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RESUMEN. En la producción de fórmulas hipoalergénicas, bebidas 
fortificadas y nutracéuticos para alimentación especial, se requieren 
ingredientes ideales. En este estudio, se obtuvieron ingredientes 
proteicos por medio de hidrólisis y síntesis enzimàtica con metionina 
a la proteína de soya. La hidrólisis se realizó al 4% (p/v) con enzimas 
pancreáticas porcinas al 4 % (p/p), 50 °C. 6 h y pH 8. El hidrolizado 
seco se resuspendió al 20% íp/v) e incubó con 7.6% de metilésterde 
metionina (p/p), quimotripsina al 1 % (p/p) y glicerol 3 M, 37 °C, 3 h 
y pH 7.0. Antes y después del enriquecimiento (E), el hidrolizado se 
fraccionó en 3 partes por ultrafiltración (UF): FI>10, 10>FII>3 y 
3>FIII>1 kDa. A la proteína nativa y todas las fracciones se les 
evaluaron propiedades funcionales, aminoácidos, factores 
antifisiológicos y antigenicidad; así como calidad proteica y caracte­
rísticas sensoriales a 2 de ellas. La hidrólisis y síntesis modificaron 
las propiedades proteicas y el enriquecimiento se dio en un mínimo 
de tiempo y metionina añadida. Después de la UF, las fracciones 
menores de 10 kDa presentaron solubilidad completa (pH 4 y 7), 
buena claridad y regular capacidad espumante. La FIII-E por su 
calidad nutricia, nulas antigenicidad y actividad antifisiológica, 
puede utilizarse en fórmulas infantiles hipoalergénicas. La F1I-E por 
su composición de aminoácidos es adecuada para fórmulas fortifica­
das solubles y como única proteína en nutracéuticos. La FI. semejante 
al aislado comercial, es utilizable amortizando costos. La Fl-E por su 
contenido de metionina, la estabilidad de su espuma, su actividad 
emulsificante y buen sabor, puede utilizarse en papillas infantiles. 
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SUMMARY. Enzym atic m odification of the functional, 
nutritional and sensorial properties of soy protein for special 
nutrition. Production of new protein-based products for special 
nutrition such as hypoallergenic infant formulas, fortified beverages 
and nutraceutics, require ideal ingredients. Protein ingredients were 
developed by enzymatic hydrolysis and methionine synthesis of soy 
prolein. Hydrolysis was done at 4% (w/v) using porcine pancreatic 
enzymes (4% w/w), 50 °C, 6 h and pH 8. After drying powder was 
resuspended (20% w/v) and incubated with 7.6% (w/w) methionine 
methyl-ester. 1% (w/w) ehymotrypsin and 3 M glycerol. 37 °C. 3h 
and pH 7. Hydrolysates were fractionated by ultrafiltration (UF) 
before and after enrichment (E): FI> 10 ,10>F1I>3 and?>FIII>] kDa. 
Functional properties, amino acid content, anti-physiological factor 
activities and antigenicity were assayed for all the UF fractions and 
the soybean meal. Protein quality bioassay and sensorial test of an 
non-enrichcd fraction and an enriched fraction were performed. 
Functional properties were positively modified by hydrolysis and 
synthesis by using a minimum time and methionine added for the last 
reaction. After UF all the fractions under 10 kDa showed 100% 
solubility (pH 4 and 7), good clarity, acceptable foam capacity and 
negligible antigenicity and antiphysiological activities. Additionally, 
methionine enrichment enhanced their nutritional value, upgrading 
sulfur amino acid requirements for infants and adults. Because 
functionality and nutritional value FIII-E could be used for 
hypoallergenic infant formulas, FII-E for fortified soluble formulas 
and nutraceutics and Fl-E for a semi-solid baby food.
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IN T R O D U C C IO N

En los últimos años han cam biado las tendencias de 
producción de alim entos. Estos cambios van desde la sustitu­
ción de ingredientes para el m ejoram iento y eficiencia de 
procesos tecnológicos hasta el diseño de productos realmente 
novedosos. Las características de algunos alimentos nuevos 
los hacen más accesibles a los consumidores; otros, se han 
desarrollado para nutrir a personas con necesidades especia­
les. Son ejem plos de la nueva tecnología de producción de 
alimentos basada en «ingredientes ideales», las fórmulqs 
infantiles hipoalergénicas, las bebidas fortificadas para adul­
tos y los nutracéuticos.

En esta nueva era, las proteínas siguen siendo prim ordia­
les. El desarrollo de nuevos productos proteínicos «ideales» 
ha motivado al especialista en alimentos a buscar alternativas 
para obtener proteínas con buenas propiedades. La reacción 
plasteínica es un ejem plo de esta nueva tendencia, la cual 
permite el “m oldeo” de proteínas de calidad interm edia y bajo 
co s to , h id ro liz á n d o la s  y u n ié n d o le s  a m in o á c id o s  
cov alentemente ( 1,2). Esta tecnología enzim àtica, se basa en 
la capacidad que tienen las proteasas de actuar no sólo como 
hidrolasas sino también com o transferasas (3). Esta m odifica­
ción proteica ya se había intentado en alimentos en la década 
de los 70's, en el afán de cubrir la supuesta necesidad de 
proteina de alta calidad nutritiva (4). Ahora, se ha recuperado



la idea por la accesibilidad de los procesos tecnológicos 
modernos que la abaratan. De este modo, se está utilizando 
para la obtención de péptidos terapéuticos y edulcorantes, 
tales como el Aspartame® ( (3).

Parte de la tecnología de modificación enzimàtica, se usa 
ya en las fórm ulas in fan tiles h ipoalergénicas que son 
hidrolizados de proteínas de leche de vaca . Uno de los 
problemas de este tipo de productos es la falta de control del 
tamaño de los péptidos (5); locual ocasionarespuestas alérgicas 
en lactantes con hipersensibilidad (6). Además, las fórmulas 
infantiles hipoalergénicas son dem asiado caras.

Por otra parte, las bebidas fortificadas com o Ensure® o 
Sustacal®, para personas con problemas de m ala absorción 
como los de la tercera edad, aunque contienen proteínas de 
buena calidad, no tienen nada especial que perm ita que se 
digieran o absorban mejor. Tam bién este tipo de productos 
resulta caro, especialm ente en los países em ergentes en donde 
no se fabrican.

Así, se están im portando a los países de Am érica Latina 
dosclases de productos: las fórmulas infantiles hipoalergénicas 
y las bebidas para personas con problem as de m alabsorción, a 
un costo dem asiado elevado. Es por ello que los sistemas de 
seguridad social y los particulares tienen problem as para 
mantener este tipo de alimentación. El reto para la industria es 
producir proteínas con las características más adecuadas y a 
menor costo, para formular estos productos, no sólo para 
consumo local, sino para sustituir algunos de los existentes en 
el mercado internacional. Para ello, se propone la m odifica­
ción en z im à tica  de p ro te ín a  de so y a  de bajo  costo , 
en riquec iéndo la  con m e tio n in a  y fracc io n án d o la  por 
ultrafiltración. De esta forma, se lograrán péptidos de tamaño 
definido, con concentraciones adecuadas de am inoácidos y 
con propiedades fisicoquím icas ideales paralaform ulación de 
productos nutritivos y agradables a los sentidos de las perso­
nas con necesidades nutricias específicas.

M ATERIALES Y M ETODOS  

M ateriales
Se usó pasta de soya (Gam esa, S.A .) con un tamaño de 
partícula semejante al de una harina com ercial, con una 
concentración de proteína 46.3%  y 9.5%  de humedad. Para la 
hidrólisis se utilizó un concentrado enzim àtico de páncreas de 
cerdo obtenido en el laboratorio (7), con actividades de tripsi na 
y quimotripsina de 12.2 x I0 '^  y 6.9 x 10'^  pg de p-nitroanilida/ 
min/mg de concentrado, respectivam ente. Para la síntesis 
enzimàtica se utilizó a-quim otripsina tipo II de páncreas 
bovino (Sigm a Chemical Co. St. Louis, MI.).

Hidrólisis y síntesis cnzim áticas
La hidrólisis y síntesis se realizaron de acuerdo a las 

condiciones obtenidas en un trabajo previo, utilizando un 
concentrado enzim àtico de páncreas porcino para la prim era y

quim otripsina com ercial para la síntesis (7). Brevemente, la 
concentración de pasta de soya para la hidrólisis fue de 4% p/ 
v y la relación enzim a/sustrato de 4% p/p, a 50 °C durante 6 h, 
manteniendo el pH a 8 e inactivando al final a 85 °C por 15 
min. Finalm ente, se deshidrató el producto por aspersión 
(LAB S l/W O  21086 de APV A nhydro Inc., A ttlcboro Falls. 
Mass.), con tem peraturas de entrada y salida de 200 y 90 °C, 
respectivamente.

Para enriquecer el hidrolizado con m etionina, so utilizó 
una concentración de 0.07585 g de metil éster de m etionina 
(M E-M et)/gde hidrolizado (0.05666 g de M et/g), una concen­
tración del hidrolizado de soya de 20% (p/v), una relación de 
quim otripsina/sustratode 1/100 p /p y  glicerol 3 M .L a  mezcla 
se incubó a 37°C a pH 7.0, durante 3 h para posteriorm ente 
inactivarsea 85° por 15 min. La remoción total de am inoácidos 
libres se realizó por ultradiafiltraeión.

Ultrafiltración (UF) de los hidrolizados antes y  después de 
la síntesis

En un ensayo preliminar, se fraccionó en 3 partes el 
hidrolizado de soya por UF en una celda (Arnicon, mod. 8 
200): FI>10kD a, 10>FII>3 kD ay 3>FIIIa>0.5 kDa. Luego se 
escaló a un equipo de cartucho (Amicon, mod. CH2) y se 
obtuvieron las 3 fracciones, excepto que la  FUI fue entre 1 y 
3 kDa (FUI), así se ultrafiltraron tanto el hidrolizado sin 
enriquecer, como el enriquecido (síntesis), asegurando por 
ultradiafiltraeión la remoción total de M et libre.

Evaluación de las propiedades funcionales
A las fracciones de hidrólisis y síntesis se les evaluaron 

solubilidad (8), claridad y espum ado (9). en m uestras acuosas 
al l% p /v a p H 4  y 7. También se analizó actividad emulsificante
(10) ap H  de 7. Los resultados obtenidos se analizaron utilizan­
do un diseño de bloques (2 x 3) com pletam ente al azar, 
com parando los 2 tipos de hidrolizados (enriquecido y no 
enriquecido) en 3 niveles (fracciones: FI>10 kDa, 10>FII>3 
k D a y 3 > F III> l kDa).

Análisis de am inoácidos
La composición de am inoácidos de los productos y la 

estim ación de m etionina unida en las fracciones enriquecidas, 
se determ inó por crom atografía líquida de alta resolución 
después de digerir con HC1 6 N  ( I I ) .

Evaluación biológica de calidad de proteína
En dos experim entos secuenciales se evaluaron una frac­

ción peptídica sin enriquecer de bajo peso m olecular (F ilia), 
una com binación de fracciones enriquecidas de polipéptidos 
de peso m olecular alto (FI-E + FII-E), un producto comercial 
a base de aislado de soya y caseinato (Ensure®), y una proteína 
de referencia (Caseína ANRC). La evaluación se hizo en ratas 
Sprague Dawley reción destetadas, de 53.9 g promedio, en 
jaulas metabólicas (NALG ENE), a 25 °C, ciclos luz-oscuri­



dad de 12 h, hum edad relativa de 50-65%  y libre acceso a dieta 
y agua. Los bioensayos fueron aprobados por un comité de 
ética interno. Las dietas form uladas fueron isoenergéticas con 
un nivel de proteína al 10% (12). Em pleando un diseño en 
bloques com pletam ente al azar, se asignaron 6 ratas a cada 
dieta y 4 a una dieta libre de nitrógeno. Se llevaron registros 
diarios de peso, proteína ingerida y excreción de orina y heces. 
Se determ inó el contenido de nitrógeno en heces, orina y dietas 
y hum edad de las dietas (12). La calidad proteica se evaluó 
com o utilización neta de proteína (NPU) y digestibilidad 
verdadera (13). D ichos estim adores fueron com parados por 
análisis de varianza (GLM -ANOVA) y por com paración de 
medias de Tukey-K ram er (14).

Evaluación de factores antifisiológicos
Se determ inó actividad de inhibidor de tripsina (método 

71-10) (15), a la pasta de soya, hidrolizado, F ilia  y todas las 
fracciones enriquecidas de soya. La extracción se hizo por 
triplicado agitando 1 g de m uestra en 50 mi de NaOH 0.01 N, 
3 h. Los resultados se reportaron como unidades de inhibidor 
de tripsina/ g proteína (UIT/g proteína). A  estos mismo 
materiales y las fracciones no enriquecidas se les determinó 
actividad de lectina por prueba de hem aglutinación con doble 
dilución seriada, con eritrocitos hum anos tripsinizados al 2% 
en buffer de fosfatos 0 .1M . El título de hem aglutinación (TH) 
se tom ó com o el inverso de la últim a dilución que mostró 
aglutinación (16).

Antigenicidad
Se produjeron anticuerpos anti-pasta de soya en conejos

(17), se purificaron en proteína A  (Kem-En-Tec, Dinamarca) 
y se m idió su actividad (18). El potencial antigénico de la pasta 
de soya y sus hidrolizados se midió con un inmunoensayo 
ligado a enzim as (ELISA) (19). Se utilizaron buffer de cubier­
ta de carbonatos 100 mM , pH 9.6; buffer de lavado y dilución: 
Tris 0.1 M/HC1, pH 7.4 + 0.05%  Tween-20. Para el lavado 
final, se útil izó buffer salino de fosfatos (PO4" 0.02 M + NaCl
0.15 M). Se cargaron 100 (il de las muestras diluidas por 
duplicado en las placas de ELISA  y se incubaron a 4 °C, 12 h. 
Se bloquearon con leche al 1 % ;se incubaron con los anticuerpos 
anti-pasta de soya (1 :500) y se detectaron con anticuerpos de 
puerco anti-inm unoglobulinas de conejo, peroxidados y TMB 
(tetram etilbencidina). Se leyó 450 nm (Bio-Rad, M od. 450).

Evaluación sensorial
Se evaluaron dos fracciones enriquecidas con Met: FI-E y 

FII-E. Para ello, se seleccionó un panel entre 10 individuos con 
una serie de 25 pruebas triangulares (20). Se determinó su 
capacidad de discernir entre dos m uestras iguales (cafeína al
0.07% ) y una desigual de agua destilada (21), m isma prueba 
que se usó para sensibilizarlos al reconocim iento del sabor 
amargo. De allí se seleccionaron los más sensibles, a los cuales 
se les explicó y entrenó para discrim inar diferencias de inten­
sidad del sabor am argo utilizando cafeína al 0.03% (am argor

ligero), 0.07% (poco am argo), 0.1%  (muy am argo) y 1% 
(extrem adamente am argo), de acuerdo a Jellinek (1989). La 
evaluación se hizo por medio de pruebas de intervalos con una 
escala continua no estructurada, con extrem os “ligeram ente 
am argo” y “extrem adam ente am argo”. El análisis de los 
resultados se realizó por t de Student (14).

RESULTADOS Y D ISCUSIO N  

Hidrólisis y síntesis
El grado de hidrólisis de la proteína de soya, a las 6 h fue 

de 23.5%, de acuerdo a la cantidad de NaOH gastada para 
m antener el pH en 8 (23). En el proceso de obtención del 
hidrolizado, hay dos puntos principales de pérdidas de m ate­
rial proteico: en el primero, se perdió un 17.6% con respecto 
al contenido inicial, al aplicar una centrifugación ligera para 
rem over el material insoluble después de la hidrólisis. Des­
pués, en el secado por aspersión se perdió otro 20%, perdida 
que aunque onerosa, podría ser conveniente si se considera 
que el secador de espreas procesa 2 L de hidrolizado en una 
hora, sin afectar las propiedades funcionales del producto. 
Esta aseveración se hace en base a la com paración de las 
propiedades y el rendim iento obtenidos para un hidrolizado 
secado en liofilizador (7) y los presentados por el hidrolizado 
secado en este estudio. Desde el punto de vista industrial, es 
más con\cnienle el secado por aspersión, ya que muy pocas 
industrias cuentan con un liofilizador.

Por otra parle, la reacción de plasteóla es un proceso 
enzim àtico alterno a la hidrólisis para producir resíntesis. Esta 
consiste en incubar, a un pH óptimo, una solución muy 
concentrada (30-50%  p/v) de hidrolizado con una proteasa 
(24). Esta reacción, com o la de hidrólisis es controlada por la 
concentración de proteína, la actividad de agua del medio de 
reacc ión  y la n a tu ra leza  h id ro fó b ica  de las esp ec ies  
involucradas. Aunque esta reacción se conoce desde hace 
años, hasta hace poco solo era una curiosidad, con poca 
aplicación en alimentos.

FAO/W HO recom ienda 4.2 g de M etionina+Cisteína 
(M et+Cis)/100 g de proteina para infantes y 2.5 g de estos 
mismos, para los otros grupos de edad. C onsiderando 1 -2% de 
Cis en la soya (25,23), se requeriría un 3.2% de M et para una 
fórmula infantil y 1.5% para otros productos. En este estudio 
selogró  enlazarhasta un 3.5% extrade m elionina al 1.45% que 
contenía el hidrolizado antes de enriquecerlo, obteniéndose 
con ello un 4.95%  de m etionina total. La m etionina sola 
sobrepasa el requerim iento de am inoácidos azufrados para 
cualquier grupo etario. La cantidad de m etionina añadida a la 
mezcla de reacción fue de 3 a 8 veces m enor que la utilizada 
por Hajós et al. y H ussein et al. para enriquecer otras proteínas 
con el m ism o  a m in o á c id o  p a ra  el m ism o  n ive l de 
enriquecim iento. Tam bién el tiem po de reacción dism inuyó 

'e n  5.3 veces con respecto al utilizado en los dos estudios 
señalados. La dism inución en los dos parámetros, significa



una posibilidad grande de abatir costos y hacer de este proceso 
una aplicación real.

Ultrafiltración fraccionada (UF)
En el prim er m odelo a nivel laboratorio, se ultrafiltró 

secuencialmente la proteína de soya hidrolizada en una celda 
de 200 mi, con m em branas planas. Se obtuvieron fracciones 
mayores de 10 kDa (FI), entre 3 y 10 kD a (FII) y entre 0.5 y 
3 kDa (Filia). En este caso, el objetivo era obtener el máxim o 
de la fracción de m enor m asa m olecular (F ilia), que sería la 
mas útil en fórmulas infantiles hipoalergénicas, ya que los 
péptidos m enores de 3 kDa no producen respuesta antigénica 
ni alergénica (27). De acuerdo a los resultados del balance de 
masa la F ilia  fue aum entando de 5.2%  de proteina al inicio de 
la hidrólisis, a  18.6% a las 6 h, con un m áxim o de 21.9%  a las 
12 h y una dism inución a 18.5% a las 24 h. Por otro lado, la 
proporción de proteína en el perm eado de la  F ilia , aumentó 
desde un 2.6% al tiem po 0 hasta un máxim o de 14.3% a las 24 
h. Esto sugiere que la F ilia  se estaba degradando entre las 12 
y las 24 h; por ello, el tiem po de 12 h fue el óptim o de hidrólisis.

Después del prim er ensayo en la celda pequeña, se escaló 
a un equipo de UF de cartucho (com o los utilizados a nivel 
industrial). Los rendim ientos variaron para cada una de las 
fracciones; primero porque la FIII ya no incluyó los péptidos 
menores de 1 kDa y segundo porque la hidrólisis fue de 6 h. A sí 
se ultrafiltraron secuencialm ente tanto el hidrolizado sin enri­
quecer como el enriquecido, obteniéndose fracciones m ayo­
res de 10 kDa, entre 3 y 10 kDa y entre 1 y 3 kDa. Estas se 
denominaron FI, FII y FUI (las no enriquecidas) y FI- E, FII- 
E y FIII-E (las enriquecidas con m etionina), respectivamente. 
La medida del corte de las m em branas en peso molecular, 
corresponde casi exactam ente a la especificación de cada una 
de ellas, como pudo com probarse previam ente por filtración 
en gel (7). En la Tabla 1 se m uestran los porcentajes de 
proteína obtenidos al ultrafiltrar el hidrolizado (obtenido de 
ambos procesos de UF) antes y después (sólo la UF en 
cartucho) de la síntesis. Com o se observa, la  actividad 
hidrolólica continua durante la segunda fase de la modifica­
ción enzimàtica.

TA BLA  1
Distribución de proteína antes y después de 

enriquecim iento con m etionina de los hidrolizados

Fracción % Proteína

UF celda UF cartucho
FI +F11 52.3 55.7
FIII 25.1 9.0
FI-E+FII-E 23.6
FIII-E 28.5

En el procedim iento de enfriado y centrifugación inm e­
diato a la hidrólisis, se recuperó sólo el sobrenadante conte­

niendo polipéptidos y otras m oléculas solubles. Esto permitió 
la remoción de m oléculas no proteicas y aq u e  en la fracción de 
hidrólisis la concentración de proteínas aum entó a  59%, 
mientras la  pasta contenía solo un 46% . D urante el proceso de 
ultradiafiltración posterior a la síntesis, se rem ovieron aún 
mas moléculas no proteicas increm entando la concentración 
de proteínas en las fracciones del sintetizado hasta 82.4%.

Aunque se lograron concentraciones altas de proteína en 
las fracciones, el rendim iento total después de la síntesis fue 
bajo (52%), debido a que la quim otripsina induce parcial m en­
te la hidrólisis y los péptidos m enores de 1 kD a se pierden. Para 
fines de producción industrial se debe optim izar el proceso de 
acuerdo a la fracción proteica que se vaya a utilizar. A sí por 
ejemplo, si se quiere producir una fórm ula hipoalergénica, se 
debe obtener prim ordialm ente la FIII-E, utilizar las otras 
fracciones para am ortizar costos y sacrificar los péptidos 
m enores de 1 kDa. Esto último, se podría m ejorar si se 
desarrollan m em branas de 500 Da de punto de corte para nivel 
industrial, porque la fracción de 500-1000 D a es también útil. 
Y a que actualm ente se utiliza en form a industrial la hidrólisis 
enzim àtica, el proceso industrial es rentable. Por ello, también 
lo sería la síntesis enzim àtica que no requiere de infraestruc­
tura adicional y sólo aum enta ligeram ente el tiem po de proce­
samiento.

Propiedades funcionales
El com portam iento funcional de los polipéptidos está de­

term inado por una serie de interacciones que relaciona a un 
conjunto de propiedades ( 1,28). Todas las fracciones m enores 
de 10 kDa presentaron 100% de solubilidad a  los pH  ensaya­
dos (Figura 1). Es especialm ente interesante este dalo para el 
pH  7, que se aproxim a al de las fórm ulas infantiles (6 .8), ya 
que el aislado de soya com ercial -usado en las fórmulas 
infantiles- presentó sólo un 64.5%  de solubilidad a pH 7. La 
solubilidad de la  fracción FI-E>10 kD a fue 10% m enor a pH 
7 que las dem ás fracciones y el hidrolizado com pleto, pero 
m ayor que la  del aislado com ercial. Las soluciones más 
turbias (Figura 2) las produjeron las fracciones con m enor 
solubil idad; tal fue el caso de la  FI-E> 10 kD a con solubilidades 
bajas y valores de turbidez altos a los dos pH ’s.

Los polipéptidos deben ser solubles en fase acuosa para 
tener capacidad de espum ado. Así, las m oléculas se desplie­
gan en la interfase, para form ar capas cohesivas alrededor de 
las burbujas de aire. Tal fue el caso de la pasta y el aislado, con 
la solubilidad y espum ado m as bajos a pH 4 (Figura 3). Una 
excepción fue la  FI> 10 kD a con solubilidad 60 % m enor a pH 
4 que a pH 7 y con espum ado m ayor (p<0.05) a pH  4. Incluso 
a un mismo pH, el com portam iento de las fracciones no fue 
hom ogéneo ya que en las de solubilidad igual a 100%, la 
capacidad de espum ado varió. Por otra parte, los péptidos de 
m ayor tam año producen espum as m as estables (9), una m ues­
tra fueron las FI> 10 kD a y 10>FII>3 kDa, pero no la FI-E> 10 
kDa, debido a su baja solubilidad.





Evaluación de la  ca lidad  de p ro te ín a
- La presencia y actividad de factores intrínsecos y extrín­

secos en el tracto gastrointestinal, pueden m odificarlas expec­
tativas del solo perfil de am inoácidos de una proteína, por ello 
se ensayaron una fracción de hidrólisis y la combinación de 
dos fracciones con síntesis, en ratas. Para com paración, se 
utilizaron caseína y un producto com ercial, como fuente única 
de proteína.

En la Tabla 3 se presentan los indicadores de calidad 
proteica de las fuentes ensayadas. La F ilia  tiene péptidos de 
tamaño molecular pequeño (0.5-3 kDa). los cuales se absor­
ben muy bien (32), aunque es deficiente en am inoácidos 
azufrados por lo que se le adicionó m etionina libre. La com ­
binación FI-E+FII-E, presenta péptidos de m ayor tam año (> 
3kDa) que Filia, pero como están enriquecidos con metionina 
si cubren el requerim iento de am inoácidos azufrados. Así. se 
compensa un tratamiento con el otro para obtener indicadores 
de calidad proteica sim ilares (p>0.05).

TABLA 3
Digestibilidad verdadera (D V ) y utilización neta de proteína 

(NPU) obtenido en ratas alim entadas con caseína 
(dieta control), Ensure® y dietas formuladas con las 

fracciones F ilia  y FI-E + FII-E.

Parámetro Dieta
Caseína

Dieta
Ensure®

Dieta
FI-E+FII-E

Dieta
Filia

Digestibilidad 96.4a
Verdadera
(%)

90.1b 91.2a*1 93.5C

NPU (%) 68.8C 65.7^ 64.4h 64.7b

Diferentes letras por reglón, denotan diferencias significativas entre 
dietas (p=0.05).

Como se observa en la Tabla 3. la digestibilidad aumenta 
gradualmente con la dism inución del tamaño peptídico de 
proteínas de la misma fuente (30), aunque el NPU de cada 
proteína depende también del contenido de m etionina enlaza­
da covalentemente. Lo anterior se sustenta en el hecho de que 
F ilia  (menor tamaño) presentó m ejor digestibilidad pero igual 
NPU que FI-E+FII-E (m ayor tamaño). Por otra parte, aunque 
Ensure® mostró m enor digestibilidad que las fracciones de 
soyaensayadas, contiene además del aislado de soya, caseinatos 
loque explica su valor de NPU com parable al de las fracciones 
y ligeramente menor al de caseína ( p<0.05). Aunque en este 
estudio, no se compararon las fracciones de soya con su fuente 
original (pasta), sino con caseína, sus indicadores son mejores 
que los reportados para diversos productos de soya (31).

Se sabe que los padecimientos crónico-degenerativos que 
acompañan a las personas de la tercera edad, dism inuyen su 
capacidad de absorción de nutrimentos. Por eso, se lian dise­
ñado para ellos form ulaciones con proteínas modificadas,

oligopéptidos y am inoácidos libres (32); las fracciones obte­
nidas en este estudio, podrían ser una alternativa. Aunque 
ahora sólo se ha dem ostrado una calidad proteica com parable 
a la de la proteína del producto com ercial de referencia, se sabe 
que los péptidos tienen m ayor posibilidad de absorción que las 
proteínas integrales (30).

F acto res antifisiológicos
A la pasta de soya, hidrolizado y a las fracciones antes o 

después de enriquecim iento con m etionina se les analizó 
actividad de lectina e inhibidor de tripsina, que están entre los 
factores antifisiológicos más com unes en la soya (3 1). En la 
Tabla 4 se muestra que la pasta de soya contenía 47 778 UIT 
(unidades de inhibidor de tripsina) por g de proteína, reducién­
dose a un 15.39! de su actividad inicial en el hidroli/.ado y 
todavía poco mas en las fracciones de síntesis (1 1.6, 8.4 y 
7.5% en FI-E y FJI-E y FIII-E, respectivam ente). L.a mayor 
reducción de este com ponente anlifisiológico fue para la 
fracción más pequeña sin enriquecer (F ilia) con un título 
remanente del 2.5%. Así. en la proteína m odificada con 
metionina existe una reducción de actividad en el orden riel 
90%, superior al 37% obtenido por Hajós et al. en un proceso 
similar.

TABLA 4
Factores antifisiológicos y antigenicidad.

M aterial Inhib idor de tripsina3 H em aglutinación*1 A ntigen icidadc
( U IT /g proteina) (TH ) (T ítu lo  )

Pasta de soy a 47 77S 64 1
H idrolizado 7 333 32 11.5
FI ND 32 1
f u ND (l 1.9x10 ~5
f u i ND 0 2.4xl<>'6
F ilia 1 186 0 6 .1x10  7
FI-E 5 536 32 0.25
FII-E 4 000 0 9.8.x IO '6
FIII-E 3 57 1 0 1 .2 x l() '6

a U nidades inhib idoras de tripxina/g prote ína
b Inverso de la m áxim a d ilución  que m ostró  aglu tinación
e D ilución de la p ro te ína  en la pasta  de soya en la cual se ob tuvo  la

m ism a ahsorbancia.
No determ inado

La actividad residual del inhibidor de tripsina se atribuye 
al inhibidor de Kunit/. que no se inactiva por com pleto durante 
una proteólisis lim itada (33) y a la posible restitución de esta 
actividad a pH neutro o ligeram ente alcalino (34). com o el 
utilizado en el proceso de resíntesis. Es por ello, que en el 
trabajo de Hajós et al., hubo m ucho m enor reducción de esta 
actividad, ya que ellos solo hidrolizaron durante 2 h. Por otra 
parte, en los productos com erciales de soya que se usan en 
alimentos, los niveles de inhibidores de tripsina se reducen en 
un 80% en el extruido y 67 y 74% en concentrados y aislados 
de soya (35). Así, los hidrolizados (enriquecido o no) ohteni-



dos en este estudio, tienen ventaja en este punto sobre los 
productos com erciales de soya que se utilizan para formular 
alimentos.

Con respecto  a la actividad de lectina, el título de 
hem aglutinación de la m ateria prim a (pasta) se redujo en un 
50% en el hidrolizado y en las fracciones de m ayor peso 
m olecular (FI y FI-E). La actividad hem aglutinante se perdió 
por com pleto en todas las fracciones restantes (menores de 10 
kDa). De acuerdo a L iener et al., el proceso de hidrólisis puede 
dejar actividad parcial de algunas lectinas, la cual puede 
reducirse o elim inarse por com pleto por medio del calor 
húmedo. Así, por procesos de pasteurización podría elim inar­
se cualquier actividad rem anente de estas fracciones en una 
form ulación industrial.

A ntigenicidad
Los títulos de antigenicidad para todos los materiales 

ensayados se m uestran en la Tabla 4. En ella se observa una 
reducción de epítopes reconocibles por los anticuerpos-anti 
pasta de soya, al 50%  en FI e hidrolizado y 75% para FI-E, 
habiendo elim inación casi com pleta de estos para todas las 
dem ás fracciones. L a reducción del poder antigénico de todos 
los m ateriales fué proporcional a la  dism inución del tamaño 
peptídico. Adem ás, todas las fracciones enriquecidas dism i­
nuyeron sus títulos en un 50-75%  con respecto a sus fracciones 
hom ologas sin enriquecer.

Halken et al., estudiaron un producto (Profylac®) etique­
tado com o hipoalergénico y basado en proteina del lactosuero, 
hidrolizada enzim àticam ente y ultrafiltrada. Este producto 
contiene péptidos m enores a 8 kDa, y su antigenicidad fue 
probada contra proteínas nativas del lactosuero, mostrando 
una reducción de la antigenicidad de 30 000 veces. La estim a­
ción teórica para una fracción peptídica sim ilar en nuestro 
estudio (FII+FIII), es del m ism o orden de m agnitud. Por otra 
parte, Hussein et al., reportan una dism inución del potencial 
antigénico de proteínas de leche de búfalo modificadas, de­
pendiente del enriquecim iento con metionina. A  un porcentaje 
sim ilar de enriquecim iento al alcanzado en nuestro estudio 
(4.37% ), ellos encontraron una reducción en el orden del 90% 
con respecto a la proteína intacta, siendo esta reducción casi 
total en nuestro caso. Esto dem uestra que la modificación 
enzim àtica (hidrólisis y síntesis) y la UF son la com binación 
de métodos más eficiente para reducir el contenido de an tígenos.

Evaluación sensorial
Se seleccionaron 6 panelistas con la m ejor capacidad de 

detección del sabor amargo, de acuerdo a los resultados de las 
pruebas triangulares. Su evaluación sensorial m ostró que las 
fracciones FI-E y FII-E  no son significativam ente (p> 0.01) 
diferentes entre sí, aunque la FI-E presentó un am argo m enor 
(p<0.01) a la FII-E  con respecto al estándar de cafeína ̂ al
0.07% , catalogado com o “poco am argo”.

De acuerdo a Deeslie y Cheryan, el sabor am argo se 
desarrolla en los productos de proteólisis lim itada y luego

decrece en una etapa mas extensiva. En este estudio, el 
hidrolizado inicial se clasificaría com o m oderado de acuerdo 
al grado de hidrólisis. Sin em bargo, durante la síntesis, la 
hidrólisis continuó (aunque en m enor grado). E llo porque se 
observó en el balance de m asa (como proteína), que las dos 
fracciones de m ayor m asa se redujeron y aum entó la FII1-E a 
19% con respecto a la FUI que era 9% del total.

La evaluación sensorial se realizó en el material proteico 
puro y no en productos form ulados. Por ello, los demás 
com ponentes de los alimentos que contengan este material, 
podrían enm ascarar totalm ente el ligero sabor amargo. Tal es 
el caso de fórm ulas líquidas para personas con problem as de 
m ala absorción, que contienen saborizantes de vainilla, fresa, 
chocolate y nuez com o el Ensure®  o el Sustacal®. También 
las papillas para infantes pueden llevar saborizantes naturales, 
aunque estas serían form uladas con la FI-E  que no presentó 
sabor amargo.

En conclusión, al real izar la hidrólisis y síntesis enzimáticas 
en form a secuenciada, se logró una verdadera m odificación 
muy ventajosa en todas las propiedades proteicas. Se obtuvie­
ron fracciones enriquecidas con m etionina, en el m enor tiem ­
po y a una concentración de am inoácido añadido m ínimos. 
Después de la ultrafiltración, todas las fracciones m enores de 
10 kDa (FUI, FIII-E, FII y FII-E) presentaron 100% de 
solubilidad a todos los pH ’s, m ás de 90%  de claridad y regular 
capacidad espumante.

L aFIII-E  debido a la  calidad nutricia de su proteina y a que 
no causa  resp u esta  an tigén ica  y no con tiene factores 
antifisiológicos, puede utilizarse com o única fuente de protei­
na para fórmulas infantiles hipoalergénicas. La FII-E suple los 
requerim ientos de am inoácidos azufrados para niños y adultos 
y es adecuada para fórm ulas fortificadas solubles y como 
única fuente de proteína en nutracéuticos. La FI se asem eja al 
aislado de soya com ercial en sus propiedades funcionales y 
por ello, podríaser una alternativa para diversos productos que 
lo incluyen, a fin de am ortizar los costos de producción. Por 
último, la FI-E debido a su alto contenido de metionina, a la 
estabilidad de su espuma, a su actividad em ulsificante y nulo 
sabor amargo, puede ser una buena fuente de proteina para 
papillas infantiles.

Así, por m edio de la modificación enzim àtica, se obtuvie­
ron péptidos de tam año definido, con concentraciones adecua­
das de am inoácidos para los requerim ientos del grupo etario al 
que van dirigidas. Estos presentan propiedades bioquím icas, 
funcionales, nu trim en tales y senso ria les que perm iten 
formulaciones nutritivas y agradables a los sentidos del con­
sumidor. La unión covalente de la m etionina evita el sabor 
desagradable que produce el añadirla en form a libre. También 
el definirei tamaño de los péptidos, por ultrafiltración fraccio­
nada y no por lo extensivo de la hidrólisis enzim àtica, qyuda 
a controlar las propiedades. En esta form a se eliminan péptidos 
amargos, se mejoran la digestibilidad y absorción a nivel 
intestinal y se obtienen ventajas en funcionalidad.
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