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RESUMEN. En la produccién de férmulas hipoalergénicas, bebidas
fortificadas y nutracéuticos para alimentacién especial, se requieren
ingredientes ideales. En este estudio. se obtuvieron ingredientes
proteicos por medio de hidrdlisis y sintesis enzimatica con metionina
alaproteina de soya. La hidrélisis sc realizé al 4% (p/v) con enzimas
pancredticas porcinas al 4 % (p/p). 50 °C. 6 hy pH 8. El hidrolizado
seco se resuspendid al 20% (p/v) e incubd con 7.6% de metiléster de
metionina (p/p), quimotripsina al 1% (p/p) y glicerol 3M,37°C,3 h
y pH 7.0. Antes y después del enriquecimiento (E), el hidrolizado se
fracciond en 3 partes por ultrafiltracién (UF): FI>10, 10>FII>3 y
3>FII>1 kDa. A la proteina nativa y todas las fracciones se les
evaluaron propiedades funcionales, aminodcidos, factores
antifisiolégicos y antigenicidad; asf como calidad proteica y caracte-
risticas sensoriales a 2 de ellas. La hidrélisis y sintesis modificaron
las propiedades proteicas y el enriquecimiento se dio en un minimo
de tiempo y metionina afnadida. Después de la UF, las fracciones
menores de 10 kDa presentaron solubilidad completa (pH 4 y 7),
buena claridad y regular capacidad espumante. La FII-E por su
calidad nutricia, nulas antigenicidad y actividad antifisioldgica,
puede utilizarse en férmulas infantiles hipoalergénicas. La Fl1I-E por
su composicion de aminodcidos es adecuada para férmulas fortifica-
dassolubles y como unica proteinaen nutracéuticos. LaFI. semejante
al aislado comercial, es utilizable amortizando costos. La FI-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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INTRODUCCION

En los dltimos afios han cambiado las tendencias de
produccidn de alimentos. Estos cambios van desde la sustitu-
cién de ingredientes para el mejoramiento y eficiencia de
procesos tecnoldgicos hasta el disefio de productos realmente
novedosos. Las caracteristicas dc algunos alimentos nuevos
los hacen mds accesibles a los consumidores; otros. se han
desarrollado para nutrir a personas con necesidades especia-
les. Son ejemplos de la nueva tecnologia de produccién de
alimentos basada en «ingredientes ideales», las férmulgs
infantiles hipoalergénicas, las bebidas fortificadas para adul-
tos y los nutracéuticos.

SUMMARY. Enzymatic modification 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 ingredicents were
developed by enzymatic hydrolysis and methionine synthesis of soy
protein. 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) chymotrypsin and 3 M glycerol. 37 °C. 3h
and pH 7. Hydrolysates were fractionated by ultrafiltration (UF)
before and after enrichment(E): FI>10, {0>FI11>3 and 3>FI1I>1 kDa.
Functional properties, amino acid content, anti-physiological factor
activities and antigenicity were assayed lor all the UF [ractions and
the soybcan meal. Protein quality bioassay and sensorial test of an
non-enriched fraction and an enriched fraction were pertormed.
Functional properties were positively modified by hydrolysis and
svnthesis by using a minimum time and methionine added for the fast
reaction. After UF all the fractions under 10 kDa showed 100%
solubility (pH 4 and 7), good clarity. acceptable [oam 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 FII-E could be used for
hypoallergenic infant formulas, FlI-E for fortified soluble formulas
and nutraceutics and FI-E for a semi-solid baby food.
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En esta nueva era, las proteinas siguen siendo primordia-

" les. El desarrollo de nuevos productos proteinicos «idcales»
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ha motivado al especialista en alimentos a buscar alternativas
para obtener proteinas con buenas propiedades. La reaccién
plasteinica es un ejemplo de esta nueva tendencia, la cual
permite el “moldeo” de proteinas de calidad intermedia y bajo
costo. hidrolizindolas y uniéndoles aminodcidos
covalentemente (1.2). Esta tecnologia enzimatica, se basa cn
la capacidad que tienen las proteasas de actuar no sélo como
hidrolasas sino también como transferasas (3). Esta modifica-
cién proteica ya s¢ habia intentado en alimentos en la década
de los 70's, en el afdn de cubrir la supuesta necesidad de
proteina de alta calidad nutritiva (4). Ahora. se ha recuperado
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Ja idea por la accesibilidad de los procesos tecnolégicos
modernos que la abaratan. De este modo, se estd utilizando
para la obtencién de péptidos terapéuticos y edulcorantes,
tales como el Aspartame®( 3).

Parte de la tecnologia de modificacién enzimdtica, se usa
ya en las férmulas infantiles hipoalergénicas que son
hidrolizados de proteinas de leche de vaca . Uno de los
problemas de este tipo de productos es la falta de control del
tamafio de los péptidos (5); lo cual ocasionarespuestas alérgicas
en lactantes con hipersensibilidad (6). Ademds, las férmulas
infantiles hipoalergénicas son demasiado caras.

Por otra parte, las bebidas fortificadas como Ensure® o
Sustacal®, para personas con problemas de mala absorcién
como los de la tercera edad, aunque contienen protefnas de
buena calidad, no tienen nada especial que permita que se
digieran o absorban mejor. También este tipo de productos
resulta caro, especialmente en los paises emergentes endonde
no se fabrican.

As{, se estdn importando a los paises de América Latina
dos clases de productos: las férmulas infantiles hipoalergénicas
y las bebidas para personas con problemas de malabsorcién, a
un costo demasiado elevado. Es por ello que los sistemas de
seguridad social y los particulares tienen problemas para
mantener este tipo de alimentacién. El reto para laindustria es
producir proteinas con las caracteristicas mas adecuadas y a
menor costo, para formular estos productos, no sélo para
consumo local, sino para sustituir algunos de los existentes en
el mercado internacional. Para ello, se propone la modifica-
cién enzimdtica de proteina de soya de bajo costo,
enriqueciéndola con metionina y fracciondndola por
ultrafiltracién. De esta forma, se logrardn péptidos de tamafio
definido, con concentraciones adecuadas de aminodcidos y
con propiedades fisicoquimicas ideales parala formulacién de
productos nutritivos y agradables a los sentidos de las perso-
nas con riecesidades nutricias especificas.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se usé pasta de soya (Gamesa, S.A.) con un tamafio de
particula semejante al de una harina comercial, con una
concentracién de proteina 46.3% y 9.5% de humedad. Para la
hidrélisis se utilizé un concentrado enzimdtico de pancreas de
cerdo obtenidoen el laboratorio (7), con actividades de tripsina
yquimotripsinade 12.2x 10-3 y6.9x 103 pg de p-nitroanilida/
min/mg de concentrado, respectivamente. Para la sintesis
enzimitica se utiliz6 o-quimotripsina tipo II de péncreas

bovino (Sigma Chemical Co. St. Louis, ML.).

Hidrélisis y sintesis enzimaticas

La hidrdlisis y sintesis se realizaron de acuerdo a las
condiciones obtenidas en un trabajo previo, utilizando un
concentrado enzimadtico de pancreas porcino parala primeray

quimotripsina comercial para la sintesis (7). Brevemente, la
concentracién de pasta de soya para la hidrélisis fue de 4% p/
vy larelacién enzima/sustrato de 4% p/p, a 50 °C durante 6 h,
manteniendo el pH a 8 e inactivando al {inal a 85 °C por 15
min. Finalmente, se deshidraté el producto por aspersion
(LAB S1/WO 21086 de APV Anhydro Inc., Attleboro Falls.
Mass.), con temperaturas dc entrada y salida de 200 y 90 °C,
respectivamente.

Para enriquecer el hidrolizado con metionina, sc¢ utilizé
una concentracién de 0.07585 g de metil éster de metionina
(ME-Met)/gde hidrolizado (0.05666 g de Met/g), una concen-
tracién del hidrolizado de soya de 20% (p/v), una relacién de
quimotripsina/sustrato de 1/100 p/p y glicerol 3 M. La mezcla
se incub6 a 37°C a pH 7.0, durante 3 h para postcriormente
inactivarse a 85° por 15 min. Laremocién total de aminodcidos
libres se realizé por ultradiafiltracién.

Ultrafiltracion (UF) de los hidrolizados antes y después de
la sintesis

En un ensayo preliminar, se fraccioné en 3 partes el
hidrolizado de soya por UF en una celda (Amicon, mod. 8
200): FI>10kDa, 10>FII>3 kDa y 3>FIlla>0.5 kDa. Luego se
escalé a un equipo de cartucho (Amicon, mod. CH2) y se
obtuvieron las 3 fracciones, excepto que la FIII fue entre 1 y
3 kDa (FIII), asi se ultrafiltraron tanto ¢l hidrolizado sin
enriquecer, como el enriquecido (sintesis), asegurando por
ultradiafiltracién la remocién total de Met libre.

Evaluacion de las propiedades funcionales

A las fracciones de hidrélisis y sintesis se les evaluaron
solubilidad (8), claridad y espumado (9). ¢cn muestras acuosas
al 1%p/vapH4y7. También se analiz6 actividad emulsificante
(10)apHde 7. Los resultados obtenidos se analizaron utilizan-
do un disefio de bloques (2 x 3) completamente al azar.
comparando los 2 tipos de hidrolizados (enriquecido y no
enriquecido) cn 3 niveles (fracciones: FI>10 kDa, 10>FII>3
kDa y 3>FIII>1 kDa). )

Analisis de aminoacidos

La composicién de aminodcidos de los productos y la
estimacién de metionina unidaen las fracciones enriquecidas,
se determiné por cromatografia liquida de alia resolucidn
después de digerir con HCI 6 N (11).

Evaluacién biolégica de calidad de proteina

En dos experimentos secuenciales se evaluaron una frac-
cién peptidica sin enriquecer de bajo pcso molecular (FIlIa),
una combinacién de fracciones enriquecidas de polipéptidos
de peso molecular alto (FI-E + FII-E), un producto comercial
abasedeaisladode soyay caseinato (Ensure®), y unaproteina
dereferencia (Caseina ANRC). Laevaluacion se hizo enratas
Sprague Dawley recidn destetadas. de 53.9 g promedio, en
jaulas metabdlicas (NALGENE), a 25 °C, ciclos luz-oscuri-
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dad de 12 h, humedad relativa de 50-65% y libre acceso adieta
y agua. Los bioensayos fueron aprobados por un comité de
éticainterno. Las dietas formuladas fueron isoenergéticas con
un nivel de proteina al 10% (12). Empleando un disefio en
bloques completamente al azar, se asignaron 6 ratas a cada
dieta y 4 a una dieta libre de nitrégeno. Se llevaron registros
diarios de peso, proteina ingeriday excrecién de orina y heces.
Se determiné el contenido de nitrégeno en heces, orinay dietas
y humedad de las dietas (12). La calidad proteica se evalué
como utilizacién neta de proteina (NPU) y digestibilidad
verdadera (13). Dichos estimadores fueron comparados por
andlisis de varianza (GLM-ANOVA) y por comparacién de
medias de Tukey-Kramer (14).

Evaluacion de factores antifisiolégicos

Se determind actividad de inhibidor de tripsina (método
71-10) (15), a la pasta de soya, hidrolizado, FIIla y todas las
fracciones enriquecidas de soya. La extraccién se hizo por
triplicado agitando 1 g de muestra en 50 ml de NaOH 0.01 N,
3 h. Los resultados se reportaron como unidades de inhibidor
de tripsina/ g proteina (UIT/g proteina). A estos mismo
materiales y las fracciones no enriquecidas se les determiné
actividad de lectina por prueba de hemaglutinacién con doble
dilucién seriada, con eritrocitos humanos tripsinizados al 2%
en buffer de fosfatos 0.1M . El titulo de hemaglutinacién (TH)
se tomd como el inverso de la dltima dilucién que mostrd
aglutinacién (16).

Antigenicidad

Se produjeron anticuerpos anti-pasta de soya en conejos
(17), se purificaron en proteina A (Kem-En-Tec, Dinamarca)
y se midié su actividad (18). El potencial antigénico de la pasta
de soya y sus hidrolizados se midié con un inmunoensayo
ligado a enzimas (ELISA) (19). Sc utilizaron buffer de cubier-
ta de carbonatos 100 mM, pH 9.6; buffer de lavado y dilucién:
Tris 0.1 M/HCI, pH 7.4 + 0.05% Tween-20, Para el lavado
final, se utilizé buffersalino de fosfatos (PO4'3 0.02M +NaCl
0.15 M). Se cargaron 100 pl de las muestras diluidas por
duplicado en las placas de ELISA y se incubaron a4 °C, 12 h.
Sebloquearon con leche al 1%, se incubaron con los anticuerpos
anti-pasta de soya (1:500) y se detectaron con anticuerpos de
puerco anti-inmunoglobulinas de conejo, peroxidados y TMB
(tetrametilbencidina). Se ley6 450 nm (Bio-Rad, Mod. 450).

Evaluacién sensorial

Se evaluaron dos fracciones enriquecidas con Met: FI-E 'y
FII-E. Paraello, se seleccioné un panel entre 10 individuos con
una serie de 25 pruebas triangulares (20). Se determind su
capacidad de discernir entre dos muestras iguales (cafeina al
0.07%) y una desigual de agua destilada (21), misma prueba
que se usd para sensibilizarlos al reconocimiento del sabor
amargo. De alli se seleccionaron los mds sensibles, alos cuales
se les explicé y entrend para discriminar diferencias de inten-
sidad del sabor amargo utilizando cafeina al 0.03% (amargor

ligero), 0.07% (poco amargo), 0.1% (muy amargo) y 1%
(extremadamente amargo), de acuerdo a Jellinek (1989). La
evaluacioén se hizo por medio de pruebas de intervalos con una
escala continua no estructurada, con extremos “ligeramente
amargo” y “extremadamente amargo”. El andlisis de los

resultados se realizé por t de Student (14).

RESULTADOS Y DISCUSION

Hidrdlisis y sintesis

El grado de hidrélisis de la proteina de soya, a las 6 h fue
de 23.5%, de acuerdo a la cantidad de NaOH gastada para
mantener el pH en 8 (23). En el proceso de obtencién del
hidrolizado, hay dos puntos principales de pérdidas de mate-
rial proteico: en el primero, se perdi6 un 17.6% con respecto
al contenido inicial, al aplicar una centrifugacion ligera para
remover el material insoluble después de la hidrolisis. Des-
pués, en el secado por aspersidn se perdié otro 20%, perdida
que aunque onerosa, podria 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 aseveracidn se hace en base a la comparacién de las
propiedades y el rendimiento obtenidos para un hidrolizado
secado cn liofilizador (7) y los presentados por ¢l hidrolizado
secado en cste estudio. Desde el punto de vista industnial. es
mas conmcniente el secado por aspersion, ya que muy pocas
industrias cuentan con un liofilizador.

Por otra parle, la reaccién de plasteina es un proceso
enzimdtico alterno a la hidrélisis para producir resintesis. Esta
consiste en incubar, a un pH &ptimo, una solucién muy
concentrada (30-50% p/v) de hidrolizado con una proteasa
(24). Esta reaccién, como la de hidrdlisis es controlada por la
concentracidn de proteina, la actividad de agua del medio de
reaccion y la naturaleza hidrofdbica de las especies
involucradas. Aunque esta reaccién se conoce desde hace
afios, hasta hace poco solo era una curiosidad, con poca
aplicacién en alimentos.

FAO/WHO recomienda 4.2 g de Metionina+Cisteina
(Met+Cis)/100 g de proteina para infantes y 2.5 g de estos
mismos, para los otros grupos de edad. Considerando 1-2% de
Cis en la soya (25,23), se requeriria un 3.2% de Met para una
férmula infantil y 1.5% para otros productos. En este estudio
selogré enlazarhastaun 3.5% extrade metioninaal 1.45% que
contenia el hidrolizado antes de enriquecerlo, obteniéndose
con ello un 4.95% de metionina total. La metionina sola
sobrepasa el requerimiento de aminodacidos azufrados para
cualquier grupo etario. La cantidad de metionina afadida a la
mezcla de reaccién fue de 3 a 8 veces menor que la utilizada
por Hajds et al. y Hussein et al. para enriquecer otras proteinas
con el mismo aminodcido para el mismo nivel de
enriquecimierito. También el tiempo de reaccion disminuyd

“en 5.3 veces con respecto al utilizado en los dos ¢studios
sefialados. La disminucién en los dos pardmetros, significa
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una posibilidad grande de abatir costos y hacer de este proceso
una aplicacién real.

Ultrafiltracién fraccionada (UF)

En el primer modelo a nivel laboratorio, se ultrafiltré
secuencialmente la proteina de soya hidrolizada en una celda
de 200 ml, con membranas planas. Se obtuvieron fracciones
mayores de 10 kDa (FI), entre 3 y 10 kDa (FII) y entre 0.5 y
3 kDa (FIIa). En este caso, el objetivo era obtener el mdximo
de la fraccién de menor masa molecular (FIlla), que seria la
mas til en férmulas infantiles hipoalergénicas, ya que los
péptidos menores de 3 kDa no producen respuesta antigénica
ni alergénica (27). De acuerdo a los resultados del balance de
masa la Filla fue aumentando de 5.2% de proteina al inicio de
la hidr6lisis, a 18.6% a las 6 h, con un maximo de 21.9% a las
12 h y una disminucién a 18.5% a las 24 h. Por otro lado, la
proporcién de proteina en el permeado de la FlIla, aument6
desde un 2.6% al tiempo 0 hasta un méaximo de 14.3% a las 24
h. Esto sugiere que la Fllla se estaba degradando entre las 12
y las 24 h; porello, el tiempo de 12 h fue el 6ptimo de hidrélisis.

Después del primer ensayo en la celda pequeiia, se escalé
a un equipo de UF de cartucho (como los utilizados a nivel
industrial). Los rendimientos variaron para cada una de las

fracciones; primero porque 1a FIII ya no incluy6 los péptidos

menores de | kDay segundo porque la hidrélisis fue de 6 h. Asi
se ultrafiltraron secuencialmente tanto el hidrolizado sin enri-
quecer como el enriquecido, obteniéndose fracciones mayo-
res de 10 kDa, entre 3 y 10 kDa y entre | y 3 kDa. Estas se
denominaron FI, FII y FIII (las no enriquecidas) y FI- E, FII-
Ey FIII-E (las enriquecidas con metionina), respectivamente.
La medida del corte de las membranas en peso molecular,
corresponde casi exactamente a la especificacién de cada una
de ellas, como pudo comprobarse previamente por filtracién
en gel (7). En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de
proteina obtenidos al ultrafiltrar el hidrolizado (obtenido de
ambos procesos de UF) antes y después (s6lo la UF en
cartucho) de la sintesis. Como se observa, la actividad
hidrolética continua durante la segunda fase de la modifica-
ci6én enzimdtica.

TABLA 1
Distribucién de protefna antes y después de
enriquecimiento con metionina de los hidrolizados

Fraccién % Proteina

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

En el procedimiento de enfriado y centrifugacién inme-
diato a la hidrélisis, se recuperé sélo el sobrenadante conte-

niendo polipéptidos y otras moléculas solubles. Esto permitié
laremocién de moléculas no proteicas yaque en la fraccion de
hidrélisis la concentracién de proteinas aumenté a 59%,
mientras la pasta contenia solo un 46%. Durante el proceso de
ultradiafiltracion posterior a la sintesis, se removieron atin
mas moléculas no proteicas incrementando la concentracién
de proteinas en las fracciones del sintetizado hasta 82.4%.
Aunque se lograron concentraciones altas de proteina en
las fracciones, €l rendimiento total después de la sintesis fue
bajo (52%), debido a que la quimotripsina induce parcialmen-
te lahidrolisis y los péptidos menores de 1 kDase pierden. Para
fines de produccién industrial se debe optimizar el proceso de
acuerdo a la fraccién proteica que se vaya a utilizar. Asf por
ejemplo, si se quiere producir una férmula hipoalergénica, se
debe obtener primordialmente la FIII-E, utilizar las otras
fracciones para amortizar costos y sacrificar los péptidos
menores de 1 kDa. Esto Gltimo, se podria mejorar si se
desarrollan membranas de 500 Da de punto de corte paranivel
industrial, porque la fraccién de 500- 1000 Da es también til.

- Ya que actualmente se utiliza en forma industrial la hidrdlisis

enzimatica, el proceso industrial es rentable. Por ello, también
lo seria la sintesis enzimdtica que no requiere de infraestruc-
tura adicional y s6lo aumenta ligeramente el tiempo de proce-
samiento.

Propiedades funcionales

El comportamiento funcional de los polipéptidos estd de-
terminado por una serie de interacciones que relaciona a un
conjunto de propiedades (1,28). Todas las fracciones menores
de 10 kDa presentaron 100% de solubilidad a los pH ensaya-
dos (Figura 1). Es especialmente interesante este dato para el
pH 7, que se aproxima al de las férmulas infantiles (6.8), ya
que el aislado de soya comercial -usado en las férmulas
infantiles- present6 s6lo un 64.5% de solubilidad apH 7. La
solubilidad de la fraccién FI-E>10 kDa fue 10% menor a pH
7 que las demds fracciones y el hidrolizado completo, pero
mayor que la del aislado comercial. Las soluctones mas
turbias (Figura 2) las produjeron las {racciones con menor
solubilidad; tal fue el casode laFI-E>10kDacon solubilidades
bajas y valores de turbidez altos a los dos pH’s.

Los polipéptidos deben ser solubles en fase acuosa para
tener capacidad de espumado. Asi, las moléculas se desplie-
gan en la interfase, para formar capas cohesivas alrededor de
las burbujas de aire. Tal fue el caso de la pasta y el aislado, con
la solubilidad y espumado mas bajos a pH 4 (Figura 3). Una
excepcidn fue la FI>10 kDa con solubilidad 60 % menor a pH
4 que a pH 7 y con espumado mayor (p<0.05) a pH 4. Incluso
a un mismo pH, el comportamiento de las fracciones no fue
homogéneo ya que en las de solubilidad igual a 100%, la
capacidad de espumado varié. Por otra parte, los péptidos de
mayor tamafio producen espumas mas estables (9), una mues-
tra fueron las FI>10 kDa y 10>FII>3 kDa, pero no la FI-E>10
kDa, debido a su baja solubilidad.
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FIGURA 1
Solubilidad de la pasta. aislado comercial, hidrolizado
y las fracciones de soyaapH 4y 7
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FIGURA 2
Turbidez del aislado. hidrolizado y fracciones de soya
después de 30 minutosapH 4y 7
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FIGURA 3
Espumado dc 1a pasta, aislado. hidrolizado y fracciones
desoyaapH4y?7
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La solubilidad completa a estos pH's y buena claridad en
gencral, hacen a las fracciones obtenidas aptas para bebidas
fortiticadas, como los suplementos para deportistas o ancianos
(29, 1). Si se considera su buena capacidad de espumado,
también es posible su uso en bebidas fortificadas para la
poblacién en general. Por otro lado, la buena actividad

cmulsificante de la FI>10 kDa (Figura ). ta hace apta para
cmbutidos (29).

FIGURA 4

Indice de actividad emulsificante de la pasta. aislado.
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Composicién de aminoacidos

Ladecterminacion del perfil de aminodcidos en una protei-
na ha sido utilizado como predictor del valor biologico. La
Tabla 2 muestra los resultados de los aminogramas dcl
hidrolizado y sus {racciones. El andlisis estadistico mostro que
¢l hidrolizado no fue diferente (p>0.05) de la proteina intacta
(nomostrado). Las FI-E y FIII-E contenian suficiente metionina
como parasuplirlos requerimientos de aminodcidos azufrados
de los lactantes (4.3%), que con base en ¢l patron de la feche
materna recomienda FAO/WHO. Asi. la fraccion FIII-E serfa
mds adecuada que la leche de vaca en las formulas infantiles.
yaquecestadltimacontienc solo 3.3% de aminoacidos azufrados
(13). Para los demds grupos de edad la recomendacion cs de
2.5% y sc satisface con el contenido de Metde laFII-E, yaque
la Cis es mds de 1% (25).

TABLA 2
Contenido de aminoacidos del hidrolizado y de sus
fracciones antes y después de la incorporacion de metionina
(g/100 g proteina)

Hidrolizado F1 FIl  FIII  FI-E  FII-E FUILE
Asp 1128 11.80 1096 1059  85% 895 [3.13
Glu 1878 2255 1948 1845 17.30 21.14 2736
Ser 378 427 335 376 278 271 371
His 257 204 243 286 154 1044 247
Gli 434 588 454 602 510 552 578
Tie 471 261 348 478 380 246 4.85
Arg 6.88  6.80 654 479 123 353 473
Ala 433 441 474 637 443 344 509
Tir 325 278 253 223 182 150 1.0
Met 145 142 153 L1700 498 224 442
Val 538 532 516 495 595 413 633
Fen 518 566 585 476 454 195 100
e 484 623 452 442 574 425 613
Leu 724 945 763 674 842 503 747
Lis 619 785 736 673 462 534 6.7



Evaluacién de la calidad de proteina

- La presencia y actividad de factores intrinsecos y extrin-
secos en el tracto gastrointestinal, pueden modificarlas expec-
tativas del solo perfil de aminoacidos de una proteina, por ello
se ensayaron una fraccion de hidrolisis y la combinacion de
dos fracciones con sintesis, en ratas. Para comparacion, se
utilizaron caseina y un producto comercial, como fuente Gnica
de proteina.

En la Tabla 3 se presentan los indicadores de calidad
proteica de las fuentes ensayadas. La Filia tiene péptidos de
tamafo molecular pequefio (0.5-3 kDa). los cuales se absor-
ben muy bien (32), aunque es deficiente en aminoécidos
azufrados por lo que se le adicioné metionina libre. La com-
binacién FI-E+FII-E, presenta péptidos de mayor tamafio (>
3kDa) que Filia, pero como estan enriquecidos con metionina
si cubren el requerimiento de amino&cidos azufrados. Asi. se
compensa un tratamiento con el otro para obtener indicadores
de calidad proteica similares (p>0.05).

TABLA 3
Digestibilidad verdadera (DV)y utilizacién neta de proteina
(NPU) obtenido en ratas alimentadas con caseina
(dieta control), Ensure® y dietas formuladas con las
fracciones Filia y FI-E + FII-E.

Parametro Dieta Dieta Dieta Dieta
Caseina Ensure® FI-E+FII-E Filia

Digestibilidad 96.4a 90.1b 91.2a%1 93.5C

Verdadera

(%)

NPU (%) 68.8C 65.7 64.4h 64.7b

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

Como se observa en la Tabla 3. la digestibilidad aumenta
gradualmente con la disminucion del tamafio peptidico de
proteinas de la misma fuente (30), aunque el NPU de cada
proteina depende también del contenido de metionina enlaza-
dacovalentemente. Lo anterior se sustenta en el hecho de que
Filia (menortamafio) presenté mejordigestibilidad pero igual
NPU que FI-E+FII-E (mayor tamafio). Por otra parte, aunque
Ensure® mostré menor digestibilidad que las fracciones de
soyaensayadas, contiene ademas del aislado de soya, caseinatos
loque explica su valor de NPU comparable al de las fracciones
y ligeramente menor al de caseina ( p<0.05). Aunque en este
estudio, no se compararon las fracciones de soya con su fuente
original (pasta), sino con caseina, sus indicadores son mejores
que los reportados para diversos productos de soya (31).

Se sabe que los padecimientos crénico-degenerativos que
acompafan a las personas de la tercera edad, disminuyen su
capacidad de absorcion de nutrimentos. Por eso, se lian dise-
flado para ellos formulaciones con proteinas modificadas,

oligopéptidos y aminoacidos libres (32); las fracciones obte-
nidas en este estudio, podrian ser una alternativa. Aunque
ahora sélo se ha demostrado una calidad proteica comparable
alade laproteinadel producto comercial de referencia, se sabe
que los péptidos tienen mayor posibilidad de absorcién que las
proteinas integrales (30).

Factores antifisioldgicos

A la pasta de soya, hidrolizado y a las fracciones antes o
después de enriquecimiento con metionina se les analizé
actividad de lectina e inhibidor de tripsina, que estan entre los
factores antifisiol6gicos mas comunes en la soya (3 1). En la
Tabla 4 se muestra que la pasta de soya contenia 47 778 UIT
(unidadesde inhibidorde tripsina) por g de proteina, reducién-
dose a un 15.39! de su actividad inicial en el hidroli/.ado y
todavia poco mas en las fracciones de sintesis (1 1.6, 8.4 y
7.5% en FI-E y FJI-E y FIII-E, respectivamente). La mayor
reduccion de este componente anlifisiolégico fue para la
fraccion méas pequefia sin enriquecer (Filia) con un titulo
remanente del 2.5%. Asi. en la proteina modificada con
metionina existe una reduccién de actividad en el orden riel
90%, superior al 37% obtenido por Hajés et al. en un proceso
similar.

TABLA 4
Factores antifisiolégicos y antigenicidad.

Material Inhibidor de tripsina3 Hemaglutinacién*1 Antigenicidadc
(UIT/g proteina) (TH) (Titulo)

Pasta de soya 47 77S 64 1

Hidrolizado 7333 32 15

Fl ND 32 1

fu ND ( 1.9x10-5

fui ND 0 2.4x1<>'6

Filia 1186 0 6.1x10 7

FI-E 5 536 32 0.25

FlI-E 4 000 0 9.8.x10'6

FlII-E 3571 0 1.2x1()'6

a Unidades inhibidoras de tripxina/g proteina

b Inverso de la méxima dilucién que mostré aglutinacion

e Dilucién de la proteina en la pasta de soya en la cual se obtuvo la

misma ahsorbancia.
No determinado

La actividad residual del inhibidor de tripsina se atribuye
al inhibidor de Kunit/. que no se inactiva porcompleto durante
una protedlisis limitada (33) y a la posible restitucién de esta
actividad a pH neutro o ligeramente alcalino (34). como el
utilizado en el proceso de resintesis. Es por ello, que en el
trabajo de Hajos et al., hubo mucho menor reduccion de esta
actividad, ya que ellos solo hidrolizaron durante 2 h. Por otra
parte, en los productos comerciales 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). Asi, los hidrolizados (enriquecido o no) ohteni-
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dos en este estudio, tienen ventaja en este punto sobre los
productos comerciales de soya que se utilizan para formular
alimentos.

Con respecto a la actividad de lectina, el titulo de
hemaglutinacién de la materia prima (pasta) se redujo en un
50% en el hidrolizado y en las fracciones de mayor peso
molecular (FI y FI-E). La actividad hemaglutinante se perdié
por completo en todas las fracciones restantes (menores de 10
kDa). De acuerdo a Liener et al.. el proceso de hidr6lisis puede
dejar actividad parcial de algunas lectinas, la cual puede
reducirse o eliminarse por completo por medio del calor
hiamedo. Asi, por procesos de pasteurizacién podria eliminar-
se cualquier actividad remanente de estas fracciones en una
formulacién industrial.

Antigenicidad

Los titulos de antigenicidad para todos los materiales
ensayados se muestran en la Tabla 4. En ella se observa una
reduccién de epitopes reconocibles por los anticuerpos-anti
pasta de soya, al 50% en Fl e hidrolizado y 75% para FI-E,
habiendo eliminacién casi completa de estos para todas las
demds fracciones. La reduccién del poder antigénico de todos
los materiales fué proporcional a la disminucién del tamafio
peptidico. Ademds, todas las fracciones enriquecidas dismi-
nuyeron sus titulos en un 50-75% conrespecto a sus fracciones
homdlogas sin enriquecer.

Halken et al., estudiaron un producto (Profylac®) etique-
tado como hipoalergénico y basado en proteina del lactosuero,
hidrolizada enziméticamente y ultrafiltrada. Este producto
contiene péptidos menores a 8 kDa, y su antigenicidad fue
probada contra proteinas nativas del lactosuero, mostrando
una reduccion de la antigenicidad de 30 000 veces. La estima-
cidn tedrica para una fraccién peptidica similar en nuestro
estudio (FII+FIII), es del mismo orden de magnitud. Por otra
parte, Hussein et al., reportan una disminucién del potencial
antigénico de proteinas de leche de biifalo modificadas. de-
pendiente del enriquecimiento con metionina. A un porcentaje
similar de enriquecimiento al alcanzado en nuestro estudio
(4.37%), ellos encontraron unareduccidn en el orden del 90%
con respecto a la proteina intacta, siendo esta reduccidn casi
total en nuestro caso. Esto demuestra que la modificacion
enzimética (hidr6lisis y sintesis) y la UF son la combinacién
de métodos mdseficiente parareducirel contenidode antigenos.

Evaluacion sensorial

Se seleccionaron 6 panelistas con la mejor capacidad de
deteccidn del sabor amargo, de acuerdo a los resultados de las
pruebas triangulares. Su evaluacién sensorial mostré que las
fracciones FI-E y FII-E no son significativamente (p> 0.01)
diferentes entre si, aunque la FI-E present6 un amargo menor
(p<0.01) a la FII-E con respecto al estdndar de cafefna al
0.07%, catalogado como “poco amargo”.

De acuerdo a Deeslie y Cheryan, el sabor amargo se
desarrolla en los productos de protedlisis limitada y luego

decrece en una etapa mas extensiva. En este estudio, cl
hidrolizado inicial se clasificarfa como moderado de acuerdo
al grado de hidrdlisis. Sin embargo, durante la sintesis, la
hidrélisis continué6 (aunque en menor grado). Ello porque se
observé en el balance de masa (como proteina), que las dos
fracciones de mayor masa se redujeron y aument6 la FIII-E a
19% con respecto a la F1I1 que era 9% del total.

La evaluacidn sensorial se realizé en el material proteico
puro y no en productos formulados. Por ello, los demds
componentes de los alimentos que contengan este material,
podrian enmascarar totalmente el ligero sabor amargo. Tal es
el caso de férmulas liquidas para personas con problemas de
mala absorcidn, que contienen saborizantes de vainilla, fresa.
chocolate y nuez como el Ensure® o el Sustacal®. También
las papillas para infantes pueden llevar saborizantes naturales,
aunque estas serfan formuladas con la FI-E que no presentd
sabor amargo.

En conclusién, al realizar la hidrélisis y sintesis enzimadticas
en forma secuenciada, se logré una verdadera modilicacion
muy ventajosa en todas las propiedades proteicas. Se obtuvie-
ron fracciones enriquecidas con metionina, en el menor tiem-
po y a una concentracién de aminodcido afiadido minimos.
Después de la ultrafiltracién, todas las fracciones menores de
10 kDa (FIII, FIII-E, FII y FII-E) presentaron 100% de
solubilidad a todos los pH’s, mds de 90% de claridad y regular
capacidad espumante.

LaFII-E debido ala calidad nutricia de su proteinay a que
no causa respuesta antigénica y no contiene factores
antifisiolégicos, puede utilizarse como Gnica fuente de protei-
naparaférmulas infantiles hipoalergénicas. LaFII-E suple los
requerimientos de aminodcidos azufrados paranifios y adultos
y es adecuada para férmulas fortificadas solubles y como
tnica fuente de proteina en nutracéuticos. La FI se asemeja al
aislado de soya comercial en sus propiedades funcionales y
porello, podriaserunaalternativa paradiversos productos que
lo incluyen, a fin de amortizar los costos de produccion. Por
dltimo, la FI-E debido a su alto contenido de metionina, a la
estabilidad de su espuma, a su actividad emulsificante y nulo
sabor amargo, puede ser una buena fuente de proteina para
papillas infantiles.

Asi, por medio de la modificacién enzimatica, se obtuvic-
ron péptidos de tamafio definido. con concentraciones adecua-
das de aminodcidos paralos requcrimientos del grupo etario al
que van dirigidas. Estos presentan propicdades bioquimicas,
funcionales, nutrimentales y sensoriales que permiten
formulaciones nutritivas y agradables a los sentidos del con-
sumidor. La unién covalente de la metionina evita el sabor
desagradable que produce el afiadirla en forma libre. También
el definir el tamaiio de los péptidos, por ultrafiltracién fraccio-
nada y no por lo extensivo de la hidrélisis enzimdtica, ayuda
acontrolar las propiedades. En esta formase eliminan péptidos
amargos, se mejoran la digestibilidad y absorcién a nivel
intestinal y se obtienen ventajas en funcionalidad.
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