adler-Nissen (?), encontrd aue a un valor dado de la
relacién sustrato-enzima, el tiempo de hidrdlisis necesario bpara
alcanzar un wvalor del grado de hidrélisis determinado es
independiente de la toncentracidén de sustrato dentro del rango de

6~ 12 % de proteina.

2. CLASIFICACION DE PROTEASAS

Las proteasas se clasifican sequn su fuente : animal,
vegetal o microbiana : segin su mecanismo de accidn catalitica
endopeptidasas o exopeptidasas v segpun la naturaleza de su sitia
catalftico H serina—proteésas: gque tiene su marima actividad a pH

alcalino ¢ proteasas cistef{nicas, muy relacionadas con las

sarinas, pero tienen un grupa -SH en lugar de un ~UH en el sitio
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catalitico : metaloproteasas contienen usualmente Zn u otro metal
y tiene su pH <ptimo alrededor del valor neutro. Su estabilidad
aumenta con el calcio v disminuye con agentes quelantes. como el
edta; por ultimo las proteasas 4Acidas que generalmente tienen un
grupo carboxilico del 4cido asp4rtico en el centro active y su

mixima actividad catalitica es a pH 4acido.

En la industria de alimentos existen diversos procesos para
la obtencidn de hidrolizados proteinicos. en general se usan
endopeptidasas, aunque en ocasiones se combinan con exopeptidasas

para lograr una mayor degradacidn.

En la tabla 2, se reportan algunos eiemplos de enzimas

proteoliticas de aplicacidn en el sector alimentario (10).
3. CINETICA.

En esta seccidn se describen algunos elementos de cinetica

enzimitica (11) gue seran empleados en el desrrollo del provecto.

La reaccidén mds simple catalizada por enzimas 1nvolucra a un
solo sustrato v lleva a un  sole producto. La reaccidn de la

secuencia es @

K+ k+2 k+a

i— 1 N k-2 k—s



Tabla 2. Ejemplo de diversas enzimas proteoliticas empleadas en

la industria de alimentos.

PROTEASA

FUNTE NOMBRE COMUN pH ESFECIFICIDAD

ANIMAL |

res, cerdo Acida pepsina: 1-4 aromatico-CO0H
’ v NHz, leu-,

] . asp— v olu-COOH
serina tripsina 7 lis-,arg-CO0OH
serina oimotripsina ~ 8-9 fen—. tir-,

; tto-COOH
becerro adcida renina 3-6& fen-met
VEGETAL
papava ' cisteinica papaina 9-7 lis-,arg—.ten—-X
latex hiao cisteinica ficina 5-8 fen-., tir-COOH
BACTERIAS
B, amyloli metalooroteasa neutrasa &—8 leu-,.fen—NH2
auefaciens
B. subtilis serina subtilisina 6—10 htb-COOH

novo
B. licheni serina subtilisina &—10 htb-CO0OH
formis carlsberq.
alcalasa
B. thermopro- metaloproteasa termolisina 7-9 ile-,leu—-.val-
teoliticus termosa y fen—NH2
HONGOS
A. oryzae mezcla de aci- panazina,pro- 4-8 espcificidad
das,metalopro— Zima.biozima muy amplia
teasas,seri- a y sanzima.
nas v carboxi-
peptidasas.
A. niaer 4cida con aspergilopen- 2.5-5 amplia
: carboxipep-— tidasa A. proc-— especaiticidad
tidasa tasa v molsina



Continua Tabla 2.

griseus mezcla de
’ alcalina, neu-—
tra, aminopep—
tidasa y car—
boxipeptidasa

ptronasa 7-9

especificidad
muy amplia

hfb = hidrofdbico
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o si consideramos un solo complejo central v . la' irreversibilidad

de la descomposicidn del mismo :

E + § k+1 . ES kt+2
k—1

m
+
-

8i se asumen condiciones de equilibrio rapido. la enxima. el
sustrato v el compleio enzima-sustrato se equilibran rapidamente
en comparacidn a la velocidad con la que el compleio se rompe en

enzima mas praducto,

ta velocidad méaxima ague seria observada si toda la enzima se

encontrara como complejo enzima-sustrato :

Lsl
Vi - Ks
Vmax 1 + Us1l

Ko

La ecuacidén de velocidad para un sistema simple de un
reactante se puede re—arveaqlar oara dar la acuacidn

de Henri-Michaelis—-Menten :

Vi _ [=s1

Vmax Km + [s]

esta ecuacion nos da la velocidad relativa a 1la Vmax a una
concentracidn de sustrato dada. La ecuacidn es vilida unicamente
si la velocidad inicial se mide en un tiempo suficientemente
corto , entre otras razones, para aue la concentracién del

sustrato permanecezca esencialmente constante.



51 la velocidad a la cual el compleio enzima-sustrato . forma
enzima mis producto es mas rapida gue la velocidad a la cual se
disgcia a enzima méas sustrato ; entonces la enzima. el sustrato v
el compleio enzima—sustrato no estan en eqguilibrino. 8i la enzima
se ancuentra en cantidades catallticas, esto es que [s]l >>> [elt,
g alcanza rapidamente un estado estacionario, donde el compleio
enzima-sustrato permanece casi constante caon el tiempo v por lo

tanto es igual a la velocidad a la que se descomoane.

La Km., constante de Michaelis, relaciona la velocidad de una
reaccién catalizada por una enzima a umna concentracidn de
sustrato a la cual la velociada inicial corresponde a la mitad de
la velocidad maxima :

£s1

VET Rmow TeT U

cuando la concentracidn de sustrato equivale al valor de Ia Km :

- Km
VIS R m Vm

Vi 1/ 2 Vmax

it

El valor de Km ofrece una manera de comparar enzimas de
diferentes organismos o de diferentes tejidos del mismo organismo
o del mismo tejido en distintos estados de desarrollo. 51 medimas
2l efecto de diversos compuestos sobre el valor de Km, se pueden

identificar inhibidores importantes. Conociendo el valor de Km se
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pueden aiustar las condiciones del ensayoc a que la concentracion
del sustrato sea mucho mayor gue el valaor de Km para determinar
la velocidad maxima y por lo tanto la concentracion total de
enzima. Mientras mas pequefio sea el valor de Km, wistira una

mavor afinidad aparente de la enzima por el sustrato.

£n la mavoria de las curvas de hidrolisis de velocidad
inicial contra concentracidn de sustrato. se pueden distinguir
dos }egiones importantes en donde la velocidad responde de wuna
manera caracteristica a incrementos en la concentracidn de
sustrato. A concentracciones muy baijas, [s]1 <<< Km, la curva de
velocidad inicial contra concentracidn de sustrato es
esencialmente lineal, por 1lo ogue la velocidad 1inicial es
directamente proporcional a la concentraci¢én de sustrato. Esta
regidn tiene una cinética de primer orden v la ecuacidn gue la
describe es :

yr = Ymax ;g o Vi =K [s]
Km

k es la constante de velocidad de primer orden, cuvas unidades
son en tiempo_i. Esta constante aproxima la fraccidén de sustrato
presente aque se convierte a producto en un intervalo de tiempo
pequefio.

A concentraciones de sustrataos muy altas,. s »>> Km, la
velocidad es constante y esencialmente independiente de la

concentracién de sustrato. Esta regidn presenta una cinetica de

27



orden. cero, cuya ecuacidn de velocidad es :

_ Vmax - _
Vi = Y Lsl o VI = Vmax

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

la

grafica hiperbdlica de velocidad en funcidn de la concentracidn

de sustrato. No obstante, en la practica se emplean algunas
las modificaciones algebraicas de la ecuaci¢n de Michaelis.
més comun es el méetodo de Lineweaver v Burk. en el aue
recloroco de la ecuacidn de wuna hipérbola rectanoular es

ecuacisen de una linea recta. De la ecuacidén de Michaelis :

V1 = Vmax L[s]
Km + L[s]
obtenemas :
! . Km 1
Vi Vmax Vmax s

3.1 CINETICA DE PRDTEASAS.

En suspensiones v soluciones acuosas de proteinas.

de
£1

el

la

la

catalisis por proteasas lleva el equilibrio hacia la degradacicn

v no hacia la sintesis de moleculas mayores, ya aue es favarecido

termodinamicamente por la contribucién de la energila libre de

ionizacidn de los grupos amino v carboxilo.

la

La catalisis para las serina-proteasas, la principal clase

de proteasas, obedece la cinética clasica de Michaelis—Menten
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E + 5 K L gg K2 L ep 4 pp —K¥ g 4 Fegn o+ bR
T *Hz0

el pasa de acilacidén, o sea el segundo paso de la reaccidn. es el
paso determinante de 1la velocidad. Esto significa que la
velocidad total de reaccién esta determinada por k+z v aue la HKm
es aproximadamente igual a la constante de disociacidn verdadera

K-t / K,

3.1.1 HIDROLISIS INICIAL ( tLinderstrom—~lLano).

En el siguiente esquema (12) se simplifica la discusidn
sobre protedlisis inicial de Linderstrom—Lang gue puede explicar
algunas de las observaciones hechas en hidrdélisis de proteinas

globulares :

Y+o enzima enzima

“NATIVA"(—U:E—~ "DESNATURALIZADA"4——v7—-"INTERNEDID"«—UY?—— "FRODUCTO FINAL"

Durante la hidrdélisis de proteinas globulares. 1la oproteina
nativa se desnaturaliza mediante un proceseo reversible regulado
oor la velocidad de desnaturalizacidn :

Vo = V+C1 - V“D
y por la constante de equilibrio de la desnaturalizacidn

reversible ¢
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-o ' T+o
La proteina desnaturalizada forma. en presencia de la
enzima. un compuesto intermedio durante una reaccidn no
reversible con velocidad Vi. Este compuesto intermedio. también
en presencia de 1la enzima, se transforma en oproducto final

mediante una reaccidn no reversible con velocidad ViI.

La hidrélisis inicial puede ocurrir ya sea oor una teacciden

"uno a uno" o por una reaccidn de "Ziper"®.
i) REACCIGN UND A UNO.

Cuando Ve es muche menor que Vi. la reaccidn reversible sera
la que define la velocidad determinante v la hidrdlisis orocedera
con una cinética controlada por Voo No habra cantidades
anreciables del eproducto intermedio. es decir de proteina.
desnaturalizada. La mezcla de reaccidén consistird unicamente de
proteina nativa v de producto final. Esto indica aue en un tiembpo
dado una molécula de proteasa degradara a una mol#cula de sustrato

(10) .

ii) REACCISN DE "ZIPER".
Cuando Vi es mucho menor aue Vo. las oroteinas nativas sa
convierten rapidamente a la forma desnaturalizada. aque se

degradaré mas lentamente al oroducto final.

(2
be)



Las reacciones protepliticas son casoes 1ntermedios entre
estos dos tipos. En muchas reacciones de hidrélisis, Viv. Vi son
de la misma magnitud vy se abservaré una reaccidn  gradual  de
peptidos pegquefos v de producto final. 8i Vi es mucho menor que
Vi se forma una cantidad apreciable del intermediario estable
comp &s el caso de la formacidn de enzimas proteoliticas a partir

de sus precursores (10).

3.1.2 LA CURVA DE HIDROLISIS.

En experimentos de hidrdlisis realizados de proteina de soya

y en caseina con alcalasa baio las siguientes condiciones :

[s3 = 12 %
e/s = 12 AU / ko
pH = 8

T = S0« C

Adler-Nissen (12) llead a la conclusién de aue en sste
sigtema la Km es independiente del arado de hidrdélisis (BH) v aue
es tan peguefia, que la saturacidn de sustrato prevalece en todos
los valores del orado de hidrdlisis., Este comportamiento oparece
ser nuy tfoico en las reacciones de hidrdlisis de proteinas de
alimentos a pH neutro vy alcalino, va aue bpara otros cuaterao
sustratos v enzimas v bajo condiciones comparables, la Km es de

la misma magnitud vy por debajo del 1%. La Km puede cambiar con el

31



pH v con la temperatura, sin llegar a ser un cambio considerable.

De 1o anterior se postula gque a concentraciones de sustrato
elevadas para procesos de hidrélisis de proteinas. la saturacidn
por sustrato prevalece practicamente a lo largo de toda 1la
reaccidon. 8Sin embargo, la curvatura descendente de las curvas de
hidrélisis no siempre pueden explicarse por un simple agotamiento

de sustrato segun la ecuacidén integrada de Michaelis-Menten :

Vi = —ds/dt = Vmax s / (Km + [s1)

So X = Km Ln (1 - X)

Vmax

donde

t = tiempo de reaccién

So Concentracidn inicial

[

X Convetsion So - §/850
Vmax = actividad enzimatica de la reaccidn
ni por una inactivacidn de la enzima.

Una explicacidn puede ser la presencia de productos de
inhibicién formados durante la hidrdlisis a valores de GH altos.
La forma de la curva también puede explicarse como un resultado
de la competencia de sustrato entre el sustrato original v los
péptidos aque son formados continuamenmte durante la hidrdlisis
(10). Finalmente la especificidad hacia enlaces peptidicos y el

mecanismo endo de las proteasas pueden igualmente ser argumento

.
para la explicacion de este fenomeno.
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3.1.3 CONTROL DE pH.

El uso de la tecnica del pH-stat automético para seguir una
reaccién proteolitica se inicié en los Laboratorios Carlsbero
quienes en su trabaijo sobre la conversifa de ovoalbumina en
plakalbumina demostraron aque el metodo es preciso para seguir
la ruptura de una unién pepti{dica simple en 1a molécula de

ovoalbumina (14).

En cuanto a las proteinas en alimentos, se han realizado
gran cantidad de estudios cinéticos utilizando la teécnica de
pH—-stat, principalmente para estimar el valor numérico de

parametros clave como la Km (13.13).

El pH-stat es un método conveniente para determinar el grado
de hidrdélisis en una reaccidn proteolitica, siempre v cuando sea
llevada bajo condiciones neutras o alcalinas. Las proteinasas }
endooeptidasas ) atacan las uniones peptidicas en las proteinas
segun el siguiente esquema :

2 o 2

ENZIMA

H D R

T i
e LLNLC— s + HD — — L0 + H

] |

K H

Tz

K
]
L
|
H

I—-%—-I

|
H

Después de la hidrdélisis, los grupos carboxilo v amino
estarin mds o menos ionirados, seqtnm el pH de la reaccidn de

hidrolisis.



A 25 °C, el pK de los grupos carboxilo es de 3.1 a 3.6 v el
de’ los grupos alfa-amino es de 7.5 a 7.8 .

For lo tanto el grupo carboxilo estara :

- Sin disociarse debaio de pH 2
- Parcialmente disociado a nH de 2 a $

- Fuertemente disociado arriba de oH 5.

El grupo amino estara :
— Fuertemente protonado debaio de pH &
—~ Parcialmente protonado a pH de 6 a 9.5

- No protonado arriba de pH 2.5 .

De agui se puede observar que la hidrdlisis de protelnas es
acompafiada por la liberacidn o el consumo de H+ . Esto significa
aue el pH cambia durante la reaccidn de hidrslisis, excepto en 1la
regitn de pH de S a 6, donde el consumo vy la liberacien de
praotones se cancela entre si. Debajo del pHde 3.1 a 3.6 . El
grupo carboxilo estara poco disociado v el grupo amino estara
fuertemente protonado v si el pH no se controla se observa un
fuerte incremento en el pH. Del mismo modo, a valores de pH por
arriba de 7.5 a 7.8 ( 25 °C ) menos de la mitad de los grupos
amino estaran protonados pero los grupos carboxilo estaran
fuertemente disociados v como una consecuencia el pH disminuira

si no es controlado.
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A valores de pH fuera del intervalo dado para los valores de
pki de los grupos amino v carboxilo, la reaccien de hidrslisis a
un pH constante procedera baio el consumo de cantidades
considerables de é&4cido o base con el fin de titular los grupos
carboxilo v amino liberados. De aqui que si el pH se mantiene
constante, ejem. pH 8. la relacién entre las uniones peptidicas
equivalentes rotas v el consumo de base equivalente es
proporcional. La constante de proporcionalidad es simplemente el
grado de disociacidn de +H3N-, el cual es 0.664 ( suponiendo ok =
7.7 ). Mediante este principia, con la tecnica del opH-stat se

puede vigilar continuamente el grado de hidrolisis durante la

reaccidn.

Debe mencionarse que los valores de pK cambian con la
temperatura y con la langitud de las cadenas peptidicas (16)
ademis, la ionizacidn de las cadenas laterales y el incremento dg
la capacidad de amortiguador juegan un papel importante para el
funcionamiento del pH-stat (17) a valores de pH adentro del rango
de los valores de pKk la técnica de pH-stat es en principio

aplicable, excepto para el intervalo de pH de 5 a 6.

4. FROBLEMAS DE SABOR.

Una caracteristica mencionada frecuentemente sobre los

hidrolizados proté¢icos es su sabor amarco particular,



De las primeras observaciones hechas por Murrav v Baker (18)
y por Matoba et al (19) saobre hidrolizados enzimaticos de caseina
v el desarrollo de sabor amargo se demostre oue este es debido a
aminpacidos hidraofdbicos presentes en péptidos mas aue a
amincacidos libres v que estos péptidos pueden ser adsorbidas oor
adsarbentes hidrofdbicos. En otras investigaciones hechas en
hidrolizados de caseina por Gordon vy Sneck (20) se observed gue el
sabor amargo se debid a un péptido rico en orolina. En estudios
con péptidos sintéticos. Kirimura et al (21) investigaron aue los
peptidos amargos contenfan aminoacidos neutros con aranges

cadenas laterales de alguilos o aromaticos.

La caseina, que es una de las oproteinas mas hidrofdbicas
entre las proteinas mas comunes en alimentos. tiende a formar un

amargor oronunciado agn en hidrdlisis muv limitadas.

Mataba v Hata {(22) explican el desarrogllo del amargor por
hidrélisis de moléculas proteinicas globulares.En estas.
la mavoria de las cadenas laterales hidrofdbicas estan escondidas
en el interior vy no pueden interactuar con los receptores del
sabor. Cuando la proteina es degradada por hidrdélisis, el peéotido
gue contiene muchas aminoacidos hidrofdbicos se expondra al

salvente v as!l puede interactuar con los receptores del sabor.

Seqgun Adler—Nissen (13) debe existir una relacidn entre el

GH v el amaraor. A valares bajos de GH. el poco amargor se debe



tanto a la bhaia concentracidn de péptidos como a gue los primeros
péptidaos formados son atun muy arandes. Los péptidos grandes son
capaces de cubrir de algun mado sus cadenas laterales
hidrofdbicas por interacciones hidrofébicas formando o<ptidos con
forma de "U" o de racimos. Estos pueden ser degradados a neotidos
mas pequefios aumentando asi el amargor. Sin embargo. a valores de
GH muy altos, la degradacién de péptidos amargos obpeaquefios a
péptidos con amino&cidos hidrofdbicos terminales o aun a

P
aminoacidos libres resultara en una disminucidén del amargor.

4.1 METODOS FARA REDUCIR EL SARBOR AMARGO DE LOS
HIDROLIZADOS DE PROTEINAS

Debido a gue la presencia o ausencia del amargor es a menudo
el criterio original para rechazar o aceptar un hidrolizade de
proteinas para uso industrial., el desamargamiento de hidwrolizados
de proteinas ha estado suijeto a muchos estudios. Los metodos

pueden ser clagificades en cuatrog gqruoo :

1) Separacidn selectiva
2) Reaccidn de plasteina
3) Enmascaramiento

4) Aplicacidn de exopeptidasas
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1) Separacién selectiva

Varios investipadores han reportado el uso de adsorbentes
hidrofdbicos para la remocién selectiva de péptidos amargos. EI
metodo mas Qiejo y el mas usado parece ser el tratamiento con
altas dosis de carbdn activado ( 18.23 Y 24). Otros adsorbentes
eficientes son las resinas fendlicas de formaldehido (25). Las de

fibra de vidrio (23} v las hexil sefarosas (248).
2) Reaccidn de plasteina

El efecto de desamargamiento debido a esta reaccidn fue
descubierto v estudiado por Fuiimaki, Yamashita v colaboradores

(27).

fa plasteina es una sustancia proteinacea parecida a un gel
que puede abtenerse al incubar un concentrado de hidrolizado
proteinico con una proteasa bajoc condiciones apropiadas. La
produccién de plasteina depende del tipo de susterato y enzima, de

la concentracidn de sustrato y del pH.

Driginalmente se creyd gue la reacciédn de plasteina era una
resintesis de la proteina, sin embargo. Horowitz v Haurowitz (28)
demostraron que el contenido de grupos alfa—amino no cambia

durante la reaccién de plasteina; ademéas, ia resintesis de
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proteinas es termodinamicamente muy destavorable (29), por lo que
se ha abandonadd esta hipdtesis y en su lugar se ha establecido
que la nlasteina se forma come resultado de una transpeotidacion

(30).

A través de la transpeptidacidn,algunos de los obpéptidos
estaran enriquecidos con aminoacidos hidrofdbicos ocue son Dpoco
solubles v que condensan en pequefias particulas para formar las
plasteinas insolubles (31). Por tanto la formacidn del oel es
inducida por interaciones hidrofé&icas. Esto euplica el efecto
desamaraante de la reaccidn de plasteina va aue las cadenas
laterales hidrofdhicas se esconden v son incapaces de interactuar

con los receptores del sabor (22).

La reaccién de plasteina también demostro ser eficiente en
la incorporacidn de ésteres de aminoicidos de la tadena peotidica
a través de 1la transpeptidacién. Esa propiedad se ha utilizado
para introducir aminoacidos indispensables dentro de una cadena
peptidica siempre v cuando se obtennan oroductos oroteicos con

una composicidn equilibrada de aminoacidos (32,.33).

3) Enmascaramientao.

Sustituye a la reaccidén de plasteina si se desea obtener un

hidrolizado soluble de oroteinas. Se han anrobado varios



componentes para enmascarar el sabor amaroo de los hidroiiégdﬁs
proteicos :
- Dipéptidos de acido glutamico (34)
- Adicidn de glicina libre (35)

- Polifosfatos
— Hidrocoloides como la goma guar, la pectina y la

mal todextrina

- Gelatina.

4) Aplicacidn de exopeptidasas.

El uso de aminopeptidasas vy de carboxipeptidasas en los

hidrolizados de proteina resulta de las siguientes observaciones:

Los amino&4cidos libres son mucho menos amargos aue los

péptidos correspondientes.

El amargor es mayor cuando los aminoicidos hidrofdbicos no

son terminales.

La Unica desventaja del uso de exopeptidasas es aue alcanzan
valores muy altos del grado de hidrolisis; por lo aue el
hidrolizado consiste principalmente de aminoacidos libres v de
péptidos pequefios, lo que di como resultado una osmolaridad muy

alta del producto final.
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5. PROCESOS FROFUESTOS PARA LA ELABORACION DE AL1MENTOS BAJOS

EN FENILALANINA (ABFA).

Los procesos propuestos para la elaboracidn de ABFA utilizan
los métodos ya mencionados para desamargar hidrolizados de
proteinas, siendo el mas comin el de separacidn selectiva. Uri
Cogan y colaboradores (36) parten de una solucivn de caseina al
6.25 % vy la hidrolizan con papaina por 18 Horas. seguida de
peps;na por otras 22 horas o con Rhozyme—62 por 4 horas. Después
de centrifugar el hidrolizado vy separar e! sobrenadante. lo
mezclan con una cierta cantidad de carbdn activado y dejan aue la
suspensidn se agite por 60 wminutos a 25 <C. Fosteriormente
filtran y analizan la composicidédn de aminoacidos, teportando una
disminucién significativa en todos los amino4cidos aroméaticos
el triptofano se reduce en un 63.1 %, la fenilalanina en un 36.1

% v la tirosina en un 24.4 %.

Otros investigadores parten de 1leche en polvo descremada
como sustrato vy la hidrolizan con alcalasa (24). Helbig v
colaboradores (23) utilizan caseinato de sodio como sustrato v la
hidrolizan con pronasa o ficina y prueban carbdn activado vy
fibra de vidrio como material adsorbente.

S. Arai v colaboradores (37) parten de un concentrado de
proteina de suetro lacteo (CPS) al 1| % v lo hidrolizan con pronasa

por 5 horas o con mezclas de o—quimotripsina (2 Hrs) con pronasa
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(5 Hrs): papaina (2 Hrs) con pronasa (3 Hrs) o de pepsina (2 Hrs)
con pronasa (5 Hrs), Es con la mezcla de pepsina-pronasa con la
que se opbtiene un mayor rendimiento. Al final de 1la hidrélisis
ajustan el pH a 4.5 y la fraccién soluble que se obtiene con esta
precinitacién la aplican a una columna cromatoarafica de sephadex
G-15 v se recupera la fraccidn que consiste de peptidos baios en

fenilalanina (0.4 %), v que carece de aminoacidos libres.

Yamashita v Colaboradores (38) usan como sustrato proteina
de pescado o proteina de soya v o hidrolizan con pepsina v
pronasa. El hidrolizado se centrifuna v el sobrenadante se separa
en una columna de sephadex G—15 para eliminar a los aminoéacidos
libres. La mezcla de péptidos restantes se incuba c¢con papaina
junto con é&steres de tirosina v triptofano para que se efectue la
sintesis de plastefna. Posteriormente la plasteina se purifica
obteniendose un producto de sabor ligero, rico en tirosina v con
un bajo contepido de fenilalanina. Sin embargo este proceso

resulta tecnologicamente muy complicado.

&. DISPDONIBILIDAD DE ENZIMAS PROTOELITICAS.

Las proteasas disponibles en el metcado nacional con
potencial de ser usadas en el desarrollo de upn proceso para la

elaboracidén de alimentos bajos en fenilalanina son HT-proteolvtic



200 , papatina,

HT-protelytic 200 se produce en el pais vy las

proteasa Amano—-2A4 v

proteasa

N. De

importacién. Sus caracteristicas mas i1mportantes estan

en la tabla 3J.

aue hace posible su aplicacidn en alimentos.

Todas son de arado alimentario,

ellas

restantes

solo

son  de

sefialadas

factor fundamental

Tabla 3. Proteasas disponibles de uso patencial en la
elabaracién de alimentos bajos en fenilalanina.

HT-PROT PAFAINA AMANO~2A FROTEASA N FRONASA
ORIGEN bacillus latex de aspergillus bacillus streptomvces

subtillis  papaya oryzae subtillis oriseus
PH
optimo 7.2 5.5 7.0 7.0 6.5-8.0
t <C
optima 55 65 5G 55 40
actividad
reportada 200 NU/g * 40 Nu.a 2600 hN/a 4 V/g
empresa ENMEX ENMEX AMANG AMAND S16HA
costa
UspD /ka 1Q 40 100 280 20, 800
USD/NU Sx107" —_— 20.5x107" 90, 6x10~°¢ ————

varian segun la aplicacidon aque se le dé

* Las unidades de papaina

a la enzima.



7. ALTERNATIVAS DE MATERIA FRIMA.

Las materias primas gue podrian ser empleadas como posibles
sustratos para la obtencidn de productos bajos en fenilalanina se
seleccionaron con base en su disponibilidad, costo. seguridad en
el suministro y por su valor nutritivo. Entre estas tenemos a las
proteinas de la leche, ya sea como leche en polvo descremada o
como caseina; proteinas de pescado: proteinas de la sova vy

gelatina.

PROTEINAS DE LA LECHE.

lLas proteinas de la leche son de las meior caracterizadas de
todas las proteinas en alimentos. Tanto las proteinas de la leche
como los hidrolizados han tenido una gran tradicidn en alimentos

para dietas especiales.

l.a LPD, aunque sea wun producto de importacidn (Francia,
Canada y Nueva Zelandia) se cuenta con seguridad en el suministro
a travég)de LICONSA. Desde el punto de vista de nutricidn
infantil, es una buena alternativa. Su costo es de 2 US $/ka v

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

El caseinato de sodio es otra oocidén excelente, va aue

contiene un 88.5 % de proteina y por la ausencia de lactosa se
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pueden disminuir ciertos problemas de contaminacidn durante el
proceso y de intolerancia por algunos pacientes.
Desafortunadamente tiene un costo aproximado de 7.0 US $/kg de
proteina. Entre otros proveedores, se puede obtener de

Complementos Alimenticios S5.A .

PROTEINAS DE PESCADO.

El interés en la hidrdlisis de proteinas de pescado se
origind en los afflos &0 v ha venido incrementandose desde
entonces. Su principal uso ha sido como alimento para animales o
para usos no dieteticos, en produccien de peptonas para medios de
fermentacidn (39). En Francia. se ha producido comercialmente un
hidrolizado de proteina de pescado (HFF) como sustituto de leche
para becerros. Se ha excluido de los alimentos para consumo
humano aparentemente por problemas de amargor v por su sabor a
pescado (40), aunque se han desarrollado algunos procesos de
hidrélisis de proteinas de pescado dirigidos hacia la
elaboracidn de productos alimenticios. como ha sido el someter a
la proteina de pescado a una hidrdélisis limitada con bramelina.
lo cual evita la formacién de amargor. Por su composicidén de
aminoicidos. el problema del amargor debe ser igual o ligeramente

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

Los HPF importados de Francia pueden ser un sustrato



alternativo si se superan los problemas de sabor a pescado v el
amargor, Este producto cuenta con una calidad insuperable si  se
compara con los derivados de proteina de pescada nacionales. Su
costo es de 1.55 US $/kg de producto o de 1.88 US $/kg de

proteina.

GELATINA.

Los hidrolizados de gelatina no desarrollan sabor amarco v
s1 se combinan con hidrolizados de caseina, es posible obtener
una mezcla con un perfil de aminpacidos adecuada y ue sea
organolepticamente aceptable. Ademas, la gelatina tieme un  costo

anroximado de 3.0 US $/kg de producto.

PROTEINAS DE S50vA.

En el campo de hidrolisis de proteinas en alimentos. ha
dominado el uso de proteinas de sova como sustratc debido al
interés en sus propiedades funcionales . Las proteinas de sova se
aplican ampliamente en alimentos por sus propiedades espumantes.

humectantes, emulsificantes, gelantes, etc. .

.
El uso de proteinas de sova aumento cuande la proteina de
soya se introduljo como extensor de carnes. Los hidrolizados de

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

importancia en 1la fortificacidn nutricional
utilizan en alimentos de pH baio. como los refrescos,

los hidrolizados de proteina de sova permanecen

causar turbidez ni sabot amargo (13,42).

En la tabla 4 se presenta la evolucidén de

diversas proteinas usadas en la industria.

Tabla 4. Evolucion de los precios de

diversos

de

los

alimentos,

solubles,

en los

precios

se
que

sin

de

productos

proteinicos empleados en la industria ( en miles de pesos por
kiloaramo de proteina.

PRODUCTO 7% proteina 03/87 0&6/87 0g/87 12/87 0B/87
caseinato de .

sodio 88 5.9 7.86 2.83 12.87 15.0
leche

decremada 34 4.86 6.47 8.09 10.15 14.324
suero lacteo 12.85 4.44 6.19 7.74 13.20 16.80
en polvo

c. p. p. (1) 73.0 1.38 1.946 2.19 3.39 3.52
c.s.p.0. (2) 84 1.76 2.60 2.76 4,29 4,44
harina de soya 46 2.58 2.46 3.20 4.85 6.25

(1) concentrado de proteina de pescado

(2) concentrado soluble de protefina de pescado
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En la tabla S se presenta la composici&n de aminpacidos de

las proteinas propuestas para el proceso.

Tabla S. Composicidn de aminoacidos de las materias primas

propuestas para el proceso (a/100a) (41).

MATERIA FRIMA

COMFOSICION CASEINA LPD HPF HARINA GELATINA
. SOYA
4dcidos asp 7.13 7.67 n.d. 12.30 6. 60
alu 22.04 20.50 n.d 19.70 11.40
hidrofdbicos  val 6.74 6.36 4. 40 4.964 2.67%
leu ?.91 ?.72 6.50 7.98 .36
ile S5.41 S.18 3.90 5.08 1.70
fen '5.24 4.75 3.70 5.04 2.33
tir 5.82 4.88 2.80 3.61 0.23
trp 1.61 1.39 0.90 1.25 0. 00
pro 11.58 11.54 n.d.— 5.32 146.30
azufrados met 2.79 2.590 F.00 1.21 0.82
cis 0.36 0.92 n.d 1.22 Q0,00
bdsicos lis 8.12 7.11 7.40 6.18 4.70
arg 3.75 2.34 6. 80 7.18 8.%0
his 2.92 2.81 1.70 2.45 0.76
neutros gli 1.97 1.99 n.d. 4.24 27.60
ala 3.07 3.36 n.d. 4,39 11.30
ser 6.03 5. 60 n.d. 5.09 4.19
tre 4,66 4.13 4,20 .01 2.27
n.d = no determinado
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1V. MATERIALES Y METODOS.

1. SUSTRATO Y ENZIMAS.

Los sustratos evaluados para efectuar la hidréliéis fueron :
a) Leche en polvo descremada (LFD)
b) Caseina
c) BGelatina

d) Proteina de pescado

Las enzimas proteoliticas que se emplearon son @
a) HT-proteolytic 200 (ENMEX S.A)
b) Papaina (ENMEX 5.A)
c) Proteasa "AMANO" 2A (ENZIMAS v FRODUCTOS QUIMICOS?
d) Proteasa N (ENZIMAS Y FRODUCTOS RUIMICOS)

e) FPronasa (SIGMA)

2. CARACTERIZACION DE LA MATERIA FRIMA.

En la seccidén de resultados se mencionan los criterios de

seleccidn de la LPD como materia prima.

La LPD se sometid a anilisis de nitrdgeno proteinico,
lipidos, cenizas., humedad v lactosa utilizando los metodos de la

ADAC (43).
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3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

3.1 PREPARACION DEL SUSTRATO.

La LPD se reconstituyé en agua destilada a S0  <C para
obtener la concentracién de protetna deseada para cada
hidrélisis. La suspensidn final quedo con un oH = &.2 * 0.3 . La
concentracidn de sustrato esta reportada en gramos de proteina

total por litro de mezcla de reaccidn.

3.2 FPREPARACION DE LAS ENZIMAS FROTECOLITICAS.

LLas diferentes proteasas se disolvieron en agua o en
solucién amortiguadora de citratos, oH = 4.0 .La concentraci¢n de
la enzima estd reportada en gramos de enzima por 100 gramos de
sustrato o bien en gramos de enzima por litro. Ambas se refieren

a la concentracidn de enzima en la mezcla de reaccidn final.

Las proteasas usadas en los experimentos de hidrdlisis se
caracterizaron en término de su actividad enzimatica cuantificada

por el método de Anson (44) modificado @

l.a leche al § % de proteina (50 g/1) fue¢ digerida por cada
proteasa a dos concentraciones diferentes (HT, papaina v Amano—-ZA
al 1.0 v 0.5 % e/sy proteasa N al 0.25 y 0.125 % e/s) a un pH de

6.2 * 0.3 v a 530 oC por 15 minutos. Se tomaron alicuotas cada S



minutos. Utilizande ATCA al S 7 se detuvo la digestieon v
precipitd la proteina no digerida. Después de filtrar la muestra
precipitada en papel filtro #42 guedan en el sobrenadante

péptidos con un tamafio promedio de 330 - 380 daltones (43).

Un cierto volumen del filtrado (2.5 ml) se alcalinizd con
hidréxido de sodio 0.5 N (5.0 ml) y se le afiadid el reactivo de
fenol, folin-Ciocalteu (1.3 ml) en una relacidn 1:3 con aagua., el
cual d& un color azul proporcional a la concentracicen de tirosina
y triptofano, gue se lee a 730 nm contra una curva patrdn de

concentracidn de tirosina.

En nuestros experimentos, una unidad equivale a la cantidad
de proteasa gue libera un micromol de tirosina por minuto baijo

las condiciones del anidlisis (definici&n internacional).

4. DIGESTION ENZIMATICA DE LA LECHE.

Los diferentes procesos de hidrélisis se efectuaron en
reacciones por lotes, ya que en comparacidn con los procesos
continuos, es mas facil controlar el pH, la temperatura y las
condiciones de higiene, ademas la cineética se puede investigar

facilmente.

El pH utilizado con todas las proteasas fug el propio de la
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leche, 6.2 * 0.3 . La temperatura se mantuvo a 50 *C (excepto con
la pronasa), ya gue es la mis adecuada en procesos enzimaticos
cuando existen riesgos de contaminacien, ademas de aqaue es 1la

temperatura &ptima de las proteasas usadas.

La reaccidn de hidrdlisis se detuvo por inactivacien rapida
de la(s) enzima(s), ya fuera por adicidn de ATCA o por calor como
fué el caso de la hidrdélisis con Amano—-2A seguida de la digestion

con pronasa.

S. HIDROLISIS ACIDA.

Las muestras de interés se hidrolizaron con acido
clorhidrico & N desqasificado, a 110 °C durante 24 horas., para
poder efectuar el anidlisis de contenido total de aminoacidos

42).

6. SEGUIMIENTO DEL PROCESO HIDROLITICO.

Durante la hidrdélisis péptica se tomaron allicuotas a
intervalos de tiempo apropiado. La hidrdlisis se midid

cuantificando la tirosina liberada por el método de Anson (40).

[4)]
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Se efectud la correlacien entre éste método de evaluacicn y
la determinaci¢én de nitrdgeno proteinico en el sobrenadante

analizado por microkjeldhal.

7. CARACTERIZACION DE LOS HIDROLIZADDS EN TERMINDOS DE LA
LIBERACION DE LA FENILALANINA.

7.1 DETERMINACION FLUOROMETRICA DE LA FEMILALANINA.

Se utilizé este método como un primer acercamiento a la
evaluacion de la egpecificidad de las proteasas por fenilalanina.
Con este procedimiento., descrito incialmente por Mc Caman v
Robins (47} para la determinacidn de fenilalanina en suero v
plasma, se forma un compuesto fluorescente al reaccionar la
fenilalanina con ninhidrina bajo condiciones gue minimizan la
contribucién de otros constituyentes aue también fluorescen coﬁ
este reactivo. La respuesta fluorométrica se aumenta por la
presencia del dipéotido l-leucil-l-alanina. El pH de la teaccidn
debe ser controlado a 5.8 & 0.1 con un regulador de succinatos
0.4 m. con el fin de optimizar la fluorescencia v maximizar la

especificidad. El método es el siquiente:

1. Se prepara el reactive de trabaijo que consiste de un
regulador de succinatos 0.6 M, pH 5.8 + 0.1; ninhidrina 30 aM y

del dipéptido l—leucil—l—?alanina S5 mM en una proporcidn 10:4:7%2,

w
[}



 .G7mi:de1?Feéttivo ﬂde7?trébajo,,59“1é afiade 20

mickqiiﬁhos de la 'muestra vy se incuba por des horas a &0 o0 + 1
3. Inmediatamente depués se enfri{a en un bafio de aoua

helada durante tres minutos.

4. Se adicionan 1.3 ml del reactivo de cobre (1.6 g de
carbonato de sodio anhidro., 0.1 g de tartrato de sedio v potasio

vy 0.6 g de sulfato de cobre, diluidos en un litro de agua).
S. Se deja reposar la muestra aproximadamente 10 minutos.

6. Se ajusta el fluordmetra a cero v se registra la
fluorescencia relativae del(os) patron(es! v de cada muastra. La
concentracien de fenilalanina se determina contra una curva

patrén de concentracidn de fenilalanina.

Dado que la reaccidn con ninhidrina es unicamente gor el
grupo alfa amina, la cantidad de fenilalanina gue se detecte no
sera la total liberada como aminoacido libre. sino la oaue hava
quedado con el grupo amino libre como consecuencia de la

hidrdlisis.

El fluordmetro usado fué un turner modelo (11, E1  filtro
primario debe tener un pico de transmicion aproximado a los 363

nm (# 7-40) v la combinacidn de los filtros secundarios (# 2 +
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&5A) debe tener un pico de emisiém entre los 450 y 535 nm.

8. ANALISIS DE LA COMFDSICION DE AMINDACIDOS EN LOS

HIDROLIZADOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HFLL)Y.

Para analizrar la composicién de los aminpacidos en las
muestras se utilizé el método de cromatografia liquida de alta
oresidén en fase reversa. El equipo usado fuée un HFLC wmilipore
waters, modelo 740, con una columna de fase reversa spherical

=

cl8, con un tamafio de poro de S micrdémetros y de 15 cm de

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

8.1 REACTIVUOS.

El sistema de solvente (selventes A v B) empleado se elabord
de la siguiente manera : primero se prepard un requlador base,
gue consiste de 11.9 g de NaHz’D4.H2z20 v de 30.46 g de NazHFOa

diluidos en un litro con agua de grado reactivo.

Solvente A.- Se prepard diluvendo 25 ml del regulador base

en 500 ml con agua de grado reactivo.

Solvente B.- Se diluyeron 25 ml del regulador base con ZOO
ml de agua de grado reactivo y posteriormente se aford a un litro

ton acetonitrilo.
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El  acetonitrilo v el metanol

(Lichrosolvmerk). El agua usada en la oreparaci

se destild, desionizo v desgasifico. El ©agady el imetanci. v - eu

i

sistema de solventes (A v B) se fileraron a traves de’ membranas d

2. 45 micrdmetros.
8.2 SEFARACION.

-Los  aminohAcidos se separaron ukilizando  wr sistema [e1=
aoradiente lineal con los solventes A v B durante &0 “minutes  palo

las siguientes condiciecnes :

Tiempo inicial (t = 0) : 15 % de solvente & / 85 & del
solvente A.

Tiempo final (t = 60 min) ¢ 75 % del solvente B / 25 % del
sulvente A.

Flujo de separacien = 1.5 ml / min.

Columna a temperatura ampiente.
8.3 FPREFARACION DE LOS DERIVADGS DE alMINORZIDOS.
Se prepataron derivados de aminoacidos, tanto de las musst-as

problema como de los patrones de  aminoacidos. S uriiz

ortotftaldialdehido, con etanotiol como aagente -—~eductor : ooa/ersnh

4]
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A 0.5 ml de la mezcla patrdn de aminoicidos o de la muestra
problema se le akadieraon 2.0 ml de metanal o de la soluciean de
patron interno vy se centrifuso a 1200 X g par cinco wminutos., A
0.2 ml de sobrenadante se le agregaron 2.0 ml de la mezcla de
reaccidn (100 ma de OPA: 17.9 ml de metanol : 2.5 m)l de regulador
de boratos 0.5 M, pd = 2.5 v 100 microlitros etancticl) para
formar los derivados de amincbcidos. Antes de inyectar la muestra
se pasa por filtros de .45 micrémetros. Los derivados de

aminoacidos permanecen estables por tincg minutos.

La derivatizacid¢n duega una parte importante en la deteccidn
de la fluorescencia y se usa para modificar compuestos con poca o
ninguna fluerescencia asi como para permitir una mavor
sensibilidad y una mayor defteccidn selectiva. Dado que la mavoria
de los reactivos derivatizantes son no polares, la derivatizacion
tambié¢n puede tener el efecto de reducir la polaridad de las
moléculas, El  artoftaldialdehido en solucion algalina v eh
aresencia de un fuerte agente reduc tor (2-marcaptaoetanol)
reaccionan con el grupo amino primario de las aminoacidos v de

los aminoaztcares (49).
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?. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD MICROBIOLOGICA DE LOS

HIDROLIZADOS.

Se evalud la estabilidad microbiolégica., por cuenta en
placa, de los hidrolizados que duraron mas de diez horas en el

proceso de hidrdlisis. Se utilizd agar extracto de malta como

medio sédlido vy se incubargn a 47 °C por 24 v 48 horas.
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vV RESULTADOS Y DISCUSION

1. SELECCION DE LA MATERIA PRIMA.

De las materias primas analizadas : leche en polvo
descremada (LFD), caseinato, proteinas de soya., bproteinas de
pescado v gelatina, se seleccion® a la LPD como la meior oocien
de sustrato base para la hidrdlisis debido a que. como se
menciond anteriormente, cuenta con sequridad en el suministro

(LICONSA) v es de baio costo (S.7 US $/kg de orotelina)l.

En comparacién con las proteinas de soya v de pescado
{nacionales) la LFD es un sustrato gue cuenta con un alto control
de calidad v ademis, por no coptener grasas se evita un paso

previo al proceso de hidrdélisis.

Cabe mencionar que tanto la LFD como el caseinato han sido
ampliamnete utilizados como base de hidrolizados para usos
clinicos o diet#ticos ya gue, entre otras razones. ho proparciona
un sabor desagradable adicional al sabor amargo causado opor
efecto de la hidrolisis como es el sabor a pescado o a frijol en
los hidrolizados a base de proteina de pescado v de oroteina de

sova respectivamente.

En comparacidén con el caseinato. la LPD cuenta con una

mezcla de proteinas de alta calidad v presenta otros nutrimentos
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aue serifa necesaric agregar al producto final del hidrolizade de
caseinato. Ademis cantiene menos fenilalanina (4.75 9/100a  de
LPD) aue el caseinato (5.24 a/100g de producto). Sin embargo. de
oresentarse oroblemas durante el procesamiento (microbioldégicos o
quimicas) esta opcidn permite con relativa facilidad cambiar la

materia prima paor caseinata.

La gelatina a pesar de contener menas fenilalanina (Z.33
g/100g de praducto) aue la LFD es una proteina muy pobre en las
demas aminpacidos indispensables. En  la practica se godria
utilizar en combinacién con la LFD ya que se ha visto (50) gue
ayuda a disminuir los problemas de sabor amargo en los

hidrolizados de leche.

2. CARACTERIZACION DE LA LECHE EN FDLVO DESCREMADA.

Frimeramente, al sustratoc seleccionado se le daterming el
contenido de protetnas. lipidos. cenizas v lactasa. En la tabla &
se presentan los resultados obtenidos de esftos anilisis y se
comparan con los reportados por la ADMI (S1), LICONSA (S2) y el
INM (53), de donde se concluyd que no existen diferencias
significativas con respecto a los analisis efectuados bpor estas

dependencias.
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Tabla 6. Analisis bromatélogico de la LED (g/100g)

COMPONENTE EXPERIMENTAL ADMI L ICONSA INN
proteina 35.05 36.0 Z4.0 33.7
lipidos 1.55 1.25 1.25 1.5
lactosa 52.0 91.0 S3.0 47.2
humedad 3.5 4.G 4.0 -
cenizas 7.9 ‘ e 8.2_ 8.0

3. COURRELACION ENTRE LOUS METODDS DE AMSON Y EL DE

MICROKJELDHAL PARA EVALUAR EL DESARRDLLO DE LA HIDROLISIS.

Con el fin de establecer una correlacidn entre 1los metodos
de Anson v el de Microkieldhal se realizaron hidrdlisis de LFD

con Amano-2A4 y HT-proteolytic 200 bajo las Condiciones oue se

seflalan en la figura 4. La evolucidn de la hidrdlisis se siaulo

midiendo el porcentaje de nitréueno solubilisado v los
microaramos de tirosina por mililitro literados. El coeficiente
de correlacidén entre ambos metodos fue, oara las dos enzimas., de
0.92 (b = 0.05). Este hecho nos permite medir indistintamente
tirosina liberada o bien nitrdgeno soluble para describir la

evolucidn de la reaccidn. La fiaura 4 puede ser usada come un
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patﬁénfpgfalléiéﬁ§PEsién'del grado de hidrélisis en uno u . otro

termiﬁos{ En'ia tébla 7 se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 7. Comparacidn de los métodos de Anson v de HKieldhal

para evaluar el desarrollo de la hidrdligis.

AMAND-2A HT-FROTEOLYTIC

TIEMPO % N SOLUBLE Lo TIR/ml % N SOLUBLE Lo TIR/m}

(Hrs)
o 0.19 303. 4 0.17 3034
i 0.83 1627.2 0.63 1198.8
2 1.03 2023.2 0.78 1746.0
S5 1ae 2386.8 ' 0.88 1947.6
g 1.26 2764.8 0.95 P163.6

5 1,43 3000. 0

Dado que se pensd que podria haber una correlacidén entre el
grado de hidrdélisis y 1la liberacidn de fenilalanina de las
diferentes proteasas. se evalué como primera instancia la
liberacidn de tirosina, puesto que el métpda utilizado para 1la
determinacidn de este amino4cido es mas econdmico, MAas rapido v
mas accesible (el eqyiuo) aue el emp leado para medir

fenilalanina.
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4. SELECCION DE LA(S5) ENZIMA(S).

Las proteasas comerciales probadas fueron Amano—Z2A.

HT-protreolytic 200, papaina vy proteasa N (ver especificaciones

en la tabla 3).
A) DETEMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Antes de iniciar los experimentos de hidrdlisis fue
necesario definir la actividad enzimitica de las enzimas. con el
fin de conocer v comparar la actividad enzimitica empleadas en
cadé experimento de hidrdédlisis, asi como el costo real por
unidad. En las fTiguras 9,6,7 v 8 se presenta la evolucien de ta
reaccion durante el perfodo de veloacidad inicial, en condiciones
de saturacidn de sustrato con el fin de medir la actividad maxima
(e/s =0.5 y 1 %), Finalmente en 1la tabla 8 se presenta 1la
actividad para los cuatro productos enzimaticos v se demuestra
que las dos concentraciones de sustrato empleadas se encuentran
dentro de la zona de saturacidn de la enzima, en la cual la Vmax
es constante e independiente del sustrato. De la tabla 8 se puede
concluir que la papaina es el producto de mas baja actividad v el
producto Amano el de mavor. Sin embargo. la comparacien debe en
realidad efectuarse en términos de costo como se efectua mds
adelante. Estos resultados permiten ya sea definir las dosis de

enzima a emplear o bien explicar la diversidad de resultados
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bajo las siquientes condiciones: [st = 54, pH = & y | = b0'C.
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obtenidos a las mismas dosis.

Tabla 8. Comparacidn de las wvelocidades 1iniciales. actividad
especifica v unidades de actividad de HT. papaina, Amano-2A., Vv

proteasa N a dos concentraciones de ess.

) VI ;< : act. esp. U/moah_ act rel.*
i) Aa/ml'miﬁ,. Hg Aa/mg . /. min- . pmol -Aa/min %
a/l 005 05025 CO005 0.025
FPROTEASA . s
HT 18.9 9.8 .24 9.7
papaina 2.5 S.0 5 g.12 4.84
Amana—2A 28,1 - 134 0.24 13.7
e/s s :
a/l 0.0125  0.00625 0.0125 0.00625 0.01325 Q. 00625
N 44.3 25.2 398.8 449.0 2.17 2.48 100

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

E) CONCENTRACION DE SUSTRATO.

Desde un punto de vista cinético es evidente aque 1la
seleccidn de la concentracién de sustrato debe caer dentro de
aquel valor gue permitiese la maxima ewpresidn de la actividad
enzimatica sin embargo, desde un punto de vista de productividad.

conviene trabajar a la maxima concentracidn posible de sustrato,
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siempre y cuande no se presente un problema de inhibicien de la
enzima por exceso de sustrato. Tomando en cuenta estas
consideraciones se selecciond una concentracidn de proteina de 11

7% correspondiente a 440 g/l de leche en polvo.

C) HIDROLISIS DE FROTEINAS FOR DIFERENTES FROTEASAS.

En la tabla 7 se presentan los resultados oromedic de
duplicados. en microgramos de tirosina por mililitro liberadcs
con cada una de las proteasas empleadas en la hidrolisis de una

suspensidn de leche al 10 % de proteina durante cinco horas.

El pH no puede ser modificado libremente para no alterar la
estabilidad de las proteinas en solucidn. Es por esta razdn aue
se seleccionaron las proteasas va mencionadas puesto aue todas
presentan una adecuada actividad al pH de 1a leche ( pH = 6.3).
Finalmente la temperatura se fijo en S0 °C ya que por un lado
todas las proteasas presentan una buena actividad y por el otro,
se asequra el control microbiolegico del producto. En la fioura -9
se grafican los resultados de la hidrélisis. En la tabla 10 se
presentan las conclusiones derivadas de 1los resultados de 1a
hidrélisis combinando efectos cinéticos con factores econdmicos.
For un lado todas las reacciones parecen detenerse a las cinco
horas siquiendo un orden correspondiente a la dosis de actividad

enzimatica (mayor grado de hidrdlisis a mavor actividad de la
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enzima). aunaue este comportamiento frecuente en la hidrolisis de
oroteinas se explica igualmente en términos de la especificidaod
de la enzima. De cualouier forma, 1la proteasa Amano—-2A es en
términos reales la gque permite una mavor liberacién de tirosina
por unidad de actividad aunque en términos de costo es superada
por la enzima HT-proteolytic, gue a pesar de ser 3.3 veces nas
econdmica (por grame de tirosina liberada) es al mismo tiempo
1.85 veces menos eficiente en la hidrdélisis. Como una orimera
conclusidn v de acuerdo a los criterios va mencionados la

proteasa Amano—2A parece ser la meior enzima.

Tabla 9. hidrolisis de oroteasas con diferentes proteasas.

(pa tir/ml)

PROTEASAS
tiempo HT s papaina Amann-2A proteasa N
(Hrs) e’ss 2% 2% 1% 0.3%
o/l

(] o 303.4 n.d, 303.4 n.d.
0.9 B8Z8.0 n.d. 1047.6 n.d.
1 1151.3 878.4 1483.3 2048, 4
2 1616.4 1180.8 1985. 2 2545.2
3 1839.6 1328.4 238s6.1 2700.0
4 1998.8 1468.8 2697 .6 29146.0
) 2228.4 1522.8 2974.3 3088.8

n.d. = no determinado.



Tabla 10. caracterizacien de las enzimas 'droteollticas en

términos de liberacidn de tirosina.

PROTEASAS
HT PARPAINA  AMAND-2A FROTEASA M

costo US $/kg 10 40 100 250

actividad U/g enz 235 120 345 2325

% e/s g/100 g sust 2 e 1 0.5

e/s Uact/100g sust 4.7 2.4 3.8 11.6

ua tir/ml % 2228 - 1523 2974 3089

ug tir/mg enz  * 114 760 - 2974 6180

va tir/U * 4740 . 6333 B&20 2659

Us $/g tir * 0.009 - ' 0,052S 0.0336 0. 0405

US %/k proteina 0.2 7 T g 1.0 . 1.25
tratada * ) ! [ERRRR

las cinco horas de reaccidn

D) DETERMINACION POR FLUOROMETRIA DE LA FENILALANINA

AMING LIBRE.

A los hidrolizados de leche obtenidos se les determind 1la
fenilalanipa libre por el lado amino, va fuera como residuo de

aminoacido o como péptido ( tabla 11).

FPara comprobar que no habria reaccien con la fenilalanina
unida por el lado amino se 1le hizo 1la determinacidn a una

,
solucidn de aspartamo, observandose que no hubo reaccidn con este



oruoo.

‘De 1a tabla 11 los resultados son evidentes. se observa aue
la proteasa Amano-2A presenta una alta especificidad por tla

fenilalanina en el lado amino.

Cuando se reporta la especificidad de enzimas proteoliticas,

generalmente se hace con respecto a un modelo del tipo :

0 o

1 11
X ~NH-CH-C—>-NH-CH-C -y

Lo
Donde R: v Rz definen los aminoacidos del enlace peptidico a
hidrolizar. En el caso de la enzima .Amano—-2A es evidente que
existe mas requerimiento de fenilalanina en Rz. lo cual resulta
adecuado para los obietivos especificos de esta hidrolisis v
refuerza la preseleccidn efectuada por los resultados de 1la
seccién anterior. Eventualmente las demas proteasas podrian tener
afinidad por la fenilalanina en el lado carboxilico

(especificidad de fenilalanina en FRi). lo que no puede

demostrarse con este experimento.

Dado gue con la proteasa Amano—2A se obtuvo el mavor
desarrollo de la hidrelisis y la maxima liberacién de NHz-FEN. se
selecciono como la enzima apartir de la cual se harian los deméas

experimentos de hidrdélisis.
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Tabla 11 Determinacion

por fluorometria de -la fenilalanina &mifg = =

libre.
FROTEASAS
HT: “’'papaina Amano—-2A proteasa
2% T 20 1% 0. 5%
mg fen—NHz 3,14 2.90 28.34 4,03
ma  fen-NHz 2.54 2.34 22.90 3.z26
Z fen-NHz libre * 5.35 4.93 48.21 &.B&
#* del total de fenilalanina 47.5 m/a orot. (41)
En la figura 10 se muestra la correlacidn (r = 0.99) gue

existe entre la tirosina liberada v la fenilalanina amino libre
en la hidrdélisis con Amano—-2A. Este patron puede servir en forma
indirecta para seguir la evoluci¢n de la NHz-FEN durante las

primeras cinco horas de hidrdélisis.

5. INACTIVACION DE LA ENZIMA AMANO-2A.

En la fioura 11t se muestra un estudio efectuado para
determinar las condiciones de desactivacien de 1la enzima al

termino de la reaccién. Dicho experimento consistid en seguir la

evolucidn de una hidrélisis. Al término de 1la orimera hora de

reaccivn el medio se divididé en cuatro muestras, tres de las

cuales fueron tratadas en ebullicién por S, 10 v 15 minutos
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102 y pH = 6.3,
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respectivamente. Posteriormente se restablecieron las condiciones
de hidrolisis oara determinar el grado de desactivacien. De estos
resultados es evidente que 10 minutos son suficientes para

desactivar esta enzima proteolitica.

6. EXPERIMENTOS DE HIDROLISIS CON MEZCLAS DE FROTEASAS.

Tomando en cuenta de que euxiste la posibilidad de una
especificidad de las proteasas N, HT v papaina hacia fenilalanina
en Ri. la acciodn combinada de la enzima Amanc—ZA y una oroteasa
con este tipo de especificidad resultaria una mavor liberacica de
fenilalanina libre. For esta tazdn se plantearon experimentos
combinando la enzima Amano—2A con las otras 2nz1mas
oroteoliticas:

Amano—2A (e/s 1 4 ) con HT (elfs 27%)
Amano-2fa (e/s 1%) con papaina (e/s 2%)

Amano—2A (e/s 17%) con proteasa N (e/s 0.5%).

Cada hidrélisis se mantuvo por cuatro horas a pH &.3 y a una

temperatura de 50 =C.

La relacidn de e/s entre las proteasas se selecciond con

base en lo reportado comunmente en la literatura (13.27).
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A) DESARROLLO DE LA HIDROLISIS.

Los resultados de las hidrdlisis se encusntran en la tabla 132
v en la figura 12 y permite concluir que en las mezclas. tanto la
velocidad de hidrd¢lisis como el desarrnllo final de la misma son

mayores gue con enzima Amano-20 sola, tabla 9 y figura 9.

B) DETERMINACION DE FENILALANINA AMINO LIBRE

La tabla 13 naos indica que al combinar Amano 20 con las demss
proteasas ng hay una accidn sinergica entre las proteasas para la
liberacidn de fenilalanina amino, sino que el resultado obtenida

no es considerablemente mayor que el obtenido con Amano-ZA sala.

Tabla 12, hidrélisis de proteinas con mezclas de proteasas

(g tir/ml) .

PROTEASAS
tiemoo Amano~2A/HT Amano~2A/oapaina Amano-2A/orateasa N
(Hrs) e/s (1424 (1%-27%) (1%~0.5%)
0.5 1445.8 1033.2 2208.9
1 2049.8 1436. 4 2024.0
2 2908.8 2474. 6 3672.Q
Z 3402.8 3034.8 4029.8
4 36%1.4 3261.6 4164.3
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Tabla 1Z. fenilalanina libre obtenida en hidrolizados con mezicias

de proteasas.

PRUTEASAS
A~2R A-2A/HT A-2A/papnaina A-2f/proteasa N
e/’/s 1% (172-2%) (17-2%) (17%4~0.57)
mg NHz—ng_ 28.324 31.43 I2.3 J4.Z
100 ml hid '
mg NHz—fen 22.9 25.4 . 2601 . 27.7
¢ Drot ‘
% NHz—fen 4B.2 53.5 55.0 58.3
libre * : -

* fenilalanina total (FAD,41) = 47.5 ma/a oroteina (41)

No obstante. si las proteasas N. HI v papatna no parecen
tener afinidad por vl lado aminoc de 1la tenilalanina. no se
descarta con este experimento aue la tuviesen opor el lado
carboxllico v que ) pudiera estar liberando residuos de
fenilalanina gue hayan sido previamente ‘“cortados" en el lado
amino por la proteasa Amano-2A. La utnica forma de demostrarlo es
mediante la cuantificacidn de la fenilalanina libre por HFLC v sﬁ
comparacidén con respecto a la obtenida con la enzima Amano—2A

sola.

En la tabla 14 se efectua un anilisis de la convenienclia de
agregar la segunda enzima a la misma dosis aque en el orimer

analisis. Este estudio se efectua solo en términos de tirosina
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liberada v considerando el incremente alcanzado con resoecto a
los 2974 pg de tirosina / ml logrados con la enzima #Amano—2A
sola. El costo por grame liberada aque se obtiene al affadir una
segunda enzima en comparacidn a lo obtenido con Amanc-2A (0. 0356
US $/g de tirosina) se ve aumentado 3.1 veces con la proteasa N.
0.83 veces con la enzima HT y hasta 8.2 veces con la papaina. Sin

embargo. el efecto buscado es fundamentalmente la liberacidn de

fenilalanina como aminoacidao.
C) CUANTIFICACION DE AMINDACIDOS LIEBRES.

Considerando las limitaciones de la cuantificacidn de la
fenilalanina liberada nor la técnica de fluorometria antes
mencionada v con el fin de determinar si las mezclas de proteasa
causarian una mavor liberacidn de residuos de fenilalanina. se
sometieron muestras de hidrolizados al analisis de HFLC (ver en
materiales vy métodos).

A partir de las areas de los derivados de aminoacidos usados
como patrones (fiaura 13) se estimé¢ la concentraciden de loé
aminoacidos liberados en la hidrdlisis de proteilnas con  las
proteasas Amano-2R, e/s | 4 ¢ figura 14): Amano-2A. e/s 174 con
HT, e/s:2 % ( figura 15): Amano-2A, e/s 1 % con papaina., e’/s 2 %
( figura 14) v Amano-2A, e/s 1| % con la proteasa N, e/s 0.5 7Z (

figura 17).
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condiciones aque en la figura 13.
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Amano-2A/proteasa N (e/s=14/0.57) durante 5 horas de hidrtansis,
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Tabla 14. Caracterizaci¢n.d s mezclas de-enzimas’ “en " términos

de liberacidn de'tiFéSi‘ .

AMANO =20
proteasa N HT—pEdtéDinyc - papaina
Q.3 o/l Z2.00arl .0 G/l
unidades de actividads1l * 116 .’4}70 ; ’ 240
g tirzml o 1190 716.5 - 287.1
tg tir/mo 2a enzima 2380 358.3 143.6
Ly tir/U  2a enzima 1023.7 C1s24.7 00T 11967
US $/0 tirosina % 0.105 0.0279 ‘ 0.2786

# aladidas de la segunda enzima

*% microgramos de tirosina adicionales liberados depues del
tratamiento con Amano-2A

En la tabla 19 se encuentran los resultados de Jlos analisis
efectuados en HFLC. En lo gue toca a la tfenilalanina liberada con
las diferentes proteasas no se observd con respecto a la enzima

Amano-2A, una mayor liberacidn de este aminoacida.

for potro lado, con la mezcla de Amano—-ZA 7 HT se obtuvieron
mas residugs de tirosina v valina v con la mezcla de Amano-ZA/N
también aumentaron los residuos de tirosina. valina. metionina v
especialmente los de leucina. Ademas se puede natar ogue hav una
disminucidn en la liberacidn de glutamina con i1a mezcla de Amano-

Z2A / HT y de 4acido glutamico con la mezcla de Amano-2A / N.



“Tabla “15. _cuantficadién:'dgi{3@iﬁn£¢idqsl 1i5kéé;ﬁdb€énidos en

hidrolizados ‘de-LPD con diferéntés‘tﬁatamiéntds"dfdteollticbs (mg

Aa/g protelna).

PROTEASAS
aminoacido : A-2A A—2A/HT A-2A/panaina A-2A/N
e/s 1% 1%-2% 1%—2% 1%-0.5%
asop 0.08 0.09
alu 2.82 4.08 2.7 0.90
ser 3.23 2.351 1.9 3.3
aln 6.9 2.1 » 1.1 6.0
his 6.6 5.7 4.7 5.0
gli+tre 7.0 5.7 6.2 ‘ 7.4
ala 2.4 2.1 : 1.4 -
ara 5.6 5.1 .0 6.2
tir 8.7 10.8 2.7 : 15:9+
val 6.4 8.0 4.9 1150
met 2.7 4.0 4.6 R
ile 5.4 6.0 5.3 ' 6.4
tro 1.7 1.8 e 1.0 IR
leu 22.5 28,4 16.0 : 34,3
fen 12.0 110 g4 15.0
lis 17.5 17.0 13.0 '

En la tabla 16 se compara la fenilalanina liberada entre la
proteasa Amano—2A v la mezcla Amano—2A / proteasa N ¥ se analiza
el costo de la liberacidn en lo que a consumo de oproteasas se

refiere. Fara liberar 15 mg de fenilalanina / g de oproteina con
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la mezcla respecto a los 12 mg de fenilalanina /.g de oroteina
obtenidos con la enzima Amano-2A sola, se reguiere aumentar el
costo de las enzimas en 2.23 veces, por kg de proteina tratada.
Incrementandose 12.5 veces el costo de gramo de fenilalanina

liberada, pero aumentando en solo un 20 % su liberacid¢n.

Con estos experimentos, se logrd liberar abroximadamente el
21 % de la fenilalanina total cuantificada pbor hidralisis acida

de la materia prima ( tabla 17).

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

Amanao-2A/oroteasa N en términos de liberacidén de fenilalanina.

Amano-2A Amano—2A/orot. M

actividad ug/g enz. 345 2,670

g fen liberada/ml 1,200 1.500

ug fen (lib)/mo enz. 1,200 1.000

mg fen (lib)/a prot. 12 15

g fen/u I.478 274.5

us s/q fen 0,083 1.033

Us $/g orot. tratada 1,00 _ o - 2.2

a las cinco horas de reaccidn.

a9



Tabla 17. Cuantificacién de aminoacidos totales.en la Lrp..

‘Aai

asp o omEae T gie 0 adly
‘glu B  f'203;3 fkrk val a4
ser ' 72;1,*; met 17.5
gli~tre 150.7. ile 55.4
ala . .35.4 leu 113.9
arg a7 fen 53.9
lis 71.5

hidrdlisis ascida con HCl 6N desgasitficado durante 24 horas

de reaccidn.

7. OPTIMIZACION DE LA HIDROLISIS DE FRGTEINAS CON LA

FROUTEASA AMAND-2A.

Con base en los estudios anteriores se confirmd la seleccidn
de la enzima Amano—2A dado aue oresenta la mavor capacidad de

liberar fenilalanina.
'

A) HIDROLISIS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

AMANG-2A.

Se probaron diferentes concentraciones de enzima (e/s ) a pH
6.% y a 50 o durante cinco horas de hidrdlisis. £n la tabla 18 v

en la figura 18 se obhserva gue tanto la velocidad inicial como el
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fig 18, Desarrollo de la hidrolisis de 1as proliefmas de la leche
con diferentes concentraciones de Amano-2ZA durante b horas de
incubacion, sl = 104, pH = 13, 1 = 50’C y agitacion constante.



urado. de hidrdlisis se incrementan considetrablemente al
aumentarse la concentracidn de enzima. Sin embargo. del analisis

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

de hidrodlisis oue se obtienen con e/s = 1 % se reauerirlan
tiempos considerablemente mas laraos aun para ess = 0.7 %4 : por
otro lado un incremento a e/s =.1.S % no meiora sensiblemente el
grado de hidrélisis obtenido a la cinco horas de reaccidn. For

esta razdn la relacidn enzima-sustrato se fiia en | %.

En la fioura 1% se presentan las velocidades  1niciales
obtenidas para diversas relaciones e/s. Estos estudios sa
efectuaron midiendo 1la oroduccidn de tirpsina soluble en

atca durante las primeros auince minutos de reaccion.

En esta grifica se cbserva aue existe en el 1ntervalo de
cancentraci¢en de enzima analizado (para 50 o/l de caseilnal una
relacidn lineal entre concentracién de enzima v velocidad de
rea&cidﬂ. lo oue resulta en una actividad especifica de o1 (¢

tir/min mg de oroducto enzimatico.

B) EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA VELOCIDAD DE REACCION
DE LA FRDTEASA AMAND-2A.

Se realizaron pruebas de hidrdélisis durante una hora con 1la
proteasa Amano-28 f(e/s = 1%) a diferentes temperaturas de

reaccién : 20, 30 ,40, 50, 60 v 70 C . Estos resultados se
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Fig {19A.Velocidad imcial obternida en funcion de 1a concentracion
de 13 enzima Amano-2ZA. [sl = {04, pH = 63, T = bOU'C y aqtacion
constante.
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presentan en las fiaguras 20 para las velocidades inicialss v 21
para la actividad en funcion de la temperatura. Se observa aue ‘La
disminucién a 70 °C es peguefa. lo aque pone de manifiesto la alta

termoestabilidad de la proteasa.

Tabla 18. hidrd¢lisis de orotetnas a diterentes concentraciones

de Amano—2A (wa tir/ml).

L e/s
T (Hrs) . 0:S. 0.75 1.0 1.5
B .9 972.7 1263.6 . 1540.4 1821.6
2 703.4 1478.9 1774.8 - 2337.8 2416.7
3 - 950.4 . 1708.7 2100.6 2604.2 ©737.8
) T1093.7 1920.6 2451.2 2759.8 2932. 6
5 1192,3 2031.5 2710.4 2994. 5 3128.0
De estos resultados es evidente gque havy un incremento en la
velocidad de reaccidn como resnuesta a un aumento de la
temperatura, alcanzando el dotimo a los &0 *C . A esta

temperatura se observaron algunos cambios fisicos durante 1la
hidrdélisis, probablemente debido a termocoaaulacidn de la
proteina. dada la alta concentracidén de sustrato | 10 %y, For

esta razon se decidid continuar las hidrdlisis a S0 <C.

El efecto cinético de la reaccidn se puede describir por 13

lev de la Arrhenius (54,55).
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K = A EXF(-Ea/rt)
donde :
K = constante de velocidad de reaccidn
kR = Constante universal de los gases
T = temperatura en °K
EAa = energlta de activacidén caracteristica de  cada
enzima

A = constante

8i se grafica el log de Vi en funcion de 1/7, la pendiente
es igual a la energia de activacion de la enzima dividida oor K.
En la figura 22 se grafican los valores corresoondientes. De

donde se concluye que el valor de la energla de activacicon

obtenido nara la proteasa Amano-24 eg de 10,488 cal/mol.

C)y EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO EN LA

VELOCIDAD INICIAL DE LA HIDROLISIS CATALIZADA FOR AMANG-ZA.

Se realizaron hidrdélisis con diferentes concentraciones de
proteina de la LPD : 1,93, 4.3, 7474 14.8, 18.5 v 321.3 g/l,
manteniendo constante la concentracidn de enzima (e/s = 0.285
g/1l) aun pH 6.0 a vy 30 °C. En la figura 23 estan graficados los
resultados obtenidos, en donde encontramos aue la velocidad
inicial var{a con la concentraci¢n de sustrato. En ia fiaoura 24

se grafican los valores de velocidad inicial en funciden de la

concentracidn de sustrato, donde se observa aue la reaccidn puede
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Fig 23 Lfecto de la concentracion de sustrato (a/sl) en
velocidad inicial de reaccion de Amano-2ZA. e/s = 14, pH = b,
= 50'C y aqitacibn constante.
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ser descrita nor el modelo de Hichaeis—menten; En esta figura . se
aurécia aue a valores menores al 1 % de’ sustrato. 1la  velocidad
inicial de la reaccitn es directamente proporcional a 1a
concentracion de sustrato. Esto significa aue en los experimentos
de hidrdlisis realizados. donde [s] = 10 v § % de oproteina. la
reaccion es de orden cero respecto al sustrato. Es decir. gue
Vmax es indenendiente de la concentracion de sustrato por

ubicarse en la zona de saturacidén.

En la figura 25 se reoresenta craficamente 1/Ve en :funcien.

de 1/[s1 (Lineweaver-Burk). de donde se concluve ,qué;ﬁvm

igual a 291.29 v Km es de 0.98 %4 .

8. EXPERIMENTOS DE HIDROLISIS CON LAS PROTEASAS

AMAND-2A Y PRONASA, EN UN FROCESD DE DOS ETAFAS.

Dade gque unicamente se loard liberar el 21 74 de la
fenilalanina total con la proteasa Amano-2A., siendo este el melor
resul tado obtenido caon las proteasas analizadas, se decidio
incrementar el grado de hidréolisis con la avuda de una secunda
enzima. Para este fin se introduio la enzima pronasa. Se trata de
una mezcla de enzimas proteoliticas de Streptomyces grissus, aue
contiene uwna exopeptidasa v es emoleada frecuentemente en

alimentos. Se efectud este prablema con el fin de saber hasta que
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grado de hidrolisis es posible llegar con un orocesa’ enzimatice.
va gque no tiene ninguna posibilidad de aplicacicn comercial dado

su alto costo: € 20,800 US/kg (SIGHA).
A) DESARROLLD DE LA HIDRDLISIS.

Se realizd 1a hidrélisis en dos etapas : primera e
hidralizd la LPD [s] = 10 %. con la enzima Amano~ZA (e/s = 1
a pH 6.5 y SO °C durante SrHrs. y oasteriormente se siguid con

pronasa al mismo pH v 40 °C por S Horas més. antes de aladir a3

sequnda enzima que inactivoe teérmicamente la enzima Amano—iLA.

Es conveniente seiialar gue la hidrolisis con oronasa  se

efectud a pH de 6.3 ya que Narahash: (54) reporta gue & este oH

la actividad de las exogpentidasas orevalece sobre las de
endopraoteinasas.
Con el fin de encontrar v seleccionar las me 1o0raes

condiciones de hidrdlisis en la oue ta pronasa libera ®! maximo
de fenilalanina se evaluaron las siguientes varianles :
concentracidn de enzima, pH v temoeratura de reaccldn para la
pronasa. El tiemoo de hidrolisis se alarqé en  todos los
experimentos a 24 horas de reaccidn ton la obronasa. para
permitir una mavor expresidén de la actividad exopepntidasa, va aue
en la pronasa es menor en praporcidn a la actividad

endaopeptidasa,
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Se probaron diferentes concentraciones de. ‘branasa. v s
observo el efectd de la dosis en. la reaccién con el " fin  de
explorar la factibilidad de emplearla en dosis bajas. En la tabla

19 se presentan estos resultados.

Tabla 17. efecto de la dosis de oronasa en la liberacien de

fenilalanina *.

Z DE FRONASA e/s

LU

o

0.2

&
()

0.75

mg fenilalanina

[

liberada/a oroteina 27.6 6.7 Z22.8 19,0

% adicionada después de 5 Hrs de reaccidn con Amano—-2A.
la fenilalanina se mididé por holc.

La dasis de 0.1 %Z e/s puede ser adecuada segun se demostro
“en experimentos adicionales si se incrementa i pH hasta 7.4 (en
oposicidén a lo reportado ocor Narahashi, Y.) donde se obtuvieron
27.6 mg de fenilalaninma liberada por aramo de oroteina. Estos
experimentos demuestran la viabilidad del procesa con pronasa g1
se loaorasen disminuir los costos de la exapeptidasa a bien se
pudiese implementar wun sistema de hidrdlisis con la mezcla de
proteasas inmovilizadas. Sin  embarao, para efectos de este
por ahora la combinacidn no resulta adecuada desde el

provecto,

punto de vista econdmico.
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?. ESTABILIDAD MICROBIOLOGICA DE LOS HIDROLIZADUS.

Se evalud la estabilidad microbiolénica de los hidrolizados
obtenidos €on la mezcla Amano—-2A v Fronasa & las 2% horas de
reaccidn v sea chservd, por cuenta en placa (en aaar extracta de
malta)., gue si hubo contaminacidn microbiana después de las 10
horas de hidrdélisis § por lo que se optd realizar las hidrolisis

k

siauientes con benzoato de sodio ail 0.1 %Z .
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alimento protetnico bajo en fenilalanina ..

Se selecciond como sustrato la leche enl Dn1vu aescremada
tanto por su disponibilidad v costo como su  valor nutricio. De
presentarse aloun problema en el oproceso . va sea en la
hidrélisis o en la seoaracidn de La fenilalanina, esta opcien
permite con relativa facilidad cambiar la materia prima opor

caseinato. con el aque se obtienen resultados similares (57).

Se evaluaron cuatro preparaciones de enzimas proteoliticas :
proteasa Amano—-2A, oroteasa N. HT-proteolytic 200 v papaina 3
primero en base al grado de hidralisis ( nitrdgeno proteinico
soluble) v posteriormente en términos de su especificidad para
la liberaci®n de fenilalanina. Se llead a la conclusion de aue
una sola enzima no permite obtener niveles de fiberacien
suficientes para la implementacidén de la sequnda etapa. 51N
embarago, se preselecciond a la enzima Amano-2ZA va aque ademas de
ser la mas eficiente en la hidrdlisis (mavor liberacicon de
tirosina oor unidad de actividad), es con la aque se loora el
nivel superior de fenilalanina libre : 12 ma fenilalanina / aramo

de proteina, gue corresponde al 21 7 del total (medido por HFLC).
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Las condiciones establecidas Dara‘"la;,hidbélisis;icdn,,ﬁmanc—ﬁh
son:
S=10%z:ess=1%%pH = 60 ¢ T = G0 = v

agitacidn constante.

Se deridid emplear mezclas de proteasas con respecto Amano—
2A vy aungue el arado de hidroelisis fue mavor. la fenilalanina no

aumentd considerablemente. Siendo la mejor combinacien la de

Amano-2a con la oroteasa N : 15 mo fenilalanina / o de proteina.
Se optd por recurrir a una epzima con actividad de
exopeptidas. Entre estas, la mas conocida v de mavor

disponibilidad es la pronasa. Las condiciones dptimas de reaccion
de esta enzima son ¢ ess = 0.1 Z 1 pH = 7.4 1 1 = 40 *C v tiempo

de reaccidn = 24 Horas

En combinacién con la Amano—-2A., se alcanzé a liberar 27.6 mo
de fenilalanina / g de proteina, aque eguivale al Sl.0 7 de la
fenilalanina total. Fara los fines del provecto. esta combinacien
no reswulta adecuada desde el ounto de vista econdmico aunaue st
es apropiada para empblearse como base de 1la secunda etapa del

provecto o sea para la separacidén de la fenlalanina.

Este trabajo fue desarrollado en forma paralela con la
seounda etapa. (separacidn de fenilalanina : S7). oor lo aue los

resul tados fueron inmediatamente incorporados a esta. En  su
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coniunto, el proyecto fue terminade =xitosaments hasienaa s:0o

importante conclusicn - del  proceso ue sevaration, 21 ude

eliminacicn de Tenilalaninma en di1 v Tripeptidos e3s considevaby

For esta razon ng fue Aecesario  racurrlr & 2ichentldasasz, ES¥atal

solamence incrementar la hidrolisis igurapa con Amano-wis Con

de las alternativas analizadas en este trabalo.
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