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RESUMEN

Se hace un analisis, basado en datos en la literatura y de los propios au-

tores, de los posibles mecanismos cinéticos de destruccion térmica de los inhi-
bidores de tripsina (IdT). Se sugiere que la cinética de primer orden rige el
mecanismo de destruccion. También se demuestra que el efecto de la tempe-
ratura sobre la constante de la velocidad de reaccion, para la destruccion
térmica de los IdT, puede ser cuantificado en términos de la ecuacion de
Arrhenius. Los datos cinéticos se utilizaron para ejemplificar la optimizacion
de un proceso térmico, maximizando la destruccion de microorganismosy de
los IdT, y minimizando la destruccion de un nutriente.

Manuscrito modificado recibido: 19—5~83.

1

Profesional de Investigacion, Fundacion CIEPE (Centro de Investigacio-
nes del Estado para la Produccion Experimental Agroindustrial), Apar
tado 100, San Felipe, Yaracuy, Venezuela, a quien debe dirigirse cual-
quier correspondencia relacionada con este trabajo.
Profesor Asociado de Ingenieria de Alimentos, Universidad de Illinois,
Urbana, Illinois 61801, Estados Unidos de América.



VOL. XXXl (DICIEMBRE, 1983) No. 4 903

Ademas, se discuten los métodos de analisis de actividad de los inhibi-
dores, haciendo especial énfasis en el método oficial de la AACC. Se demues-
tra que el método original para el calculo de la actividad de los IdT no es
correcto ni apropiado, como tampoco lo son varias recientes modificaciones.
Con miras a resolver esta situacion, los autores desarrollaron un modelo me-
canistico para representar las reacciones quimicas que ocurren en el analisis
de los IdT. Tambiéen se probo que este modelo resuelve los problemas de
cilculo e incertidumbre que se han encontrado en el método original o sus
modificaciones. Por Gltimo, se presentan sugerencias pricticas para la apli-
cacion del método de calculo propuesto.

INTRODUCCION

Aun cuando las caracteristicas nutricionales de los productos
de soya son de mucha importancia, esos productos contienen
substancias que podrian producir efectos adversos al ser consumi-
dos por animales o por el hombre. En efecto, se ha demostrado
que un incremento en el valor nutritivo de los productos de soya
es paralelo a la destruccion de la actividad de los inhibidores de
tripsina (IdT), los que tienen la caracteristica de inhibir la activi-
dad de ciertas enzimas proteoliticas (1, 2). Las propiedades fisicas
y quimicas de los IdT en productos de soya, su modo de accion,
sus efectos fisiologicos, y su posible significado en la nutricion
animal y humana, han sido ampliamente comentados por diversos
autores (1-6). Sin embargo, se ha dado menor énfasis a las razones
cinéticas que ocasionan la destruccion térmica de los inhibidores.
Por otro lado, la literatura revela que relativamente pocos autores
se preocupan por la idoneidad de los métodos de analisis de 1a ac-
tividad de los IdT.

En el trabajo aqui descrito se efectia una discusion de los
posibles mecanismos cinéticos que gobiernan la destruccion térmi-
ca de los inhibidores de tripsina, en productos de soya. También
se discuten los métodos de andlisis y de calculo de la actividad de
los IdT, y se emiten sugerencias en cuanto a su uso en casos especi-
ficos. Sobre todo, se llama la atencion hacia el método de cilculo
oficial de la AACC, y se presenta una alternativa que, a juicio de
los autores, es mas adecuada que el método original.
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CINETICA DE DESTRUCCION TERMICA DE LOS INHIBIDORES
DE TRIPSINA (IdT)

La destruccion térmica de los inhibidores de tripsina (IdT)
depende de la temperatura, tiempo de calentamiento, tamafio de
particulas y estado fisico del producto, asi como de las condicio-
nes de humedad (4), y de la presencia de dcidos y bases (1,7). La
inactivacidon de los IdT en granos de soya se puede lograr por coc-
cibn en autoclave durante 15-20 min a 15 psig; por inmersion en
agua hirviendo (7, 8); o por coccién en vapor a presion atmosfé-
rica; el grado de inactivacion depende grandemente de la humedad
del grano antes del tratamiento (8-11). Ademas, la inactivacion se
acelera mediante la adicion de bases durante el procesamiento, y
se retarda por la adicion de acidos (7).

Los productos de soya en forma de harina han sido tratados
por diversos métodos, siendo el mis utilizado el calentamiento con
vapor vivo (1, 12-14). La actividad de los IdT se reduce un 900/o
con un tratamiento de 20 min con vapor a 1000C,

Una tecnologia de gran efectividad y versatilidad para el pro-
cesamiento de productos solidos de soya, es la extrusion/coccion
a altas presiones y temperaturas. En general, a mas altas humeda-
des de extrusion se requieren mas cortos tiempos de residencia
para lograr grados equivalentes de destruccion de los IdT, tanto en
granos o harina de soya, como en mezclas de soya con cereales
(15-17). La destruccion de los IdT obtenida puede ser hasta de
1000/0 (15).

En el caso de extractos acuosos de soya, de 5 a 10 min de
coccion en el autoclave son suficientes para obtener 900/o de inac-
tivacion, a 1210C (18, 19). Un tratamiento consistente en remojo
en agua a 40C por un periodo de 10 a 12 hr, un escaldado por 3
min a 900C, y una molienda hiimeda por 5 min inmediatamente
después del escaldado, reduce el contenido de los IdT en un 6290/o0
(11, 20). El procesamiento a 1150C (de 15 a 20 min) en autocla-
ve estacionario, de extractos acuosos de soya envasados en reci-
pientes metalicos, produce un 1000/0 de inactivacién de los IdT
(21). Si se usa un autoclave giratorio, se obtiene un 950/o de
destruccion en solo 3 min de tratamiento (11). La inactivacion de
los IdT en extractos acuosos de soya procesados a temperaturas
ultra altas (UHT), ha sido estudiada por Al-Kishtaini (11) y Kwok
(22), usando un intercambiador de calor tubular; por Johnson
et al. (23), usando infusion de vapor; y por Cuevas, Cheryan y
Porter (24) usando un intercambiador de superficie raspada. A
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temperaturas de mas de 1400C, el tiempo de retencién para inacti-
var al menos 900/0 de los IdT, es del orden de 1 min.

A pesar que el tratamiento térmico se usa cominmente para
preparar productos de soya, poco se sabe acerca de las reacciones
que sufren las proteinas en los casos de calentamiento de los pro-
ductos (25). Sin embargo, la informacion disponible en la literatu-
ra cientifica, y los trabajos de los propios autores, permiten esta-
blecer ciertas ideas acerca de los mecanismos cinéticos que gobier-
nan las reacciones de destruccion térmica de los inhibidores de
tripsina.

Existen dos posibles 6rdenes de reaccion: cinética de cero
orden, y cinética de primer orden. Segin Wolf et al. (26), 1a ciné-
tica de cero orden (en que la velocidad de reaccion es independien-
te de la concentracion de las especies que reaccionan) puede des-
cribir la inactivacion térmica de los IdT. Dichos autores sugieren
que los resultados de Borchers, Ackerson y Sandsted (27) indican
una cinética de cero orden, con una constante de reaccion de 0.16
(unidades/unidad de muestra/min a 800C). Sin embargo, los datos
de estos ultimos para harina de soya desgrasada, corresponden a un
tratamiento en autoclave, lo que podria incluir el tiempo de calen-
tamiento y el tiempo de enfriamiento. Estos tiempos podrian con-
tribuir de manera importante al efecto térmico global del proceso,
en el caso de alimentos solidos, los cuales son calentados por
mecanismos de conduccion de calor. Ademas, los datos de
Borchers, Ackerson y Sandstedt (27) para temperaturas entre
1000C y 115.50C, no tienen en cuenta tiempos menores de 10
min. Otros autores (12-14) han informado que con vapor se ob-
tiene un 900/0 de destruccidon en un maximo de 20 min. Por lo
tanto, el analisis de los resultados de Borchers et al. (27) debe
hacerse con cautela, y no de manera concluyente. Se ha encontra-
do, asimismo, que la cinética que gobierna la velocidad de inacti-
vacion de los IdT a 980C cambia progresivamente de cero a primer
orden, si el pH de los extractos acuosos de soya se cambia de 6.8
a99.

La otra posibilidad es que la cinética de destrucciéon de los
IdT por calor sea de primer orden, es decir, que la velocidad de
reaccion sea proporcional a la concentracion de una de las subs-
tancias en reaccion. Silos datos de destruccion térmica de los IdT
(porcentaje de retencion de IdT y tiempo de calentamiento a una
temperatura dada) se grafican en coordenadas semilogaritmicas, se
obtienen lineas rectas, lo que también aplica a los datos de varias
fuentes bibliogrificas (11, 12, 19, 22). La Figura 1 muestra algu-
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FIGURA 1

Destruccion térmica de inhibidores de tripsina en productos de soya

nos casos. Lo mismo demostraron Johnson et al. (23), 1o que in-
dica que la cinética de primer orden si puede describir la reaccion
de inactivacion por calor de los inhibidores de tripsina.

Conviene recordar que hay mas de un tipo de inhibidor, y
que cuando una pequefia cantidad de actividad de IdT se detecta
en muestras tratadas térmicamente, la actividad residual puede
deberse al inhibidor del tipo Bowman-Birk. Este tipo de inhibidor
es mas estable ante los tratamientos térmicos que el inhibidor tipo
Kunitz (6). Kwok (22) encontrd que al tratar extractos de soya en
agua a temperaturas ultra altas, se vislumbraba la posibilidad de la
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existencia de fracciones de IdT estables al calor, siendo la fracciéon
Kunitz la que primero se destruye. Johnson et al. (23) obtuvieron
los mismos resultados, y lograron establecer que 1a inactividaci6n
de los IdT sigue una cinética de primer orden compuesta. Estos
autores encontraron que al graficar el logaritmo de la actividad re-
sidual de IdT contra el tiempo de tratamiento térmico (a tempera-
tura constante), se obtienen dos porciones rectilineas en la grafica.
Es posible que la primera porcion recta describa la destruccion
(siguiendo cinética de primer orden) del inhibidor tipo Kunitz.
Por ser este inhibidor termolabil, 1a pendiente de la linea es grande,
indicando una rapida reduccion de la actividad de los IdT. La se-
gunda porcion recta, con una pendiente que indica reaccion lenta,
es posterior a la anterior, y podria estar relacionada con la destruc-
cion del inhibidor tipo Bowman-Birk.

El efecto de la temperatura sobre la constante de reaccion
(k) se puede explicar por medio de la ecuaciéon de Arrhenius (28,
29):

K - Ae—OH/RT (1)

en donde k es la constante de reacciéon (min—?!), A es una
constante (el factor de frecuencia de colisiones moleculares),
AH es el cambio de entalpia requerido para la formacion de un
complejo activado de las substancias en reaccion, R es la constante
de los gases ideales, y T la temperatura absoluta.

La Tabla 1 constituye un resumen de los datos cinéticos del
trabajo de Kwok (22), y Ia Tabla 2 corresponde a los datos de
Johnson et al. (23), ambas para el tratamiento de extractos acuo-
sos de soya a temperaturas ultra altas. De la Tabla 1 obtenemos,
por analisis de regresion:

con R?2 = 0.867, y vilida para 366<T<427.6 °K. Por otro
lado, 1a Tabla 2 nos permite calcular:

k = 3.05x1013e —12442.6/T (3)

con R? = 0,978, y vilida para 372< T< 426 °K. Los valores
de la energia de activacion son de 23.4 Kcal/gmol (ecuacion 2), y
de 24.6 kcal/gmol (ecuacién 3). Si se usa la misma metodologia
que para obtener las ecuaciones 2 y 3,y se combinan los datos de
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TABLA 1

PARAMETROS CINETICOS PARA LA DESTRUCCION DE
INHIBIDORES DE TRIPSINA EN EXTRACTOS ACUOSOS DE SOY AP

Temperatura k Dy

oK min ! min
366.5 0.026 88.580
394.3 1.228 1.875
405.4 1.586 1.452
416.5 1.947 1.183
4217.6 2.525 0.912

a Datos obtenidos graficamente de la fuente (22), y por subsecuente ana-

lisis de regresion (31).
pH = 6.5.

TABLA 2

PARAMETROS CINETICOS PARA LA DESTRUCCION DE INHIBIDORES
DE TRIPSINA EN EXTRACTOS ACUOSOS DE SOY A®P

Temperatura k DT

oK min—? min
372 0.073 31.667
394 0.727 3.167
405 1.727 1.333
416 3.455 0.667
427 4.935 0.467
2 Datos obtenidos grificamente de la fuente (23), y por subsecuente ani-

lisis de regresion (31).
b oH- 66.

las Tablas 1 y 2 con los datos de Hacklet et al. (19), Van Buren
et al. (18), y AlKishtaini (11), todos para leche de soya al pH
“natural”, obtenemos (para 15 datos):
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Kk = 5.67x1014e —13822.9/T 4)

con R? - 0.850, y valida para 366<T<428 °K. A partir de la
ecuacion 4 se obtiene la energia de activacion (E,) de 27.4 Kcal/
gmol, y el tiempo de reduccion decimal a 1210C (D, ,;) de
6.84 min. Lund (30) notifica, para los resultados de Hackler et
al. (19), el valor E, = 18.5Kcal/gmol y D; 21 = 13.3 min. Puede
que la discrepancia de estos valores con respecto a los datos obte-
nidos a partir de la ecuacion 4, se deba a diferencias en los méto-
dos usados para el cdlculo de los parimetros cinéticos; al hecho de
que los experimentos en que se basan los resultados no fueron lo
suficientemente controlados como para arrojar datos cinéticos
confiables; o bien al método utilizado para extraer la informacion
de las referencias originales, a fin de realizar los cilculos cinéticos.
En todo caso, los datos de las ecuaciones 2 a 4 sugieren que el
valor de la energia de activacion para la destruccion térmica de los
IdT esta entre 23 y 27Kcal/gmol. Sin embargo, es obvio que la
técnica experimental para determinar los parametros cinéticos se
debe mejorar, a fin de obtener datos confiables y reproducibles.

Una prueba de significacion para la pendiente b, (estimador
de B:1) en el modelo linearizado (ecuaciones 2 a 4), permite con-
cluir que la regresion entre k y T es significativa al 50/o.

En el caso de productos solidos de soya, los datos de Lopez
y Castillo (32) para el calentamiento de granos de soya permiten
estimar K;g00c = 0.0635 min—1, para la destruccion de los
IdT. Los resultados de Rackis, McGhee y Booth (12) y Rackis
et al. (13) indican que k; g goc = 0.093 min—1 para el calentamien-
to por vapor de harina de soya.

De lo comentado anteriormente se deduce que los inhibido-
res de tripsina pueden ser destruidos por diferentes mecanismos,
segin el producto de soya de que se trate, y el tratamiento invo-
lucrado. Cuando un estudio de inactivacion se lleva a cabo, tam-
bién parece conveniente determinar los parametros cinéticos, y no
asumir que los datos obtenidos para otros productos de soya, o
bajo otras condiciones de procesamiento, son aplicables y extra-
polables en todos los casos. Ademas, se concluye que no se puede
asumir que la destruccion de los IdT sigue una cinética de primer
orden en todos los casos. Ello se complica atin mas por la falta de
uniformidad en los resultados que se informan en la literatura con
respecto a la presentacion de datos de destruccion térmica. Algu-
nos autores incluyen el tiempo de calentamiento como parte del
tratamiento, mientras que otros consideran el “tiempo cero’’ como
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el momento en que la temperatura de proceso deseada se alcanza.
Por otro lado, la base escogida para la presentacion de datos (frac-
cion retenida o destruida de IdT) no es consistente de autor a au-
tor; algunos utilizan la concentracion a “‘tiempo cero’’, y otros la
concentracion antes del inicio del periodo de calentamiento; aun
se da el caso en que la concentracion de IdT en los granos de soya
originales se toma como base. Esto resalta la importancia que tie-
ne el escoger una base consistente y acertada para determinar los
parametros cinéticos en la destruccidn térmica de los IdT ( y de
cualquier componente del alimento).

Por supuesto, el desarrollo de los experimentos requiere ex-
tremo cuidado a fin de obtener resultados de valor. Algunos de
los aspectos a considerar han sido comentados por Hill (29) y por
Lenz y Lund (33).

OPTIMIZACION DE PROCESOS TERMICOS EN PRODUCTOS
DE SOYA

Desde el punto de vista de optimizacién de procesos térmi-
cos, el objetivo que se persigue es maximizar la destruccion de los
factores no deseados y, a la vez, minimizar la destruccion de los
factores deseados en el producto alimenticio. Tomemos, por ejem-
plo, el caso de un proceso a temperatura ultra alta (UHT), con el
propdsito de destruir las esporas del Bacillus stearothermopbhilus,
cuyos parametros cinéticos son D; ;0. =1.63 min y z= 8.280C
(34). Se desea obtener un proceso con un F, = 6 min; ademas se
pretende minimizar la destruccion de tiamina, la cual tiene un
D, ,;0¢ = 157 min, y z= 250C, y seglin Mulley, Stumbo y Hunting
(35) se desea también maximizar la destruccién de los inhibidores
de tripsina. Si usamos la ecuaciéon 4, tenemos para los IdT un
D;i530c = 6.84 min, y z= 260C. La Figura 2 presenta la relacién
entre el tiempo de retencién y la temperatura de procesamiento.
Segiin se aprecia, a temperaturas mayores de 1140C, destruiremos
mas rapidamente el microorganismo que el inhibidor, para una
combinacion dada de tiempo y temperatura de proceso. Por ejem-
plo, a 1400C, se necesitan solo 0.5 seg para destruir las esporas de
la bacteria (y obtener un proceso con F, = 6 min), mientras que
para destruir el 900/0 del inhibidor se requieren 80 seg. Por lo
tanto, el disefio del proceso térmico debe estar basado en los IdT
(se puede escoger cualquier otro nivel deseado de destruccion de
los IdT, con base en consideraciones nutricionales). A 1400C
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Destruccion térmica de componentes de extractos acuosos de soya, a tempe-
raturas ultra altas (UHT)

necesitariamos aproximadamente 1,600 seg para destruir el 900/0
de la tiamina presente. Dicho de otra forma, la retencion de tiami-
na seria de aproximadamente 939/o, si se procesa 80 seg a 1400C,
destruyéndose el 900/0 de los IdT y pricticamente todas las espo-
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ras presentes. Salta a la vista que en este caso se tomaron tres
factores Ginicamente, pero en otros, de acuerdo a las propiedades
funcionales deseadas y segiin el tipo de producto, se podrian to-
mar otros factores para efectuar la optimizacion del proceso
térmico.

METODOS DE ANALISIS DE INHIBIDORES DE TRIPSINA (IdT)
EN PRODUCTOS DE SOYA

Independientemente del uso y propiedades funcionales de los
productos de soya, de la tecnologia de procesamiento utilizada, y
de la estrategia para la optimizacion de procesos y productos, para
determinar los factores antinutricionales es indispensable contar
con técnicas analiticas adecuadas. Tal el caso de los inhibidores de
tripsina. En algunas circunstancias, los niveles residuales de 1dT
pueden ser bajos y, por lo tanto, dificiles de determinar. Ademas,
la amplia gama de productos basados en soya que es posible obte-
ner, exige la existencia de métodos ad bhoc, segiin sea el caso.

La Tabla 3 presenta los métodos mas aplicados en el anilisis
de la actividad de los IdT de la soya y sus productos. La base co-
mun de estos métodos radica en la determinacion de la actividad
de la tripsina frente a un substrato, en presencia y en ausencia del
producto que contiene los inhibidores provenientes de la soya.
Los substratos utilizados para determinar la actividad de la tripsina
pueden ser (36-38): a) proteinas denaturalizadas (hemoglobina,
gelatina, caseina); b) los ésteres y amidas de lisina y arginina
(benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida, (el isomero L); N-benzoil-L-
arginina etil éster; N-benzoil-L-argininamida; N-benzoil-L-arginina-
B-naftilamida; p-toluenosulfonil-L-arginina metil éster; L-lisina-
p-nitroanilida). La tripsina hidroliza uniones en que el grupo car-
boxilo de la lisina o de la arginina esté presente.

La actividad de los IdT puede ser expresada como unidades
de tripsina inhibidas por unidad de peso de referencia (UTI/g de
muestra; UTI/g de proteina; UTI/g IdT), o bien en términos de los
inhibidores (IdT/g de muestra). En cualquiera de los casos, se
debe partir de la respuesta analitica del método usado (densidad
optica, por ejemplo), para calcular y obtener una expresion de la
actividad de los IdT.



TABLA 3

METODOS DE ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LOS INHIBIDORES DE TRIPSINA DE LA SOYA

Autor y referencia

Afno Substrato

Respuesta analitica®

Expresion para
actividad de IdT?

Muestra

Kunitz (39)
Kunitz (39)°¢

Borchers, Acke éson &
Sandstedt (27)

Green (40)®

Van Buren et al.
(18)8

Sambeth, Nesheim &
Serafin (41) y Simons &
Liener (42)h

Collins & Sanders
(43y

1947  Caseina®

1947 Gelatina
1947 Hemoglobina
1953  BAEES

1964 Gelatina

1967y BAPAl
1969

1976  TAMEX

Densidad optica a A
280 nm

Neutralizacion de
COO -y titulacion
con HCI

Densidad optica a
578,691, 6 730-750
nm

Densidad optica a
254 nm

Tlem&)o de incubacion
a 98"F para que la ge-
latina no gelifique a
320F

Densidad optica a
410 nm

Densidad optica a
247 nm

UTI= D.O. muestra sin
IdT - D.O. muestra con
14T

UTI = mEq muestra sin
1dT - mEq muestra con
14T

UTI = D.O. muestra sin
IdT - D.O. muestra con
1dT

Moles de BAEE hidroli-
zados en presencia de
T

Retardacion del tiempo
de incubaci6n en pre-
sencia de IdT

UTI= D.0. muestra sin
IdT - D.O. muestira con
T

UTI= D.0. muestra sin
IdT - D.O. muestra con
IdT

IdT cristalizado de
harina de soya

1dT cristalizado de
harina de soya

Extractos de hari-
na de soya

1dT cristalizado de
harina de soya

Leche de soya

Extractos de hari-
na, leche de soya,
e 14T cristalizado
comercial

Soya en grano, sus

fracciones y aguas
de lavado

2 En base a las condiciones del andlisis. b Kakade, Simons & Liener (42) modificaron este método. ¢ Kwok (22) y Baker & Mus-
takas'(7) modificaron este procedimiento. d Busado en el método de M. L. Anson, J.Gen. Physiol., 22: 79, 1939, descrito por Rlck
(36); usado por Wallace, Banatyne & Khaleque (21) en leche de soya. € El método para tripsina fue descrito por Rick (36). f

benzoil-L-arginina-etil éster (hidrocloruro). £ Basado en el método de E. M. Learmonth, J. Sci. Food Agr., 3: 54, 1952, para harma
de soya. D Basado en el método de Erlanger, Kokowsky & Cohen (44) para tripsina, con BAPA como substrato. Modificado por
Rackis et al. (45) y por Kakade et al. (46), originando el método oficial de la AACC (47). i Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (hi-
drocloruro). § Basado en el procedimiento de B.C.K. Hummel. Can. J. Biochem. Physiol., 37: 1393, 1959, para tripsina, .con

TAME como substrato.

k p-toluenosulfonil-L-arginina metil éster.
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DISCUSION DEL METODO DE ANALISIS DE LOS INHIBIDORES
DE TRIPSINA APROBADO POR LA AACC

El trabajo de Erlanger, Kokowsky y Cohen (44), usando ben-
zoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPA) como substrato, dio origen
al metodo oficial de la AACC (47) para la determinacion de la ac-
tividad de los inhibidores de tripsina provenientes de la soya.
Numerosos investigadores han utilizado la técnica analitica de
Kakade, Simons y Liener (42) y Kakade et al. (46), en la cual se
basa el método de la AACC (47). Sin embargo, el modo de mane-
jar los datos, sugerido por Kakade et al., tiene dos fallas basicas:
a) el primer problema fue observado por Kakade, Simons y Liener
(42) y por Rackis et al. (45). Cuando se grafica UTI/ml contra
ml, tres tipos de curvas se encuentran frecuentemente. El primer
caso es la linea recta mostrada en la Figura 3. Kakade et al. reco-
mendaron que la actividad de los IdT sea expresada en términos
de “‘cero ml” de la alicuota conteniendo 1a muestra, lo cual se ob-
tiene por extrapolacion de la curva de UTI/ml contra ml, hasta el
valor correspondiente a cero ml. La Figura 3 también muestra este
método de calculo: el punto en el cual Ia linea extrapolada inter-
cepta el eje de las ordenadas se toma como el valor “verdadero’” de
UTI/ml. El segundo caso es una distribucion casi horizontal de
puntos (no necesariamente una linea recta), que segiin Kakade y
colaboradores se resuelve dibujando arbitrariamente una linea rec-
ta horizontal. El tercer caso, que es una curva con un maximo, o
aun con un minimo, segiin Smith et al. (48), se resuelve tomando
el promedio de todos los puiitos. Evidentemente, no se cuenta
con un método uniforme y objetivo para manejar los resultados
del analisis, y es obvio que esto trae consigo incertidumbre en
cuanto a los valores obtenidos de la actividad “verdadera” de los
1dT.

b) El segundo problema es que el concepto de extrapolacion
hasta cero ml de alicuota es incorrecto desde el punto de vista ma-
tematico, ya que los datos experimentales que se exponen en la
Tabla 4, muestran (y por logica se hace necesario) que si el tamafio
de la alicuota tiende a cero (ml —> 0), las UTI tienden a cero
(UTI — 0). Esto implica que, conforme ml — 0, UTI/ml — o
si UTI # 0; alternativamente, si UTI = 0, UTI/ml — 0. Un anali-
sis de los datos de la Tabla III de Kakade, Simons y Liener (42),
muestra que hacer el tamaiio de la alicuota mas y mas pequeiio
(mI—>0), hace que UTI/ml sea cada vez mayor (UTI/ml— ).

Sin embargo, al graficar los datos de la manera sugerida por
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FIGURA 3

Tipos de curvas obtenidas en el analisis de IdT por el método de Kakade et al.
(46). Tomado de Omosaiye (49). VCRI y R5 son flujos en la ultrafiltracion
de extractos de soya

Kakade et al. (42, 46) (Figura 3), fuerza los datos a que intercep-
ten el eje de las ordenadas en un valor finito, diferente de cero, lo
cual no cumple con las condiciones matemaéticas arriba expresadas.
De hecho, las pendientes de las lineas, y por lo tanto el intercepto
(y el valor “verdadero” de la actividad de los IdT), dependerin de



TABLA 4

EFECTO DEL TAMANO DE LA ALICUOTA (ml) DE LA MEZCLA DE ANALISIS,
SOBRE LA ACTIVIDAD DE LOS 1dT

Muestra de soya D2 Soya enterab Inhibidor comercialb
Volumen de Volumen de Volumen de
alicuota, D.0° UTI YL ajcuotay, D.0. UTI UYL alfcuota, D.0. vutt YIL
ml mi ml ml ml ml
0 0.480 - - 0 0.430 - - 0 0.435 - -
0.2 0.384 9.6 48.0 0.6 0.268 16.2 27.0 0.6 0.325 11.0 18.33
0.4 0.283 19.7 49.2 0.8 0.232 19.8 24.75 1.0 0.255 18.0 18.00
0.6 0.197 28.3 47.2 1.0 0.202 228 22.80 1.4 0.176 25.0 18.50
0.8 0.129 35.1 43.9 1.2 0.176 25.4 21.20 1.8 0.097 340 18.80
1.0 0.078 40.2 402 1.4 0.165 26.5 18.90
1.6 0.157 27.3 17.10
1.8 0.156 27.4 15.20

2 Tomado de Kakade, Simons & Liener (42).
Tomado de Omosaiye (49).
Densidad &ptica.
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varios factores, entre ellos el ntimero de alicuotas, el intervalo en-
tre las alicuotas, la cercania de las alicuotas utilizadas al valor de
cero ml, el método grafico utilizado, etc.

El método de Kakade et al. (42, 46) presenta otro aspecto
problematico. Cuevas (50), al tratar de calcular la “‘verdadera” ac-
tividad de inhibidores de tripsina usando el método de Kakade
et al. (46), observd que los resultados presentaban cierto compor-
tamiento, segn habian también encontrado Kakade, Simons y
Liener (42). Al incrementar la concentracion de la substancia que
contiene al inhibidor en la mezcla de ensayo, no se obtenia el in-
cremento correspondiente en el nivel de inhibicion. Este fenome-
no, seglin se muestra en la Tabla 4, corresponde a dos grupos de
datos de la literatura. Por ejemplo, Kakade, Simons y Liener (42),
encontraron que el hecho de aumentar el nivel del extracto de
soya en la mezcla reactiva, desde 0.2 hasta 0.8 ml, no indujo nin-
gin incremento en las unidades de inhibidores de tripsina, sino que
ocasion6 que las unidades de inhibicion por ml decrecieran, es
decir, que no permanecieran en una tendencia constante de creci-
miento. Los datos de Omosaiye (49) para soya entera (Tabla 4),
también acusan tendencias similares.

La obtenciéon de resultados decrecientes de UTI/ml al incre-
mentar el tamafio de la alicuota puede deberse a diversas causas,
caracteristicas de las reacciones catalizadas por enzimas. Por
ejemplo, es posible que se desarrolle alguna forma de competencia
entre el substrato sintético (BAPA) y algunas proteinas (diferentes
a los propios inhibidores), por la tripsina. En otros términos, aun-
que el extracto de soya (o cualquier otra muestra que contenga
proteinas) no posea actividad de inhibidores de tripsina, el analisis
podria mostrar una ligera actividad “inhibitoria’> debido a esta
competencia. Por lo tanto, al incrementar el tamafio de la muestra
en la mezcla de ensayo, no so6lo aumenta el contenido de los IdT,
sino también el contenido de las proteinas competitivas. Ello re-
sulta en una actividad neta menor que la que se atribuiria a los
inhibidores por si mismos.

Esto explicaria la diferencia entre los resultados obtenidos
para soya y los resultados para el inhibidor comercial purificado
(Tabla 4). El inhibidor comercial no contiene proteinas competi-
tivas, y por consiguiente, el valor de UTI/ml permanece constante
en un amplio rango del tamafio de la alicuota.

Otra posible explicacion de las desviaciones del comporta-
miento linear de la actividad de los IdT con respecto al tamafio de
la alicuota de ensayo, es la disociacion del complejo inhibidor de
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tripsina-enzima, de acuerdo con lo propuesto por Green (40).
También es plausible pensar en que diferentes mecanismos cinéti-
cos podrian intervenir en la reaccibn, segiin el tamafio de la ali-
cuota usada, lo que podria abrir la posibilidad de que la reaccion
dependa de la concentracion de alguna de las substancias pre-
sentes.

MODIFICACIONES AL METODO DE LA AACC (45) PARAEL
ANALISIS DE LOS DATOS Y EL CALCULO DE LA ACTIVIDAD
INHIBITORIA

Se han realizado varios intentos para resolver los problemas
encontrados por Kakade et al. (42, 46), también discutidos por
Rackis et al. (45), y analizados en la seccion anterior. Las modifi-
caciones consisten esencialmente en: a) usar solo una alicuota,
por ejemplo 1 ml de extracto de la muestra (48), o 2 ml (51); el
método oficial de la AACC (47) indica obtener una suspension o
extracto de la muestra por analizar, y diluir esta suspension a fin
de que 1 ml produzca una inhibicion de 400/0 a 60°/o, para
luego realizar el analisis en porciones de 0, 0.6, 1.0, 1.4,y 1.8 ml
de la suspension diluida. b) Usar un porcentaje fijo de inhibicion,
por ejemplo 359/0, como lo proponen Egberg, Potter y Honold
(52), o 500/0 (Johnson et al. (23)) para expresar la actividad de
los inhibidores de tripsina (en lugar de usar la actividad obtenida
extrapolando a cero ml de extracto, o tomando un valor prome-
dio, como sugiere el método de la AACC).

Egberg, Potter y Honold (52) usaron un método semi-auto-
matico y una ecuacion polinomial de 20 grado para calcular, a
partir de la densidad optica, la concentracion de tripsina para cada
dilucion; este valor sirve entonces para estimar la actividad especi-
fica de los IdT, independientemente del efecto del nivel de dilu-
cion. No obstante, dichos autores toman como referencia (arbi-
traria) un 350/0 de inactivacion de la tripsina, en lugar de extra-
polar a 00/o de reduccién de la actividad (como se indica en el
método de Kakade et al.). Por lo tanto, Egberg, Potter y Honold
(52) simplemente evitan el problema de la extrapolacion tomando
otro camino, igualmente arbitrario. Por otro lado, Smith et al.
(48) sugieren la siguiente alternativa: estimar la actividad de los
IdT equivalente al rango de 400/0—600/0 de inhibicidén (tal como
lo sugieren Kakade et al.), preferiblemente 500/0, basado en una
sola alicuota de 1 ml (y no en una serie de diluciones, como se
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indica en el método de la AACC). Esta alternativa, sin embargo,
también ignora el hecho de que la densidad 6ptica obtenida depen-
de del tamaiio de la alicuota de la muestra usada en el andlisis. Es
obvio que varios tamatfios de la alicuota implican mais trabajo expe-
rimental, pero es el inico camino a seguir para tomar en considera-
cion el efecto del tamaiio de 1a muestra. Por lo tanto, en el presen-
te trabajo se considera que la alternativa de Smith et al. (48)
tampoco es adecuada. Otras modificaciones (a nivel de laborato-

rio) al método de Kakade et al. (42, 46) son las siguientes: Chu-
rella, Yeo y Thomson (53) modificaron el método (42) para usarlo
en muestras liofilizadas de extractos de aislados de soya y de for-
mulas infantiles, teniendo en cuenta la actividad inhibitoria de
varias diluciones de los extractos liofilizados. Stewart (54) descri-
bi6 un método para el anilisis automatizado (en un Technicon
Autoanalyzer, Technicon Sampler II) de los inhibidores, basado en
el trabajo de Erlanger, Kokowsky y Cohen (44). El principio del
método es similar al de Sambeth, Nesheim y Serafin (41) y Kakade,
Simons y Liener (42), pero el substrato usado es el isdmero L-
BAPA, ya que el DL-BAPA precipitaba en el equipo. El método
fue utilizado sélo para IdT comercial. Egberg, Potter y Honold
(52) automatizaron el método de Kakade et al. (46), para su uso
en proteina texturizada de soya.

A pesar de todas estas modificaciones, las fallas del procedi-
miento para calcular la actividad de los IdT siguen vigentes. Con
miras a resolver los problemas y fallas del método de cilculo de la
actividad de los IdT (42, 46), y para impartir al analisis de esta
actividad una base matematica y bioquimica mas sélida, a conti-
nuacion se recomiendan algunas modificaciones en lo concerniente
a la manipulacion de los datos (50). El objetivo altimo del analisis
es obtener la concentracion de los IdT en el extracto, expresada
adecuadamente (UTI/gr, UTI/ml, IdT/gr, etc.). Los datos deben
ser tratados como UTI directamente, es decir, en términos de den-
sidad oOptica, o de la diferencia entre la densidad o6ptica del estan-
dar de tripsina (cero ml de extracto en los tubos de ensayo) y la
densidad dptica de la alicuota de 1a muestra. En otras palabras, se
debe graficar UTI contra ml de extracto en el analisis, siendo asi
posible obtener la pendiente de 1a curva para valores del volumen
de la alicuota (ml) cercanos a cero. Un ejemplo de dicha grifica
se presenta en la Figura 4, para diferentes muestras de soya y para
el inhibidor purificado (véase Tabla 4 y Figura 3). Hammerstrand,
Black y Glover sugieren un tratamiento similar (51). Sin embargo,
estos investigadores sugieren que se tome la porcion recta de la
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— Harina de soya A
A — Harina de soya B
o — Harina de soya C
x — Muestra de soya D
50 4 O~ Inhibidor comercial
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®— Soya SRF - |50

Unidades de tripsina inhibidas (UTI)

Volumen de extracto (mi)

FIGURA 4

Actividad de los inhibidores de tripsina en varios productos de soya (véase
Tabla 1 para consultar fuentes de datos)

grifica (o su extension), y de ahi se obtenga la actividad de los
IdT. - Ademas, sugieren el uso de una sola alicuota para el andlisis.
Los autores del presente trabajo creen que es méas correcto tomar
la pendiente inicial de la curva (pendiente cuando ml—0), usando
varias alicuotas, desde 0 ml hasta 2 ml, en intervalos de 0.1 6 0.2
ml. El valor de la pendiente cuando ml—0 se puede obtener gri-
ficamente, pero es mis correcto usar un modelo matematico. Este
puede ser de tipo empirico (basado puramente en métodos de re-
gresion), o de tipo mecanistico (basado en consideraciones tedricas
acerca de los posibles mecanismos bioquimicos que la reaccion
presenta, y cuyos parametros se obtienen también por regresion).
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MODELO MECANISTICO PARA EL CALCULO DE
LA ACTIVIDAD DE LOS INHIBIDORES DE TRIPSINA

Un modelo mecanistico trata de explicar matematicamente,
asumiendo ciertos hechos, un fendbmeno bajo estudio. Se realiza
asi un anilisis basado en la teoria y en la experiencia disponibles.
en relacion al caso estudiado, y se propone una ecuaciéon diferen-
cial. Esta ecuacion expresa la ley fisica que posiblemente gobierna
el fendmeno, e incluye los hechos que fueron asumidos. Al resol-
ver esta ecuacion (con la cual también se deben postular las condi-
ciones limite o de frontera), se obtiene una expresion que relacio-
na a las variables dependientes con las variables independientes in-
volucradas en el fendOmeno.

El caso de la determinacidon de la actividad de los inhibidores
de tripsina, se trata de una reacci6én biogqurmica. Basindonos en
los posibles mecanismos de reaccion, podemos postular el tipo de
relaciones o leyes cinéticas aplicables. Segiin han demostrado
Erlanger, Kokowsky y Cohen (44), la reaccion de hidrolisis de
DL-BAPA por accién de la tripsina puede ser descrita por la ecua-
cion cinética de Michaelis-Menten. Por lo tanto, la velocidad de
reaccion es de primer orden para concentraciones de substrato [S)
pequefias; y es de cero orden, para concentraciones de substrato
altas (30, 55). En otras palabras, al aumentar [S], el orden de la
reaccion 'disminuye de orden uno (velocidad de reaccion propor-
cional a la concentracion de substrato [S]), a orden cero (veloci-
dad de reaccion proporcional a la concentracion de enzima [E]).
Kakade, Simons y Liener (42) comprobaron que la hidrélisis de
DL-BAPA por tripsina sigue una cinética de orden cero. Ademas,
al analizar muestras de productos de soya, la actividad de los inhi-
bidores de tripsina no sigue un comportamiento linear con respec-
to a la concentracion de los inhibidores (0 més exactamente, al ta-
mafio de la muestra o alicuota analizada). Esto ha sido discutido
anteriormente, La situacién se complica atin més si se tiene en
cuenta que la cinética de la inhibicion corresponde a inhibicién
competitiva (con BAPA como substrato), si los inhibidores presen-
tes son del tipo Bowman-Birk, y a inhibicion no competitiva, si los
inhibidores son del tipo Kunitz (39).

Con estos antecedentes, podemos aseverar que el postular un
modelo mecanistico para la actividad de los IdT, puede que no re-
sulte tan sencillo. Sin embargo, podemos hacer las siguientes obser-
vaciones, que resumen lo comentado antes:

i) al aumentar el tamafio de la alicuota analizada, 1a cual
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contiene cierta cantidad de muestra, la cantidad delos IdT aumen-
ta, y también la de otros componentes del producto de soya que
podrian competir con el substrato BAPA (de hecho, aun el isome-
ro D del BAPA actia como inhibidor competitivo en el sistema
DL-BAPA/tripsina (33) ). Alternativamente, al aumentar la canti-
dad de muestra también podria aumentar el grado de disociacion
del complejo inhibidor/enzima. Todo esto hace que una grafica de
la actividad inhibitoria contra el tamafio de la alicuota (es decir, el
tamafio de la muestra), siga una relacion linear cuando la alicuota
es pequeiia, y una relacion no linear decreciente conforme aumen-
ta el tamafio de la alicuota (Figura 4).

ii) por lo tanto, proponemos que el cambio de la actividad
inhibitoria (es decir, 1a razon de disminucion de la densidad 6ptica
en el anilisis segin el método de la AACC (179) cuando cambia el
tamaiio de la alicuota analizada, es directamente proporcional a la
cantidad o magnitud de actividad inhibitoria aiin por obtener si la
alicuota aumentara hasta tamafios muy grandes (ml—> «).

En términos matematicos, la descomposicion de DL-BAPA
puede ser representada por:

DL-BAPA — PRODUCTOS
A B

(7)

Si no existe inhibicion, la concentracion de productos es
maxima, y esto corresponde al caso en que no existe muestra de
soya presente en la-mezcla de analisis; en otras palabras, si ml =0,
[B] = maximo. La tasa (rate) de disminucion de [B] al aumentar la
alicuota puede expresarse de la siguiente manera:

-d [B] fe 4 [B] - [B]mfnimo (8)
dml

en donde [B] es la concentracion de productos B para una alicuota
de tamaiio “ml”, y [B] minimo €s la cantidad mais pequeiia de pro-
ductos que se puede formar, si se tiene una alicuota suficientemen-
te grande, con gran cantidad de IdT y de otros compuestos con ac-
tividad inhibitoria de tripsina. La ecuacion 8 también nos dice que
la actividad enzimatica disminuird mas ripidamente (si se aumenta
el tamaiio de la alicuota) cuanto mas lejos del minimo de actividad
de la tripsina se encuentran las condiciones de la reaccion (este
comportamiento corresponde a la porcion recta de las curvas en la
Figura 4). Si introducimosuna constanteenlaecuacion 8, obtenemos:
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~9BL L K (Bl — (Blumm) (9)
dml

Puesto que la cantidad de producto B es evaluada épticamente
(47), [B] es proporcional a la densidad 6ptica. Ademas, la defini-
cion de la actividad de los inhibidores de tripsina (unidades de trip-
sina inhibidas, UTI) esta dada por (42, 46):

UTI = (D.O.py -0 — D.O.y) x 100 (10)

Por lo tanto, al manipular mateméaticamente las ecuaciones 9 y 10
obtenemos:

dUTT _ ¢ (M-uT)) (11)

dml

en donde K es una constante (en mi—1) y M es el valor méximo
posible de UTI (correspondiente a [B] im0 ). Los pardmetros K y
M son caracteristicos de cada muestra particular. Las condiciones
matemaéticas para la ecuacion diferencial 11 son:

condicion inicial: paraml = 0, UTI= 0
condicion de frontera: paraml = », UTI = M (12)

Al integrar la ecuacion 11 con las condiciones dadas en la
ecuacion 12, resulta:

UTI = M (1 — e~ Kml (13)

La expresion para UTI dada en la ecuacion 13 satisface la
condicion real del laboratorio, de que si ml = 0, UTI = O, por lo
que puede ser considerado un modelo mecanistico satisfactorio
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(31, 56, 57). La pendiente inicial, que es el valor de UTI/ml para
ml—>0, es:

dUTI
v KM (14)
ml—0

Esto quiere decir que K y M son los parimetros necesarios pa-
ra determinar la actividad ‘‘verdadera” de los IdT; asi, ninguna de
las arbitrariedades sugeridas en el método original (42, 46, 47) o
en las mas recientes modificaciones (48, 51, 52) necesitan ser in-
troducidas. El valor de (dUTI/dml),,;_,q puede ser estimado gri-

ficamente (tomando la pendiente inicial de la grafica de UTI con-
tra ml), pero esto podria acarrear errores de estimacion y aprecia-
cion. Es mds adecuado estimar K y M, lo cual se puede hacer
por regresion no linear, ya sea por el método de las ecuaciones
normales, la técnica de linearizacién, u otros métodos (31). Enel
apéndice® se muestra la aplicacion de las ecuaciones normales para
la obtencion de K y M en un caso especifico. Algunos de los mé-
todos de regresion no linear se encuentran disponibles en paquetes
estadisticos para ser usados en computadoras. Por ejemplo, el
método de Marquardt esta incluido en el paquete SPSS (58), v en
la libreria IBM; los paquetes BMDP y SAS también cuentan con
programas para regresion no linear (31). La Tabla 5 presenta valo-
res de K y M, obtenidos usando el paquete SPSS, para algunos
resultados de la literatura y de los autores. La Tabla 6 muestra
una comparaciéon de los valores de la actividad ‘‘verdadera” de los
IdT, para las muestras de la Tabla 5, obtenidos por el método tra-
dicional (47), y por el procedimiento basado en el modelo meca-
nistico sugerido en este trabajo. Aunque para las muestras selec-
cionadas las diferencias no son muy grandes, éstas se acentian de
un investigador a otro (debido a lo arbitrario del método de
calculo original), y podrian ser significativas si se expresan como
UTI/mg sélidos, tomando en cuenta las diluciones hechas en el

3 Elapendice esta disponible, previa solicitud al Dr. R. Cuevas.



VOL. XXXl (DICIEMBRE, 1983) No. 4

TABLA 5

925

VALORES DE LOS PARAMETROS M, K EN LA ECUACION 13

OBTENIDOS POR REGRESION NO LINEAR*

Muestra M K SCM**

Harina de soya A® 89.0639 0.79920 1.5589
Harina de soya B' 1682.7550 0.02746 2.9154
Harina de soya C? 86.7379 0.50360 10.5530
Muestra de soya D? 80.5936 0.70280 1.6932
Soya entera® 32.2499 1.18154 3.3675
Soya entera® 136.0450 0.13762 6.6633
Extracto de soya® 60.0490 0.52760 0.0270
1dT puro® 947.3110 0.01966 1.2059

* Monlinear Program, Robinson (58).

**  Suma de cuadrados = Z(UTL, —f; (ml, M, K))? minimizada.

i
Rackis et al. (45).
Kakade, Simons y Liener (42).

Cuevas (50), soya variedad SRF-150.

N b W N e

MO., EUA.

Omosaiye (49), soya variedad Bonus 75.

Omosaiye (49), inhibidor tipo 1-S de Sigma Chemical Co., St. Louis,

anidlisis. Con el método de calculo introducido en este trabajo, no
solo se evita la incertidumbre y arbitrariedad al extrapolar a cero
ml, o al promediar los valores de UTI/ml, sino que también se lo-
gra que el calculo esté basado en un modelo mecanistico. Este
modelo trata de explicar los fendmenos cinéticos que ocurren en
el analisis; por lo tanto, la solidez matematica y bioquimica del

método de calculo esta garantizada.
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TABLA 6

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD “VERDADERA” DE LOS IdT
(EXPRESADA COMO UTI/ml) OBTENIDA POR EL METODO DE
CALCULO ORIGINAL, Y POR EL METODO DEL MODELO

MECANISTICO*
UTI/ml
Muestra Método Método modelo
original mecanistico
Harina de soya A 69.02 71.18
Harina de soya B 46.0P 46.21
Harina de soya C 36.0P 43.68
Harina de soya D 54.00 56.64
Soya entera (Bonus 75) 32.52 38.10
Soya entera (SRF-150) 18.4P 18.72
Extracto de soya 35.12 31.68
1dT comercial 18.4P 18.63

* Véase Tabla 5 para la fuente de datos.
a Obtenido por extrapolacion linear a 0 ml,
Obtenido promediando todos los datos.

SUMMARY

TRIPSIN INHIBITORS IN SOYA—BASED FOODS: CRITICAL REVIEW
OF THE THERMAL DESTRUCTION KINETICS, AND ANALYTICAL
METHODS

The possible kinetic mechanisms for thermal destruction of trypsin
inhibitors (TI) are analyzed in this work, based on literature data and on the
authors’data. The authors suggest that first order kinetics describes the
destruction mechanism. On the other hand, it is demonstrated that temper-
ature effects on the reaction rate constant for thermal destruction of TI can
be quantified in terms of Arrhenius’ equation. The kinetic data are used for
illustrating thermal process optimization, maximizing microorganisms and
TI destruction, and minimizing the destruction of a nutrient.

The analytical methods for TI activity determination are discussed,
with special emphasis on the AACC Official Method. The authors show that
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the original method for calculating TI activity is neither correct nor ap-
propriate. The same can be said about several recent modifications. In order
to solve this situation, the authors developed a mechanistic model, to explain
the reactions occurring in the reaction mixture, when analyzing TI activity.
Furthermore, it is demonstrated in this paper that the model solves the
uncertainties and calculation problems found in the AACC Official Method
and in its modifications. Lastly, some practical suggestions for the applica-
tion of the new calculation method are proposed.
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