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RESUMEN 3

Los hidrolizados de proteinas se utilizan ampliamente como saborizantes de alimentos, para la
preparacibn de bebidas estimulantes y en general como componentes importantes de alimentos
preparados; aunque ultimamente se estd prestando gran atencién a su producci6n con vistas a la
preparacién de "dietas especiales” para nutricién enteral de lactantes y adultos enfermos, fundamental-

mente a partir de proteinas lacteas.

Las dietas entéricas estdn disefiadas para ser absorbidas en los intestinos, sin una digestién
previa en el estébmago; son necesarias para tratar un gran ndmero de enfermedades y transtornos
estomacales. Una dieta entérica completa debe contener amino4cidos, aunque no necesariamente libres.
Existe suficiente evidencia experimental que indica que los péptidos de 2 a 3 restos aminoédcidos son
absorbidos en muchos casos més facilmente que los aminoacidos individuales, evitando parcial o
totalmente la competencia que tiene lugar entre aminoé4cidos que comparten el mismo mecanismo de

transporte.

También se conoce que las dietas de pequefios péptidos pueden ser Gtiles en el tratamiento de
trastornos en la absorcién de aminoécidos. De hecho, no hay evidencia de deficiencias en el transporte
de péptidos andlogas a las conocidas en el transporte de aminodcidos. Por otra parte, las dietas de
amino4cidos libres son hiperosmoéticas comparadas con las dietas de péptidos y pueden provocar

secrecién intestinal con efectos diarreicos.

Las proteinas y péptidos de elevado peso molecular son frecuentemente alergénicos y por tanto
inutilizables para la preparacion de dietas especiales; si bien este efecto parece desaparecer practica-

mente para pesos moleculares inferiores a 5000 - 2000 Da segin diferentes autores.

El sabor de los hidrolizados de protefnas es otra caracteristica importante para el éxito de una
dieta especial, ya que durante el proceso de hidrélisis pueden formarse péptidos de intenso sabor
amargo que provocarian el rechazo de estas dietas por los pacientes. El amargor se cree que estd
relacionado con la hidrofobicidad de las cadenas laterales de los aminoécidos y suele ser debido a

péptidos relativamente pequefios, pesos moleculares de 1000 a 6000 Da.

En resumen, los hidrolizados de proteinas para la preparacién de dietas especiales deben poseer
una distribucién de pesos moleculares lo mas estrecha posible, con un alto contenido en di- y tripépti-

dos, peso molecular medio del orden de 500 y no contener péptidos de peso molecular superior a 1000,
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ya que de esta forma desaparecen los problemas de amargor, hiperosmoticidad y alergenicidad. Ademas,

su valor biologico debe ser 1o mas préximo al de la proteina de partida y su contenido salino limitado.

El trabajo que se describe en esta Memoria forma parte de una linea de investigacién sobre el
desarrollo de un proceso de hidrélisis enzimética de proteinas lacteas por el Grupo de Biorreactores del
Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Granada en colaboracién con el Departa-
mento de I1+D de Uni6n Industrial y Agroganadera S.A. (UN.IAS.A)) en el marco de un Proyecto
concertado CDTI - UNIASA.

En concreto, en este trabajo se ha estudiado la hidrélisis enzimética de las proteinas del
lactosuero, lactoalbimina comercial, exenta de lactosa, con un 73 % en peso de proteina y un 6 % de
humedad. Las enzimas seleccionadas han sido las siguientes proteasas comerciales de grado alimentario:
MKC Protease 660 L, fabricada por los Laboratorios Miles por fermentacién de Bacillus subtlis, cuya
actividad resulté ser de 6.6 UA/mL; Alcalasa 0.6 L, fabricada por NOVO Industrias por fermentacién de
una cepa seleccionada de Bacillus licheniformis, con una actividad de 1.01 UA/g, y PEM. 2500 §,
también de NOVO Industrias, que es una mezcla de enzimas pancreéticas de origen bovino y porcino,

con una actividad de 20.84 UA/g.

El estudio cinético de la hidrélisis se ha llevado a cabo mediante las siguientes técnicas y

dispositivos experimentales:

Medida de la actividad enzimdtica

Se ha utilizado el método modificado de Anson, en este ensayo normalizado se hidroliza
hemoglobina desnaturalizada a pH=7.5 y 25°C durante 10 minutos, se precipita la hemoglobina
no hidrolizada con 4cido tricloroacético y al sobrenadante filtrado se le afiade un reactivo de
caracter fenélico que produce un color azul con tirosina y triptéfano, midiéndose la absorbancia
a 750 nm. Para obtener la linea de calibrado se utiliza una proteasa de actividad Anson

conocida, en este caso tripsina pancreatica.

Medida del grado de hidrolisis

El grado de hidrolisis se determind de dos formas complementarias: por el consumo de base
necesario para mantener constante el pH durante la hidrélisis y mediante el método del TNBS,
que se basa en la reaccién de trinitrofenilacién entre grupos aminos libres y el 4cido 2,4,6
trinitrobencenosulfénico que conduce a productos coloreados, midiéndose la absorbancia a 420

nm. El método requiere un calibrado previo que se realiza con aminoécidos libres u oligopépti-

dos.
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Medida de la distribucién de pesos moleculares

Se realiza mediante HPLC con columnas de TSK-gel que conduce a una buena separaci6n de
péptidos por tamafio molecular y a una correlacion entre el logaritmo del peso molecular y el
tiempo de retencién. Esta correlacién se determina previamente mediante péptidos de

referencia de tamafio molecular conocido en el intervalo de 200 - 50000 Da.

Reactor de hidrolisis
Constituido por un tanque agitado de operacién discontinua, con control de temperatura, pH y

toma de muestras.

Unidad de ultrafiltracién
Sistema de ultrafiltracién de flujo tangencial, area de filtracion de 0.1 a 0.7 m?, presién de 0.5 a
5 bar, con membranas de peso molecular de corte 10000, 5000 y 1000 Da.

La mayor parte de los experimentos cinéticos se realizaron en las condiciones de mayor
actividad - estabilidad de las enzimas seleccionadas de acuerdo con la informacién suministrada por los
fabricantes, 50°C y pH =8.0; aunque también se realizaron algunos experimentos exploratorios a mayores
temperaturas y pHs més alcalinos. Se ha estudiado la accién de las tres proteasas comerciales sobre el
sustrato de forma independiente, aunque también se realizaron algunos experimentos con mezclas de

proteasas bacterianas y de origen animal.

En cada sistema el grado de hidroélisis conseguido depende de las concentraciones iniciales de

sustrato y enzima y del tiempo de operaci6n, que fueron las variables analizadas en el estudio cinético.

Para el tratamiento de los resultados primarios se han seguido dos métodos complementarios:

Meétodo diferencial
Se ban ajustado los resultados experimentales mediante funciones spline cibicas y a partir de
ellas se han determinado las velocidades de hidrélisis para diferentes grados de hidrélisis con

objeto de determinar la relacién funcional que existe entre ellas.

Método integral
Por integracién analitica o numérica de las relaciones anteriores se han determinado los mejores

valores de los parametros cinéticos por regresi6n no lineal mediante el algoritmo de Marquardt.
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Se ha encontrado que en todos los sistemas analizados la cinética de la hidr6lisis de lactoalbi-

mina comercial se ajusta a la ecuacién de velocidad

dx

rh=S°E=B(CO_E'SO)CXP(—Y-X)

donde el término sustractivo del binomio del segundo miembro se ha explicado admitiendo la existencia
en ¢l sustrato de un inhibidor irreversible de serina - proteinasas, que ha sido encontrado recientemente
en el suero lactico por Weber y Nielsen; este inhibidor actfia asocidndose irreversiblemente a una

fraccibn de la enzima activa en tiempos muy cortos comparados con los necesarios para la hidrélisis.
Esta ecuacién cinética es compatible con el siguiente mecanismo propuesto

a) Un proceso muy rapido de uni6n irreversible de la enzima activa al inhibidor presente en el

sustrato

k§

E+I —, EI

que determina que la concentracién inicial de enzima activa se reduzca a

b) Hidrélisis de orden cero con respecto al sustrato simultdnea con desnaturalizacién de

segundo orden por ataque de la enzima libre a la enzima ligada

E +S — ES

n
ES —— E +2P

kg
E+ES —— E+E;+S

y se han determinado los parametros cinéticos: €, k, y ky para las tres proteasas comerciales

utilizadas y para las mezclas de proteasas de origen bacteriano y animal.

Las proteasas bacterianas han resultado ser mis eficaces que las proteasas pancredticas,
particularmente la Alcalasa 0.6 L.
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En la utilizacién simultdnea de proteasas de origen bacteriano y animal se aprecia una
desnaturalizacién parcial entre ambas en los primeros instantes y un efecto sinergistico importante que

llega a predominar sobre la desnaturalizacion inicial para grados de hidro6lisis elevados.

El anélisis de la distribucién de pesos moleculares pone de manifiesto que para cada sistema
depende exclusivamente del grado de hidrélisis alcanzado. En cada sistema una fraccion de la
seroalbimina presente en el sustrato, del 1 al 3 % de éste, resulta resistente a la hidrélisis; aunque esta

fraccién disminuye cuando se emplean mezclas de proteasas de origen bacteriano y animal.

Los otros dos componentes principales del sustrato: 8-globulina y o-lactoalbiimina, asi como los
péptidos intermedios, peso molecular superior a 3000 Da, desaparecen por completo para grados de

hidrolisis del 15 % con las proteasas bacterianas y del 10 % con las proteasas de origen animal.

A partir del 15 % de hidrélisis no existe diferencia aparente entre los hidrolizados obtenidos
con proteasas de origen bacteriano o animal. La fraccién de peso molecular comprendido entre 1000 y
3000 Da va disminuyendo continuamente y aumentando la fraccion de péptidos de tamafo molecular
inferior 2 1000 Da. Para grados de hidrélisis superiores al 20 %, mas del 95 % del hidrolizado est4
formado por péptidos de tamafio inferior a 1000 Da.

La expresi6n integrada de la ecuacién de velocidad

1+kd{i—e]-t}
SO

pone de manifiesto que la variable intensiva del tratamiento enzimético es

e
L2 -e|-t
SO

expresion que permite optimizar las condiciones de operacién: e, s, y t necesarias para obtener un
determinado grado de hidr6lisis.

k
Xx=_-"ln
d

El aumento del pH por encima de 8.0 parece favorecer la hidroélisis en la actuacion de Protease
660 L, aunque esto determinard un aumento de la concentracién salina del hidrolizado final. Si bien en
este ultimo aspecto debe tenerse presente que para mantener constante el pH durante la hidrolisis y
para la neutralizacién final puede utilizarse una base que suministre ya algunos iones necesarios en la
dieta especial para la que s¢ van a utilizar los hidrolizados de proteinas, generalmente una mezcla de
KOH y Ca(OH),.
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El aumento de la temperatura por encima de S0°C también favorece la hidroélisis en la actuacion

de Protease 660 L, alcanzédndose un 6ptimo alrededor de 60°C.
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La hidrélisis enzimstica de los biopolimeros contenidos en los alimentos: polisacaridos y
proteinas tiene como objetivo mejorar las caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas del alimento
original y aumentar su digestibilidad sin detrimento de su valor nutritivo. En este sentido estos procesos
son cada vez m4s utilizados en la Industria Agroalimentaria para la fabricacién de alimentos preparados,

productos dietéticos y de dietas especiales para alimentacién de lactantes y adultos enfermos.

La hidrélisis enzimética presenta indudables ventajas frente al tradicional método quimico: 4cido

o alcalino, entre las que cabe destacar las siguientes

Selectividad: las enzimas suelen ser especificas para un tipo determinado de enlace y por tanto,
no es frecuente la aparicién de productos de degradaci6én. En cambio, la poca selectividad de los
ataques 4cido y bisico y su dificil control, conduce irremediablemente a la existencia de productos de

degradacion, que incluso pueden legar a ser t6xicos.

Condiciones moderadas de temperatura y pH: la hidrélisis enzim4tica transcurre a temperaturas

proximas a la ambiente, 40°- 60° C, y pHs comprendidos entre 5-8.

No se anaden sustancias extraias: evidentemente este hecho no sucede en los procesos de
hidroélisis 4cida y alcalina, ya que en ambos casos la neutralizaci6n posterior eleva considerablemente el
contenido en sales. Esto suele ser un grave inconveniente sobre todo si el hidrolizado se va a destinar a

la preparacién de alimentos infantiles, dietéticos o para adultos enfermos.

Los procesos mas interesantes desde un punto de vista econ6mico son la hidrélisis enzimética
del almidén de harina de cereales, de las pectinas y celulosa presentes en los zumos de frutas, de la

lactosa de la leche o del lactosuero y de las proteinas.

Asi, los jarabes de dextrinas, glucosa y sobre todo fructosa son ampliamente utilizados en
pasteleria y para la fabricacién de papillas. Estos jarabes se obtienen por hidrolisis del almid6n extraido
de cercales, algunos tubérculos y leguminosas. También la hidrolisis parcial de harina de cereales con
alto contenido en almidén se utiliza para la preparacién de alimentos infantiles: papillas lacteadas. En
este caso uno de los factores mas importantes a considerar es la distribuciéon de tamanos moleculares
obtenida en la hidrélisis que determina la digestibilidad y las caracteristicas reolégicas y de textura de

las papillas. -
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Las pectinas y celulosa son los constituyentes mayoritarios de la pared celular de frutos y
legumbres. Desde un punto de vista quimico las pectinas son heteropolisacdridos constituidos por
cadenas de 4cido D-galacturénico, a las que se encuentran unidos distintos carbohidratos, galactosa, ara-
binosa y xilosa, principalmente. La celulosa est4 constituida por cadenas lineales de glucosa. En ambos
casos, un tratamiento con pectinasas y celulasas conduce a un mayor rendimiento de la extraccién y los

zumos obtenidos se clarifican y estabilizan més ficilmente.

La lactosa es el principal hidrato de carbono de la leche y del lactosuero; es un dimero formado
por una molécula de glucosa y otra de galactosa. Su hidrélisis es interesante por las ventajas nutriciona-
les, tecnoldgicas y medioambientales que proporciona. Respecto del primer punto, los problemas de
intolerancia a la lactosa que presenta una gran parte de la poblacién humana no blanca y entre un 2-15
% de los blancos, se eliminan mediante la hidrélisis de la lactosa. En todo caso, es un paso obligado
para preparar dietas especiales. Ademas del problema de intolerancia ya comentado, la presencia de
lactosa, tanto en la leche como en el lactosuero, causa dificultades importantes en la produccion de
leches concentradas en polvo, debido a su tendencia a cristalizar. Desde un punto de vista medioambien-
tal, es conveniente realizar la hidrélisis de la lactosa en vertidos de queserias y lecherias, para facilitar su
eliminacién, ya que tanto la glucosa como la galactosa son m4s ficilmente fermentables por microorga-
nismos. De todas formas, la lactosa es un sacarido de débil poder edulcorante, 20 % del correspondiente
a la sacarosa, por tanto su hidrdlisis también aumenta esta caracteristica, por lo que se disminuye la

adicion de sacarosa a los preparados lacteos.
2.1 HIDROLIZADOS DE PROTEINAS

Los hidrolizados de proteinas se utilizan fundamentalmente como saborizantes de alimentos,
como suplementos en algunas bebidas y refrescos y para la preparacion de dietas especiales para

lactantes y adultos enfermos.

En este caso la competencia entre los procesos quimicos y enziméticos es ain més clara a favor
de estos wltimos, ya que la hidrolisis alcalina destruye los amino4cidos arginina y cisteina y no produce
sabores adecuados y la hidr6lisis 4cida destruye por completo el triptofano y desamina parcialmente los
aminoécidos serina y treonina. Si en este Gltimo proceso se utiliza 4cido sulffirico y la neutralizacion se
realiza con hidréxido célcico puede obtenerse un producto libre de sales, tras la separacién por
filtracién del sulfato célcico producido, pero de sabor 4spero; si se utiliza 4cido clorhidrico, la
neutralizacién posterior determina un alto contenido salino del producto final, como ya se ha indicado

anteriormente. No obstante si esta neutralizacién conduce a cloruro sédico, como es usual, y el producto
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final se va a emplear como saborizante, este proceso es adecuado por sus altos rendimientos y costes

relativamente bajos.

Hoy dia es evidente que cuando se pretende utilizar los hidrolizados por su valor nutritivo y
sobre todo en la preparacién de dietas para nutricién enteral, el contenido salino debe estar limitado y
debe respetarse al maximo la estructura de los componentes de la proteina por separado, no s6lo para
mantener su valor biolégico sino también para evitar la contaminacién de los hidrolizados obtenidos por
los productos de degradacién de estos componentes, de ahf la necesidad de recurrir a la hidro6lisis
enzimética; de hecho todos los procesos comerciales y las patentes registradas con esta finalidad utilizan
este tipo de hidrélisis.

Las dietas entéricas est4n disefiadas para ser absorbidas en los intestinos, sin una digestién
previa en el estdbmago; son necesarias para paliar un gran nimero de enfermedades y desérdenes
estomacales. Estas dietas deben contener amino4cidos para suministrar una nutricién completa, pero no
es necesario, ni conveniente, que estén constituidas sélo por aminoécidos libres, ya que esto las hace
hiperosméticas, provocando secrecién intestinal y diarrea. Ademés los conocimientos actuales del
mecanismo de la absorcién intestinal indican que la velocidad de absorcidbn es menor para los
aminodcidos libres que para péptidos pequefios, ya que la adsorcién de di y tripéptidos evita parcial o
totalmente la competencia que tiene lugar entre aminodcidos que comparten el mismo mecanismo de
transporte, Grimble et al. (1986 y 1897). Adema4s estos pequeiios péptidos pueden pasar al interior de la
¢élula donde son hidrolizados a amino4cidos y estudios experimentales en ratas demuestran que la
administracién endovenosa de los mismos es tan efectiva como la de los correspondientes aminoacidos

en lo que se refiere a su incorporacién tisular, Takase et al. (1979).

En efecto, hoy dia es conocido que la dietas ricas en pequefios péptidos, pueden ser ftiles para
el tratamiento de los trastornos o disfunciones de la absorcién de amino4cidos, como la enfermedad de
Hartnupp (disminucién del transporte de amino4cidos neutros), la cistinuria (dificultad para la absorcién
de cisteina, arginina y lisina) y el sindrome de Lowe provocado por una disminucién de la velocidad de
absorcién de todos los aminoacidos. De hecho, no existe evidencia de una disminucion en el transporte

de péptidos pequeiios, a través de la membrana intestinal, semejante a las conocidas para los amino4ci-

dos.

Las proteinas y péptidos de elevado peso molecular son frecuentemente alergénicos y por tanto
inutilizables para la preparacién de dietas especiales, Coombs y McLaughlan (1984). Este efecto
desaparece préicticamente para pesos moleculares inferiores a 6000, Tossavainem et al (1983) y

Samuelsson y Poulsen (1987). sin embargo otros autores sitian este limite en pesos moleculares més
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pequeios, asi Otani et al. (1990) propone 3500 Da e incluso Knights (1987) recomienda que los péptidos
no sean superiores a 1200 Da. Con respecto a la alergenicidad de los péptidos obtenidos en la hidr6lisis
enzimética, algunos autores consideran que un tratamiento semejante al que tiene lugar en el aparato
digestivo del hombre, es lo mas idéneo para conseguir hidrolizados hipoalergénicos, es decir un
tratamiento con pepsina seguido de un tratamiento con quimiotripsina, tripsina 0 una mezcla de ambas,

Asselin ef al. (1989), Otani et al. (1990).

También algunos investigadores sefialan que la alergenicidad puede estar provocada por los
productos de las reacciones de Maillard originados en los pretratamientos térmicos necesarios para
levar la hidrolisis enzimitica a las altas conversiones requeridas con vistas a obtener hidrolizados

hipoalergénicos, De Rham (1989) y Jost et al. (1989).

El sabor de un hidrolizado de proteinas es también un factor importante para el éxito de una
dieta entérica, y éste puede depender de la proteina utilizada y del grado de hidr6lisis alcanzado. Asf las
legumbres conducen a hidrolizados de intenso sabor amargo que contienen compuestos tales como al-
coholes, cetonas y aldehidos de cadena larga que les dan un sabor desagradable. Los concentrados de
proteina de pescado estin usualmente contaminados con aminas que le dan su sabor caracteristico y
adem4s contienen grasas insaturadas dificiles de separar. Por ello, la materia prima ideal para la
preparacién de dietas entéricas parecen ser las proteinas lacteas, tanto por su composicién en aminoa-
cidos como por los sabores que pueden conseguirse mediante una hidrélisis suficientemente intensa,
Chiang et al. (1982). No obstante, el amargor de los péptidos y su alergenicidad, parecen estar mas
relacionados con el método de hidrélisis y la distribucion de pesos moleculares alcanzada, que con el

origen de la proteina de partida.

El amargor se cree que est4 relacionado con la hidrofobicidad de las cadenas laterales de los
amino4cidos y suele ser debido a péptidos relativamente pequefios, pesos moleculares comprendidos
eatre 1000 y 6000, Ney (1979) y Otagiri et al. (1983). Para eliminar péptidos amargos, se pueden utilizar
procesos de adsorcién sobre carbén activo, Cogan et al. (1981) o extracciébn con 2-butanol, Lalasidis y
Sjoberg (1978), pero esto conlleva la pérdida selectiva de determinados amino4cidos y por tanto de valor
biolégico de los hidrolizados obtenidos. Otros procedimientos consisten en realizar la hidr6lisis en
presencia de un carbohidrato, Suzuki et al. (1981) y Sprossler y Uhling (1981), pero esto supone
introducir nuevos componentes, que pueden no ser convenientes para la preparaciéon de dietas
especiales. También es frecuente encontrar referencias con respecto a la eliminacién de péptidos
amargos mediante un tratamiento con exopeptidasas, lo que confirma que por debajo de un determinado

tamafo molecular, el amargor desaparece y sugiere que éste puede estar provocado, fundamentalmente,
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por aminoacidos hidrof6bicos en posiciones terminal o préximas, Umetsu et al. (1983), Parker y Pawlett
(1987) y Minagama et al. (1989).

En resumen, los hidrolizados de proteinas para la preparacién de dietas especiales, deben
poseer una distribucién de pesos moleculares lo mas estrecha posible, con un alto contenido en di y
tripéptidos, y peso molecular medio del orden de 500, ya que de esta forma desaparecen los problemas

de amargor, hiperosmoticidad y no son alergénicos.
2.2 HIDROLISIS ENZIMATICA DE PROTEINAS

La hidrolisis enziméitica de proteinas es un proceso suave que transcurre a través de un

conjunto de etapas en serie:

protefnas = proteosas =» peptonas => péptidos = amino4cidos

clasificacién que se basa fundamentalmente en la solubilidad de las macromoléculas y que de manera
aproximada se corresponde con los pesos moleculares medios, MW, y con la relacién nitrégeno amino -

nitrogeno total, AN/TN, que se indica en la siguiente tabla

MW AN/TN

proteinas > 20000 < 0.01
proteosas 5000 - 10000 < 0.01
peptonas 1000 - 6000 01-05
péptidos 200 - 500 05-08
amino4cidos 75 - 200 08-09

No obstante la hidrolisis enzimdtica de proteinas plantea algunos problemas importantes:

Resistencia a la hidrélisis: las proteinas nativas globulares son generalmente resistentes a la
hidrélisis enzimitica por su estructura terciaria compacta que protege la mayor parte de los enlaces
peptidicos. Por esta raz6n, la velocidad de hidrolisis puede incrementarse de manera apreciable

mediante un pretratamiento de la proteina que provoque su desnaturalizacién parcial; dada la necesidad
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de no introducir en los hidrolizados sustancias solubles ajenas a ellos, los pretratamientos s6lo podrén

consistir en tratamientos térmicos o cambios ligeros de pH.

Contaminacién microbiana: dado que la hidrélisis enzimitica de las proteinas es un proceso
relativamente lento, cuya velocidad disminuye de forma apreciable cuando se alcanzan grados de
hidrélisis importantes, y la imposibilidad de llevar a cabo un tratamiento térmico intenso para la
esterilizacion total de las disoluciones o suspensiones de sustratos por su labilidad térmica, la contamina-

ci6n microbiana de la mezcla reaccionante constituye generalmente un problema importante.

Especificidad de las enzimas: las enzimas proteoliticas corresponden a dos grandes clases: las
peptidasas, que separan amino4cidos o dipéptidos de los extremos de las cadenas polipeptidicas (EC
3.4.11 a 3.4.17), también llamadas exopeptidasas y las proteinasas que rompen enlaces peptidicos del
interior de las cadenas (EC 3.4.21 a 3.4.24), también llamadas endopeptidasas. Estas enzimas suelen ser
especificas para determinados enlaces peptidicos, por lo que es generalmente necesario utilizar
combinaciones de las mismas para alcanzar altos grados de hidrolisis; incluso aunque se empleen
preparados comerciales que son mezclas de diferentes enzimas, para alcanzar los pesos moleculares

indicados anteriormente, puede ser necesario usar combinaciones de los mismos.

2.2.1 Sustratos utilizados

Aunque los concentrados proteicos de soja se emplean para obtencién de hidrolizados de
proteinas con vistas a su aplicacién como saborizantes y complementos nutritivos para bebidas y
refrescos, cuando la finalidad deseada es la preparacién de dietas especiales, los sustratos utilizados son

siempre las proteinas lacteas: lactoalbimina y caseina.

Ambas proteinas poseen un gran valor biol6gico, entendiendo por tal la proporcién de ellas que
el organismo humano o animal puede utilizar para la sintesis de las suyas propias. En las tablas 2.1, 2.2 y
2.3 se indica la distribucién media de las proteinas de la leche, sus caracteristicas y su composicién en

amino4cidos respectivamente.

La caseina es el componente principal de la proteina lictea, aproximadamente el 80%, y se
obtiene por precipitacién de la leche desnatada, por efecto combinado de un 4cido: CIH, SO,H, 6 4cido
lactico y la temperatura. Después de separar el suero y secar se obtiene un sélido blanco con més de un

80% en proteina.
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Tabla 2.1
Distribucién media de las proteinas de la leche. Veisseyre (1980)

Proteina % sobre g/L
proteinas totales de leche

Caseina 80 26

Proteinas del suero lactico 17 52
Albliminas 15 0.7
Inmunoglobulinas 2 45

Proteosas-peptonas 2 0.5

Proteinas menores 1 03

Tabla 2.2

Algunas caracteristicas de caseinas y albminas de la leche. Adaptada de Veisseyre (1980)

; Peso pH b sabre Restos
Proteina . L. total de . .
Molecular isoeléctrico ) . aminoacidos
aminoicidos
Caseinas
Caseina o 24000 4.1 Mayoritario 199
Caseipa B 24000 45 - 209
Caseina ¥ 19-23000 3.7 - 169
Albiiminas
a-lactoalbiimina 16300 5.1 25 , 123
B-lactoglobulina 18000 5.2 60 162

seroalbimina 65000 4.7 - -
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Tabla 2.3

Composicién en amino4cidos de las proteinas de la leche (% en materia seca)

Componentes de la leche de vaca

Aminogcidos Caseinas B-lactoglobulina a-lac-
toa}bﬁ-

as B x v A B mina
Acido aspértico 7.59 49 730 40 11.39 10.72 18.65
Treonina 3.0 51 6.64 44 5.01 479 5.50
Serina 58 6.8 6.09 55 3.58 331 | 4.76
Acido glutamico 209 232 17.35 229 19.12 19.05 12.85
Prolina 7.8 16.0 8.78 17.0 522 5.08 1.98
Glicina 237 |. 24 131 1.5 124 1.55 321
Alanina 3.18 1.7 5.41 23 6.7 7.03 2.14
Cistina (1/2) 0.2 0 2.8 0 34 34 6.4
Valina 5.36 10.2 51 10.5 6.11 5.72 4.66
Metionina 2.44 34 10 4.1 3.16 3.15 0.95
Isoleucina 5.16 55 6.14 44 6.76 6.79 6.80
Leucina 8.65 11.6 6.08 12.0 15.08 14.96 11.52
Tirosina 711 32 7.40 3.7 3.87 3.79 537
Fenilalanina 5.06 58 4,07 58 3.53 3.49 447
Tript6fano 213 0.83 1.05 12 2.62 2.62 7.0
Lisina 8.56 6.5 5.76 6.2 1193 11.62 11.47
Histidina 2.70 31 1.67 3.7 1.63 1.59 2.85
Arginina 3.74 34 40 19 278 2.69 1.15
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El lactosuero es el liquido resultante de la coagulacién de la leche en la fabricacién del queso
tras la separacion de la caseina y de la grasa. Segin el procedimiento empleado para separar la caseina,
por accién del cuajo o de 4cidos, se distinguen el suero dulce (suero por coagulacién) que no contiene
lactato calcico, y el suero 4cido (suero por acidificacién) que contiene esta sustancia. Como se puede
observar en la tabla 2.4, la composicién del suero varia sensiblemente dependiendo de la forma utilizada

para obtenerlo.

Tabla 2.4

Composicion del lactosuero, E. Spreer et al. (1973)

Lactosuero dulce Lactosuero 4cido
Agua 93 - 94 % 94 - 95 %
Extracto seco 6-7% 5-6%
Lactosa 45-5% 38-42%
Acido l4ctico Vestigios Hasta el 0.8 %
Proteinas 08-1% 08-1%
Acido citrico 01% 01 %
Cenizas 05-07% 07-08%
pH 6.45 Alrededor de 5

Por tanto, el lactosuero es un subproducto integrado por valiosas materias, cuya obtencion y
oportuno aprovechamiento revisten una gran importancia econémica. Ademés, debido a la alta D.B.O.
de estos vertidos es conveniente su recuperacion, E. Spreer et al. (1973). Como se observa en la tabla
2.4, en el suero existe un promedio del 0.8% de proteinas (albimina, globulina), asi como productos del

desdoblamiento de la caseina.

Las proteinas del lactosuero se suelen recuperar mediante ultrafiltracién o realizando una
precipitaciébn por accién combinada del pH y la temperatura. Calentando el lactosuero a 90-95°C
coagulan las proteinas, pero para conseguir la méxima recuperacién se debe ajustar el pH a un valor
comprendido entre 4.4 y 4.8 antes o durante el calentamiento (punto isoeléctrico de las proteinas de la
leche pH = 4.65). De esta manera se consiguen rendimientos de 4 a 5 Kg. de proteinas por cada 1000 L

de suera.
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La precipitacién se realiza en recipientes o tanques de acero inoxidable o esmaltado. El
calentamiento tiene efecto por medio de serpentines recorridos por vapor o bien mediante la inyeccion
directa de éste. El suero calentado a 90-95°C se mantiene durante 30-50 min a esas temperaturas,
Déspués se decanta, si es necesario se filtra o se centrifuga y seguidamente se prosigue su transforma-
cién industrial. En la tabla 2.5 se indican las caracteristicas del precipitado. Este producto una vez
deshidratado y molido es lo que se conoce como LACTOALBUMINA COMERCIAL.

Tabla 2.5

Composicidn y caracteristicas del precipitado primario del lactosuero, E. Spreer et al. (1973)

Extracto seco (minimo) 20 %

Agua (miximo) 80 %

Aspecto, color De blanco griséceo a amarillento
Olor Puro, un poco a leche acida
Sabor Puro, neutro o débilmente 4cido
Constistencia Pastosa

2.2.2 Proteasas de uso industrial

Las primeras enzimas proteoliticas utilizadas fueron proteasas de origen animal (tripsina,
pepsina, quimotripsina, renina, etc) y vegetal, como la papaina. Actualmente las proteasas obtenidas por
fermentacioén de microorganismos son las m4s utilizadas de forma que una de las industrias biotecnologi-
cas mdas prosperas es la produccién de proteasas a partir de Bacillus licheniformis, B. subtilis, B.
megaterium, Aspergillus, Streptomyces, etc. La mayor parte de las proteasas comerciales se dedican a la
produccién de detergentes y para algunas aplicaciones en la Industria Agroalimentaria, Aunstrup (1977),
Ducroo (1982). En la tabla 2.6 se muestra la importancia relativa de las proteasas en el mercado

mundial de enzimas.

Las proteasas se clasifican en cuanto su accién hidrolitica en endopeptidasas si rompen al azar
el interior de las cadenas peptidicas y exopeptidasas si separan aminoAcidos y dipéptidos de los extremos
de las cadenas polipeptidicas. En la tabla 2.7 se muestra una clasificacién atendiendo a estas caracteristi-

cas y en la tabla 2.8 algunas de las proteasas comerciales mas utilizadas.
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Tabla 2.6
Distribucién del mercado mundial de enzimas, Ducroo (1982)

Enzima %
Proteasas bacterianas 35
Amiloglucosidasa 13
Glucosaisomerasa 12
Anmilasas bacterianas 10
Pectinasas 9
Enzimas coagulantes de la leche 9
Amilasas fingicas 3
Proteasas fungicas 2
Otras 7
Tabla 2.7

Clasificacién de las proteasas, Driou et al. (1985)

ENDOPEPTIDASAS EXOPEPTIDASAS
(PROTEINASAS) (PEPTIDASAS)
Serina-proteinasas Aminopeptidasas

(tripsina, quimiotripsina...)

SH-proteinasas Carboxipeptidasas
(papaina, bromelina...)

Aspartato proteinasas Dipeptidasas
(pepsina, quimosina...)

Metaloproteinasas
(colagenasa, termolisina...)

Proteinasas diversas
(renina, queratinasa...)
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Tabla 2.8
Caracteristicas de algunas proteasas comerciales.

Estabilidad
Enzima Origen
pH T, °C

Alcalasa 0.6 L B. licheniformis 4<pH<115 50<T<60
Neutrasa B. subtilis 6<pH<8 40<T<50
Protease 660 L B. subtilis 7<pH<10 50<T<70
Fungal-Protease A. oryzae 6<pH<9 45<T<55

tripsina porcina 6<pH<10 30<T<60
P.E.M. 2500 S tripsina bovina 6<pH<10 25<T<45

quimotripsina bov.
Corolase PP trip. y quimotrip. 5<pH<10.5 35<T<60
Corolase PS Aspergillus 45<pH<5 30<T<55
Corolase 7092 Aspergillus 6<pH<11 35<T<55

2.3 ESTUDIOS CINETICOS

Los trabajos publicados sobre el mecanismo y cinética de la hidrolisis enzimdtica de proteinas
son escasos debido a dos razones: la complejidad del proceso considerado y su importancia econémica,

que determinan un mayor interés por el desarrollo y patente de procesos comerciales.

Jost y Monti (1977), estudian la hidrélisis enzimatica parcial de proteinas del lactosuero, con y
sin separacion de la lactosa, por tripsina porcina. Sin embargo, sé6lo realizan tres experimentos cinéticos,
que no interpretan, estableciendo las condiciones 6ptimas de la reacci6én en pH=8.0 y 55°C. La enzima
utilizada es tripsina cristalina NOVO 4500 K, con 25 UA/g y una relacién enzima/sustrato de 1/100 en
peso. En las condiciones indicadas se alcanza un grado de hidrélisis del 8 % en 3 horas, liberandose 500
pmolesde protones valorables por gramo de sustrato. El hidrolizado obtenido estd formado mayoritaria-
mente por péptidos de 500 a 5000 Da, junto con una pequeila proporcién de aminoécidos libres,

fundamentalmente lisina y arginina.
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Camus er al. (1980), estudian comparativamente la hidrélisis de caseina y gluten de trigo por
enzimas pancreiticas: tripsina y quimotripsina. Estos autores siguen el desarrollo de la hidr6lisis por
medida del nitrégeno total en la fraccion soluble en 4cido tricloroacético 0.6 M (péptidos + aminodaci-
dos) y en 4cido fosfotingstico 0.01 M (amino4cidos). Sin embargo, no interpretan cinéticamente sus
resultados, sino que s6lo comparan la proteolisis de los dos sustratos utilizados llegando a la conclusién
de que, en general, la caseina es mas facilmente hidrolizable aunque esta diferencia depende de la

relacién enzima-sustrato utilizada.

Constantinides y Adu-Amankwa (1980), analizan la cinética de la hidr6lisis de proteina de soja
insoluble por una proteasa obtenida por fermentacion de Penicillium duponti K 1104 en los intervalos de
30-55°C y pH =3.4-3.7. Estos autores proponen un mecanismo de solubilizacién que implica la adsorcién
de la enzima a la proteina insoluble, inhibicién por los péptidos de bajo peso molecular y desactivacion
enzimética; derivan asi unas ecuaciones cinéticas globalizadas semiempiricas de 4-5 pardmetros, cuyos
valores determinan por regresi6n no lineal aplicando el algoritmo de Marquardt. Posteriormente, estos
mismos autores con la colaboracién de Vieth (1981) inmovilizan la enzima sobre colégeno reconstituido,

lo que permite incrementar la productividad por unidad de masa de enzima activa por un factor de 4.5.

Akuzawa et al. (1985) han estudiado la hidrélisis de diferentes tipos de caseina (o, B, x) y de
caseina entera con una proteinasa de Streptococcus lactis, siguiendo el curso de la reaccién por la
concentracién de tirosina liberada y por electroforesis en gel de poliacrilamida. Estos autores ajustan sus
datos de velocidad inicial a una cinética de Michaelis-Menten, si bien el niimero de experimentos

realizado es relativamente pequeio.

Herbert y Dunnill (1988) comparan la accién de subtilisina A soluble e inmovilizada para
conseguir modificaciones limitadas y bien definidas de proteinas de soja en diferentes configuraciones de
reactores, utilizando la electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecilsulfato sédico para establecer la
distribucién de pesos moleculares del hidrolizado obtenido. Aunque analizan la variacién con el tiempo
de las fracciones de péptidos de diferentes pesos moleculares, tanto para la enzima soluble como

inmovilizada, no abordan una interpretacién cinética de sus resultados.

Chobert et al. (1988) estudian la solubilidad y propiedades emulsificantes de caseina y proteinas
del lactosuero parcialmente hidrolizadas con tripsina. En el caso de la caseina se analizan las caracterfs-
ticas de los hidrolizados de grados de hidr6lisis de 4.3; 8.0 y 9.9, determinados por el método del TNBS,
en los tres casos los pesos moleculares de los péptidos resultantes son menores de 15000 Da y para el

hidrolizado del 9.9 de grado de hidrolisis el 99 % tiene un peso molecular inferior a 5000 Da y el 66" %
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inferior a 1000 Da. Para los hidrolizados de las proteinas del lactosuero, el correspondiente al 2.5 % de
hidrolisis estd formado fundamentalmente por péptidos de 18000, 13000, 9000 y 5000 Da; el correspon-
diente al 3.9 % de hidrolisis, por péptidos de 9000 y 5000 Da y el correspondiente al 5.3 % de hidrolisis
por péptidos de 6000 y 2000 Da. Estos autores determinan también la solubilidad y caracteristicas
emulsificantes de los seis hidrolizados comentados pero no estudian la cinética de la hidro6lisis.

Markovic et al. (1988) estudian la hidrélisis de proteinas de cebada con una neutrasa de Bacillus
subtilis y ajustan bien sus resultados cinéticos mediante la ecuacién de Foster-Niemamn correspondiente

a la cinética enzimitica simple con inhibicién competitiva de producto:

k1 k2

E+S — ES —, E+P [21]
k]
k3
E + P — EP [22]
K3

mecanismo que conduce a la ecuacién integrada de velocidad

1111[_] K-K, P, kKe 23]
) R ) T K (K
donde

Km=k-1k+kz y Kﬁ% [2.4]

La ecuacién [2.3] ajusta bien los resultados de cada uno de sus experimentos cinéticos

considerando como P la concentracién de proteina solubilizada:

50

S

=K? +h 2]

I
t

Sin embargo, los valores de los pardmetros obtenidos que de acuerdo con la comparaci6n de las

ecuaciones [2.3] y [2.5] deberian ser

Ke-_B-% [2.6]
K, (K +5s,)
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. By 27]
K., (K +s5)
no varfan de acuerdo con estas ecuaciones con las concentraciones iniciales de sustrato y de enzima.
Estos autores detectan también una influencia apreciable sobre la cinética de la desnaturalizacién de la

enzima y ajustan sus resultados de esta desnaturalizacion a una cinética de primer orden.

Postolache y Oncescu (1989) realizan algunos experimentos de hidroélisis de caseina y hemoglo-
bina con alcalasa a diferentes temperaturas, si bien imponen la ecuacién de Michaelis-Menten para

ajustar los datos de velocidades iniciales obtenidas por diferenciacién grafica.

Mietsch et al. (1989) realizan la hidrélisis parcial de proteina de soja y caseina con Alcalasa 0.6
L y Neutrasa 0.5 L de Novo. Su interés reside principalmente en las propiedades funcionales de los
hidrolizados obtenidos, siempre para grados de hidrélisis inferiores al 10 %. No obstante, determinan
curvas cinéticas: grado de hidrolisis - tiempo, siguiendo la hidrélisis simultineamente por el consumo de
base y por el método del TNBS. La comparacién de ambos métodos es consistente si se tiene en cuenta

que el método del TNBS valora los grupos amino libres totales y no solamente los a-amino liberados en
la hidrélisis.

Sanogo ef al. (1989) estudian la proteolisis de caseina con papaina, pero analizando fundamen-
talmente la influencia de la composicién del medio: concentraciones de cloruro sédico y de urea.
Interpretan sus resultados de velocidades iniciales de reacci6én mediante un modelo cinético que incluye
dos complejos binarios enzima-sustrato: ES, activo y SE, inactivo, y un complejo ternario SES, también
inactivo. En un trabajo posterior (1990) analizan la influencia de las mismas variables sobre la
distribucién de péptidos obtenida en la hidrdlisis.

Chobert et al. (1991) realizan un minucioso estudio de la accién de la tripsina sobre la B-
lactoglobulina analizando los cambios de conformacién que experimenta la proteina y los enlaces

peptidicos especificos por los que se produce preferentemente la ruptura.

Guillon ef al. (1991) comparan la accién de quimosina y pepsina sobre caseina analizando los

péptidos formados en la hidrélisis por la accién de ambas enzimas.

Schmidt y Poll (1991) estudian la hidrélisis enzimética de las principales proteinas del suero
aisladas: a-lactoalbimina y B-lactoglobulina, con diferentes enzimas proteoliticos. Los dos componentes

son rdpidamente hidrolizados por subtilisina a pH =8.0, 30°C y con una relacién enzima/sustrato de 0.01
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en peso, de manera que a los 30 minutos no queda proteina intacta visible en gel de electroforesis.
Inicialmente se forman grandes péptidos, que desaparecen rapidamente y después de 4 horas sélo
existen pequefios péptidos que no pueden ser detectados por el gel de electroforesis. La tripsina resulta
pricticamente inactiva frente a la a-lactoalbiimina e hidroliza lentamente a la B-lactoglobulina, mientras

que la quimiotripsina hidroliza rdpidamente a la a-lactoalbiimina y mas lentamente a la B-lactoglobulina.
2.4 PROCESOS PATENTADOS

Aunque como se indicé en el apartado anterior los procesos patentados de preparacién de
hidrolizados de proteinas para alimentacién son frecuentes, generalmente no abordan la cinética de la
hidrélisis y ponen mayor énfasis en las caracteristicas utilitarias de los hidrolizados obtenidos. Por otra
parte, suelen establecer limites muy amplios para las condiciones de operacién utilizadas y frecuente-

mente no establecen claramente el grado de hidrélisis alcanzado.

Maubcis et al. (1981), patentén un procedimiento de hidrélisis de las proteinas del lactosuero
utilizando un reactor continuo de ultrafiltracién. Los intervalos de las condiciones de operacién
propuestos son: pH=7-9; T=40-45°C; concentracién de sustrato, la existente en el lactosuero y altas
relaciones enzima/sustrato, del 8-12 % en peso. La enzima utilizada es pancreatina, constituida
fundamentalmente por tripsina y quimotripsina. El pH se mantiene constante mediante adicién de la
base més conveniente para el producto final: KOH, Ca(OH),, NaOH, etc. Para la ultrafiltracién propone
utilizar médulos de fibra hueca de peso molecular de corte de 2000 a 10000 Da.

Chiang et al. (1982), describen un proceso para obtener un hidrolizado de proteinas que
contiene més de 50 % en amino4cidos, dipéptidos y tripéptidos y menos del 25 % en péptidos de maés
de 10 amino4cidos. El sustrato recomendado es lactoalbimina libre de lactosa y se utilizan proteasas de
diversos origenes: fiingico (Takamine Brand Fungal Protease), bacteriano (Alcalasa 0.6 L), animal
(Pancreatin 4Ne) y vegetal (Papain 3000). Las protefnas fingicas dan un hidrolizado mejor tanto en
sabor como en distribucién de péptidos, sin embargo no se llega al 50 % deseado, por lo que para
incrementar la accesibilidad del sustrato a la enzima se sugiere hervir la disolucién durante 30 min en
H,SO, 2 % 6 10 min a pH=8 antes de la hidrélisis. Las condiciones de operacién dependen del
intervalo 6ptimo de la enzima utilizada, oscilando entre pH=3-10 y T=40-70°C. El pH se mantiene
constante por la adiciébn de Ca(OH),. El tiempo de hidrélisis es de 2-50 h dependiendo de las

condiciones de pH y temperatura empleadas.

Chang R. Lee (1984) presenta un proceso para obtener hidrolizados de proteinas para dietas
enterales, con un 95 % en péptidos de p.m. < 2000, un 80 % de p.m. < 500 y caracteristicas organolép-
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ticas deseables. Se parte de disoluciones con no més del 15 % en proteina, las cuales se someten a una
etapa de pretratamiento. Este consiste en calentar la disolucién entre 50-150°C en medio alcalino,
seguido de un enfriamiento por debajo de 30°C. Todo ello evitando que la proteina se desnaturalice o la
solucién se gelifique. En la etapa de hidroélisis se trabaja a pHs comprendidos entre 6.5-7.5 y 40-55°C.
Las enzimas utilizadas son fungal protease y pancreatina, bien anadidas en una etapa (con un intervalo
de separacién de 1 min aproximadamente) o en dos etapas (en este caso se anade primero la de origen
fangico). En ambos casos la enzima se desnaturaliza térmicamente: 5-10 min a 90°C 6 30-60 min a 75°C,
a veces con cambios bruscos de pH. Se recomienda afiadir carbén activo o bentonita (25-200 %) para
mejorar el sabor y color del producto. Posteriormente se centrifuga o se filtra la disolucién pasindose a

un secado por liofilizacién o pulverizacion.

En la patente presentada por Parker y Pawlett en 1987 se recogen una serie de procesos para
obtener hidrolizados con diferentes sabores (queso, carne, setas ...), dependiendo estos de la proteina de
partida y del tiempo de reaccion. La hidrélisis se realiza en dos etapas; la primera con proteinasas y la
segunda con aminopeptidasas. Las condiciones de. operacién varian entre 25-45°C y pH=5-9.5 (a

pH =7.5-8.5 se obtienen sabores suaves y a pH =5.3-5.8 estos son m4s fuertes).

Samuelson y Poulsen (1987) indican un procedimiento para obtener preparados que contienen
péptidos de peso molecular comprendido entre 2000 - 6000 Da, principalmente entre 2000 - 2500 Da,
que pueden utilizarse como:

- productos sustitutos de la leche materna

- productos para personas alérgicas o que presenten intolerancia a la lactosa

- productos para tratamiento de problemas intestinales

- preparados deportivos
El proceso se realiza en un reactor de ultrafiltracién, bien en continuo o en discontinuo. La hidr6lisis
enzimética puede tener lugar en una o més etapas, cada una de las cuales va seguida por una ultrafiltra-
cién por 6000 Da. Las condiciones de operacién utilizadas son pH=7.5-8 y 50°C. El sustrato es
lactoalbimina de la precipitacién 4cida de caseina en disolucion al 5 %. Las enzimas utilizadas son:
Rhozyme 41 PC de Aspergillus oryzae; Alcalasa 0.6 L de Bacillus licheniformis; Corolase PP, extracto
pancredtico y el preparado de exopeptidasas Rhozyme PC. Estas se emplean por separado o conjunta-
mente. Al hidrolizado obtenido se afaden sales, vitaminas, almid6n, sacéridos y se concentra constitu-

yendo el preparado dietético.

Chataud et al. (1988) describen un proceso para obtener una fraccion rica en di-tripéptidos a
partir de un hidrolizado enzimético de proteinas que contenga entre un 10-50 % de dicha fracci6n. Este

proceso comprende: i
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- separacion cromatogrifica de las distintas fracciones del hidrolizado en una columna de
cambio catiénico en forma 4cida
- lavado de la columna con agna
- elucién con alcali KOH 6 NaOH 0.5 -2 N
- recuperaci6n de la fraccion di-tripéptica (IR =5 hasta pH =8)
Esta puede purificarse por ultrafiltraciéon. A partir de ella puede prepararse dietas para nutricién oral,

enteral y parenteral.

Chataud et al. (1988) nos presentan una serie de ensayos para obtener hidrolizados de proteinas
ricos en di-tri-péptidos y con un nivel aceptable de aminoécidos libres, por accién conjunta o simultinea
de tres enzimas:

- una proteasa bacteriana (pH = 5-8): Neutrase

- una proteasa bacteriana (pH =7-11): Alcalasa

- una proteasa animal: P.E.M. y pepsina
Las condiciones de operacion expuestas son: T=30-50°C; pH="7-10; s,=5-20 % peso (ovoalbiimina,
lactoalblimina, caseina, hemoglobina...); €,/s,=5-10 % para las proteasas bacterianas y 0.5-1 % para las
animales; tiempo de reaccién menor a 300 min. Las enzimas se desactivan térmicamente: 95-100°C
durante 15-10 min. El hidrolizado se purifica por ultrafiltraci6n.

De todos los ensayos se deduce que:
La utilizacién de combinaciones de tres enzimas simultdneamente o introducidas con algunos
minutos de diferencia lleva a un grado de hidrélisis superior al obtenido por una sola enzima o

combinaciones de dos.

El orden de adicién de las enzimas no afecta a los productos finales, no obstante es un factor

importante en las condiciones de ciertos ensayos.

El empleo de una tercera enzima no lleva a un aumento de amino4cidos.

Especial interés muestran las asociaciones Alcalasa + Neutrasa + P.EM. y Tripsina +

Alcalasa + Neutrasa; u otras enzimas con sus mismas caracteristicas pero de otras firmas.

Se obtienen resultados similares para s,=5-20 % siempre que se mantenga la relacién ey/s,.

La distribucion de pesos moleculares depende de la naturaleza de las enzimas.
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De Rham (1989) patenta un procedimiento para obtener un hidrolizado de proteinas del
lactosuero bajo en alergenicidad. El proceso se caracteriza por el hecho de que a una disolucién de
componentes del lactosuero del 0.5-5 % en peso de protefna, se le ajusta el pH entre 5.5-85 v se le
afiade Ca®* hasta una concentracin de 6-15 mmol/L. dependiendo del producto final. En estas
condiciones se calienta entre 90-140°C durante 2-10 min. Se comprueba que la alergenicidad de la 8-
lactoglobulina se reduce a un 0.1 % de la inicial; (test ELISA en cobayas). Este proceso es un paso

intermedio en la preparacién de leches para nutricion.

Jost et al. (1989) describen un proceso para obtener un hidrolizado de proteinas del lactosuero
de alergenicidad reducida. Las enzimas utilizadas son extractos purificados o preparados comerciales de
mezclas de tripsina, quimiotripsina y pancreatina. Tras una primera hidrolisis a 40-60°C y pH=17.5, el
hidrolizado se trata térmicamente a 80-100°C durante 3-10 min y a un pH =6-8. Luego se somete a una
segunda hidrélisis (en continuo: reactor flujo pistén, o en discontinuo: reactor mezcla perfecta) con una
enzima proteolitica adecuada que hidroliza los restos intactos de la primera hidrélisis. Las enzimas se
desactivan térmicamente: 75-85°C durante 5 min 6 125-135°C de 2-3 min. La alergenicidad se analiza por
electroforesis y HPLC. Este hidrolizado se incorpora a preparaciones alimentarias de uso dietético, en
particular a férmulas infantiles,

Faigh et al. (1989) desarrollan un nuevo método de hidrélisis de proteinas alimentarias (caseina,
lactoalblimina, proteinas animales y vegetales...). Las enzimas utilizadas son de origen flngico, Aspergillus
onyzae, y animal, extracto de pancreas porcino, mezcladas en proporciones 0.9:1 a 1.1:1. Las disoluciones
de sustrato son al 10 % w/v. Se trabaja a pHs comprendidos entre 7-7.5 y a 50°C. El tiempo de reaccién
es el necesario para alcanzar el grado de hidrdlisis deseado: 8-24 h. Las enzimas se desactivan por
tratamiento con calor 90°C durante 10 min. Es un proceso especiaimente atil para hidrolizar protefnas

de soja, ya que no produce productos amargos en el transcurso del mismo.

2.5 OBJETIVOS DE ESTA INVESTIGACION

El trabajo que se describe en la presente Memoria forma parte de una linea de investigacion del
Grupo de Biorreactores del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Granada en
colaboracién con el Departamento de Investigacién y Desarrollo de Unién Industrial y Agroganadera
S.A. (UNIAS.A)) encaminada a desarrollar la tecnologia adecuada para la fabricacién de hidrolizados
enziméticos de protefnas, concretamente de proteinas del suero lactico y de caseina, con vistas a la

preparacién de dietas especiales para lactantes y adultos enfermos.
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En una primera etapa se pretende obtener a partir de proteinas lacteas hidrolizados enzimaéticos
de peso molecular inferior a 1000 Da y un alto contenido en di y tripéptidos, de manera que sean
osmoéticamente equilibrados, hipoalergénicos y de escaso sabor amargo. Estos hidrolizados deben tener
el minimo contenido posible en sales minerales y un valor biolégico superior al 95 % con respecto de la

proteina de partida.

En una segunda etapa se pretende separar de los hidrolizados anteriores aminoicidos
especificos, tales como: fenialanina, tirosina y metionina, con vistas a la preparacién de dictas especiales

para el tratamiento de enfermedades congénitas del metabolismo.

Correspondiente a la primera etapa el objetivo planificado para el desarrollo de esta Tesis
Doctoral consistié en el estudio cinético y de distribucién de tamafios moleculares de la hidr6lisis de las
proteinas del suero lactico, Lactoalbimina comercial, con diferentes proteasas comerciales de grado

alimentario, tanto de origen animal como de origen microbiano.

La necesidad de separar enzimas de los hidrolizados obtenidos, asi como los péptidos
resistentes a la hidrolisis de peso molecular superior a 1000 Da, hizo incluir entre los objetivos
propuestos el estudio de esta separacién por ultrafiltracién utilizando membranas de peso molecular de

corte adecuado.

El estudio de ambos procesos: hidrélisis enzimitica y separacién posterior tiene como misién
determinar la configuracién del equipo y modo de operacién més idéneos para llevarlos a cabo a escala

industrial, asi como los valores 6ptimos de las variables de operacién.
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3.1 MATERIALES
3.1.1 Sustratos
El sustrato utilizado en esta investigacion es:

Lactoalbfimina 75 L: suministrada por MILEI (Alemania). Se ha determinado su contenido en
nitrégeno total por el método Kjeldahl (Norma UNE 64011) y su humedad, por deshidratacién en estufa
de vacio a 60°C durante 24 h, resultando un 73 % en proteina y un 6 % en humedad. Su composicién en
materia grasa y sales minerales nos ha sido suministrada por el Departamento I+D de UNIAS.A.
grasa: 3.35 %; cenizas: 3.20 %; lactosa (monohidratada): 4.30 %; sales (mg/100 g): Na*:163.1; K*:4453;
Ca®*:670.4; Mg?*:66.0; Fe?*:1.3; Zn®*:0.78; Cl:31.3; PO,*:1296.6; NO,:2.2 ppm; NO,:18.6 ppm.

3.1.2 Proteasas
De las enzimas comerciales tabuladas en 2.8, se han elegido los siguientes preparados:

MKC Protease 660 L: es un preparado suministrado por los laboratorios Miles (Madrid). Es
~ una mezcla de proteasas neutras, 4cidas y alcalinas, obtenidas por fermentacién controlada de Bacillus
subtilis. Segin el fabricante, actia en un rango de pH comprendido entre 7 y 10, pero incluso a valores
de pH<6 y pH>11, la enzima puede mostrar una actividad considerable. El rango 6ptimo de

temperatura es 50-70°C y no necesita ningiin tipo de activadores.

La actividad de esta proteasa ha sido medida experimentalmente en nuestro laboratorio
mediante el método modificado de Anson (1978), que se describe en el apartado 3.2.2, y ha resuitado
ser de 6.6 UA/mL.

Para comprobar si la enzima es estable en nuestras condiciones de operacion, pH=8.0 y 50°C,
se toman 100 pL de enzima y se afiaden a 200 mL de disolucién al 10% de tampén fosfato y se
mantienen a 50°C. A intervalos regulares de tiempo se toman muestras y se realiza el emsayo de
actividad Anson. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.1. De estos valores parece deducirse

que o existe una desactivacién apreciable de la enzima en el intervalo de tiempos ensayado.
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Tabla 3.1
Medida de la estabilidad térmica de la enzima Protease 660 L a 50°C

muestra t,h pH Abs, 750 nm UA/mL enzima
1 0.0 8.08 0.380 6.60
2 0.0 8.08 0.378 6.60
3 0.5 8.07 0.380 6.60
4 0.5 8.07 0.384 6.68
5 1.0 8.06 0.387 6.75
6 1.0 8.06 0.395 6.90
7 20 8.04 0.378 6.60
8 20 8.04 0.374 6.52
9 3.0 8.02 0.376 6.52
10 30 8.02 0.340 5.90

Los datos de la bibliografia, Roger et al. (1981), Olofsson (1980) y Jost ef al. (1989), parecen
indicar que la Protease 660 L se desactiva a 100°C durante 2 min. Para comprobar este hecho se han
realizado experimentos en los que se ha estudiado la influencia del pH, de la temperatura, y de ambas
variables simultineamente. Para realizar estos ensayos se fijan unas condiciones de hidrélisis (pH =8.0,
T=50°C, 5,=38.45 g/L y e,=3.3 UA/L) y transcurrida media hora, se toma una muestra de 5 mL y se le
afiade 0.5 mL de CIH 1.0 N y se analiza mediante el método del TNBS, que se describe en el apartado
323.1.

La suspensién restante se divide en dos partes (de unos 45 mL) y a una de ellas se le aiaden 5
mL de CIH 0.1 N y ambas alicuotas se introducen en agua hirviendo. Peri6dicamente se toman muestras,
en las que se determina el DH por el método del TNBS. Los resultados obtenidos se indican en la tabla
3.2.

Es de destacar que la adicién de pequefias cantidades de 4cido, no parece influir apreciable-
mente en la velocidad de desactivacién y que por tanto es suficiente calentar la enzima durante 5 min a

100°C para que esta se desnaturalice.
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Tabla 3.2
Ensayos de desnaturalizacién de la enzima Protease 660 L a 100°C

Abs, 420 nm
t, min
Medio CIH 0.1 N sin 4cido

0 035 0 emee-
2 : 0.382 0379
5 0.352 0.361
20 0.348 0.393
3 e 0.350

Ensayo at=0con CIH 10N

Alcalasa 0.6 L: es una mezcla comercial de Novo Industrias (Madrid). Esta enzima proteolitica
se prepara por fermentacién sumergida de una cepa seleccionada del Bacillus licheniformis. Su principal
componente enzimitico es Subtilisin A (Subtilisin Carlsberg), que es una endoproteinasa de tipo

serinico. El rango 6ptimo de temperaturas es 50-70°C y actiia a pH comprendidos entre 6 y 10.

Su actividad determinada por el método modificado de Anson (1978) ha sido 1.01 UA/g. La
enzima es estable a 50°C y se desactiva por calentamiento a 85°C durante 2 min, informacién técnica de
NOVO Industrias (1989).

PEM. 2500 S: es un complejo proteolitico formado por enzimas pancreéticas purificadas.
Consiste en una mezcla, libre de sales, de tripsina bovina, tripsina porcina y quimiotripsina bovina. Este
preparado presenta su méxima actividad a pH=8.0. El rango 6ptimo de temperaturas depende de la
proporcién en el producto entre tripsina bovina y porcina, oscilando entre 38°C y 50°C que son las

temperaturas 6ptimas de cada una de ellas.
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Su actividad se ha determinado experimentalmente segin el método modificado de Anson y
presenta un valor global de 20.84 UA/g. La enzima se desactiva calentando a 100°C durante 5 min, Jost
et al. (1989).

32 METODOS

3.2.1 Determinacion del contenido en proteina

Método Kjeldahl (Norma UNE 64011). Este método se emplea para determinar la proteina
bruta como resultado de multiplicar el nitrégeno liberado en forma amoniacal, en 'las condiciones del

método, por un factor de transformaci6n ponderal del nitr6geno en proteina.

Se pesan de 0.15 a 0.30 g, se introduce la muestra en un matraz Kjeldahl; se afnaden 2 g de
catalizador (2 g de selenio en polvo, 10 g de sulfato de mercurio y 64 g de sulfato de potasio anhidro) y
4 mL de 4cido sulftrico. Se agita bien y se deja la muestra en contacto con el catalizador y el 4cido

sulfiirico durante 5 min.

Se calienta el matraz Kjeldahl en la bateria de ataque durante 5 min, se eleva fuertemente la
temperatura y se deja transcurrir el tiempo suficiente para que se obtenga un liquido transparente
(aproximadamente 20 min). Se deja enfriar el matraz a la temperatura ambiente y a continuacién se
aiaden 6 mL de agua destilada, lavando el cuello del matraz. Este se acopla en el aparato de destila-
cién, se anaden 25 mL de la disolucién alcalina y, se procede a la destilacién del amoniaco que se
recoge sobre un matraz erlenmeyer, que contiene 10 mL de la disolucién de 4cido bérico con unas gotas
de disolucion de indicador (0.125 g de rojo de metilo con 0.018 g de azul de metileno en 100 mL de
etanol al 95 %) y 10 mL de agua.

La cantidad de destilado que se recoge es de 40 a 50 mL. Terminada la destilacién (4 min), se
aiaden unas gotas del indicador y se valora con disolucién de 4cido clorhidrico hasta viraje del
indicador a color violeta. El factor Kjeldahl para la conversién del nitrégeno amoniacal en proteina
bruta es 6.38, tabla 3.4.

322 Determinacion de la actividad enzimitica. Método modificado de Anson
Este procedimiento es un ensayo normalizado para determinar la actividad de las proteasas. El

método utilizado en este trabajo estd recogido en la informacién técnica suministrada por NOVO
Industrias (1978).
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En este ensayo se hidroliza hemoglobina desnaturalizada con una cierta cantidad de la proteasa
problema a pH=75, 25°C y 10 min. Transcurrido este tiempo, la hemoglobina no hidrolizada se
precipita con 4cido tricloroacético, TCA, y al sobrenadante, después de filtrar, se le afade reactivo
fenélico que produce un color azul con tirosina y triptéfano (productos de hidrolisis) cuya absorbancia
s¢ mide a 750 nm. Para obtener la linea de calibrado se utiliza una proteasa de actividad Anson
conocida, en este caso tripsina pancredtica, que se somete a los mismos ensayos que la proteasa

problema.

Una unidad anson, UA, es la cantidad de enzima que en las condiciones de reaccién normaliza-
das, pH="17.5, 25°C y 10 min, hidroliza a la hemoglobina con una velocidad inicial tal que se liberan por
minuto una cantidad de productos solubles en TCA, que dan el mismo color con reactivo fen6lico que

un miliequivalente de tirosina.
Reactivos

- Sustrato de hemoglobina

- Hidréxido sédico 0.5 N

- Tampdn fosfato 1/15 M, pH="17.5

-KH,PO, 1 M

- Acido tricloroacético 0.3 N, TCA

- Reactivo fenélico, Folin-Ciocalten Phenol Reagent, Merck (9001)

Preparacion del sustrato de hemoglobina

Se pesan 28.85 g de urea, R.A. y se disuelven en agua desionizada a 25°C con una agitaci6n
suave para evitar la formacién de espumas. A continuacién se afaden 6 g de NaOH 1 N agitando

continuamente.

Se pesan 1.5863 g de hemoglobina liofilizada, Merck (4300) que se afiaden lentamente a la
solucién anterior y se agita la soluci6én durante 45 min a 25°C. A continuacién se ahaden 7.89 g de
PO,H,K 1 M y se continfia agitando hasta homogeneizacion. Se enrasa a 100 mL con agua destilada y se
ajusta el pH a 7.5 k

El tiempo maximo de almacenamiento de este sustrato es 14 dias a 5°C.
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P timi

Las enzimas a analizar se disuelven en una disolucién de tamp6n fosfato al 10 % (1 mL de
tampén fosfato 1/15 M en 10 mL de disolucién). Se pipetea 1 mL de esta disolucién de enzima en 4
tubos de ensayo: 2 como muestra (S) y 2 como blanco (B). A tiempo cero, se afaden 2 mL de sustrato

de hemoglobina a 25°C a las muestras (S), y se agita. Se llevan a un bafio a 25°C.

A los blancos (B) se afiaden 5 mL de TCA, se agitan vigorosamente, y a continuacién se le

agregan 2 mL de sustrato de hemoglobina; se agitan y se llevan también al bafio de 25°C.

Transcurridos 10 min a 25°C, se afiaden 5 mL de TCA a las muestras (S) con objeto de parar la
reaccién. Se esperan 20 - 30 min, se agita tanto las muestras como el blanco y se filtra a través de un
filtro Berzelius No. 0. A continuacién se toman 2 mL de cada uno de los filtrado y se llevan a sendos
erlenmeyers de 25 mL, en los que previamente se pusieron 4 mL de NaOH 0.5 N. A estos se afiaden
1.20 mL del reactivo fenélico (diluido con dos partes de agua) y se agita magnéticamente. A los 8 min
de anadir el reactivo fendlico se mide la absorbancié a 750 nm entre las muestras y los blancos.
Previamente se debe medir la absorbancia de los blancos frente a agua destilada. Si ésta es mayor de

0.16, el sustrato de hemoglobina se desecha, y se prepara de nuevo.

1/Abs
20 Para obtener la linea de calibrado, se utiliza

como referencia una enzima de actividad conocida,

tripsina  pancredtica (Tripsin  Pankreasprotease
Merck), de 2.47 UA/g. Tras las oportunas diluciones,
se toman 5 valores de UA/L y una vez sometidas al
procedimiento antes descrito, se mide su absorbancia,
Abs, a 750 nm frente a los blancos, procurando que
ésta esté comprendida en el intervalo de Abs = 0.100
a Abs < 0.650. Cada vez que se prepare un nuevo
sustrato de hemoglobina o un nuevo reactivo fendlico

es necesario realizar una linea de calibrado.

0 : ;
> 1 151 /(UA /,_)20 En la tabla 3.3 se indican a titulo de ejemplo,

Figura 31 Linea patrén. Método modificado de " los datos obtenidos en la preparacién de una linea

patrén, figura 3.1.
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Tabla 3.3
Recta patrén del método modificado de Anson

muestras c, g/lL 1/c UA/L 1/(UA/L) Abs 1/Abs
1 0.0238 42.02 0.0588 17.01 0.068 1471
2 0.0714 14.01 0.1764 5.67 0.187 535
3 0.0952 10.50 0.2351 425 0.263 3.82
4 0.1428 7.00 0.3527 2.84 0.344 291
5 0.1904 525 0.4703 213 0.469 213

32.3 Medida del grado de hidroélisis

Para el seguimiento de la cinética de la hidrélisis de una proteina es necesario determinar el
grado de hidrélisis, DH, alcanzado, definido segfin Adler-Nissen (1982) por:

DH = n® de enlaces peptidicos hidrolizados x 100 [3.1]

n? total de enlaces peptidicos susceptibles de hidrohsis

o bien expresado como conversiones, x = DH/100.

La determinacién del grado de hidrélisis se puede realizar por dos procedimientos: método del
TNBS y del pH-estato.

3.2.3.1 Método del TNBS

La medida del DH mediante el TNBS, se basa en que la reaccién de trinitrofenilacién entre
aminas, y grupos amino libres de amino4cidos y proteinas, con el 2,4,6 trinitrobencenosulfénico conduce
a la formacién de productos coloreados, cuya absorbancia se mide a 420 nm. Como referencia se utilizan
componentes aminos, glicina, alanina, alanil-alanina, etc que se someten al mismo ensayo que la muestra
problema. El método es sensible hasta 10° M y estd indicado para medir el grado de hidrolisis de
productos protefnicos en polvo o en disolucién, Snyder y Sobocinsky (1975).
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Reactivos

- 2,4,6 trinitrobencenosulfénico, TNBS (Aldrich Chemie 17299.5)
- Glicina, alanina, alanil-alanina y alanil-alanil-alanina de Sigma

- Tetraborato sddico, reactivo para anélisis

Procedimiento

Se toman alicuotas de 1 mL del hidrolizado de proteinas, y tras desnaturalizar la enzima, se
disuelven en tetraborato sédico 0.10 M. En nuestros experimentos estas diluciones eran del orden de
1:1000. Se toman 2 mL de estas diluciones y se le afiaden 50 pLde TNBS 0.03 M. Se agita hasta conse-
guir una mezcla completa, y durante 30 min se deja reaccionar a 25°C y en frascos topacio. El blanco
consiste en 50 pL de TNBS 0.03 M y 2 mL de tetraborato 0.10 M. A los 30 min justos se mide la

absorbancia a 420 nm.

Para preparar la recta de calibrado se utilizan componentes aminos, glicina, alanina, alanil-

alanina y alanil-alanil-alanina, que se someten a los mismos ensayos que la muestra problema.

El grado de hidrélisis se calcula como el cociente entre el nimero de enlaces peptidicos rotos
evaluados a partir de la recta de calibrado, y el niimero de enlaces peptidicos totales, tabulados en
bibliografia para cada proteina, tabla 3.4.

Tabla 3.4
Factores Kjeldahl, f, y valores de h,,, para diversas proteinas

Proteina Factor f h,,, eq-g/kg
Caseina 6.38 82
Proteinas del lactosuero 6.38 8.8
Carne 6.25 716
Pescado 6.25 13
Soja 6.25 78

Trigo 5.70 83
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En las tablas 3.5 a 3.8 se recogen los resultados experimentales obtenidos en la preparacién de
las lineas patr6n para cada uno de los componentes aminos utilizados, que se representan en las figuras
32a35

Tabla 3.5
Método del TNBS. Recta de calibrado. Componente amino: Glicina

muestra c10%, g/L c10°, M Abs, 420 nm
1 0.8464 1.1278 0.132
2 0.8464 1.1278 0.122
3 1.2696 1.6917 0.248
4 1.2696 1.6917 0.258
5 1.6928 2.2555 0.344
6 1.6928 2.2555 0.327
7 2.1160 2.8194 0.422
8 2.1160 2.8194 0.404
9 2.5392 3.3833 0.497
10 2.5392 3.3833 0.504
11 2.9624 39472 0.575
12 29624 39472 0.614
13 3.3856 4.5110 0.696

14 3.3856 4.5110 0.686
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Tabla 3.6
Método del TNBS. Recta de calibrado. Componente amino: Alanina

muestra c10% g/L c10°, M Abs, 420 nm
1 1.0330 1.1595 0.165
2 1.4462 1.6233 0.197
3 1.6528 1.8552 0.212
4 1.8594 2.0871 0.242
5 2.2726 2.5509 0327
6 2.6858 3.0147 0.366
7 2.8924 3.2466 0.380
8 3.0990 3.4785 0414
9 3.3056 3.7104 0.420
10 3.3056 3.7104 0.418
11 3.7188 4.1742 0.460
12 3.7188 41742 0477
13 4.1320 4.6380 0.521

14 41320 4.6380 0.529
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Tabla 3.7
Método del TNBS. Recta de calibrado. Componente amino: Alanil-Alanina

muestra c-10%, g/L c10°, M Abs, 420 nm
1 0.8288 0.5273 0.060
2 1.2432 0.7760 0.092
3 1.6576 1.0347 0.117
4 2.0720 1.2934 0.141
5 2.4864 1.5520 0.168
6 3.1080 1.9400 0.216
7 4.1441 2.5868 0.280
8 5.1800 3234 0.392
9 6.2160 3.8804 0.452
10 7.2520 4.5268 0.554

1 8.2880 5.1735 0.629
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Tabla 3.8
Método del TNBS. Recta de calibrado. Componente amino: Alanil-Alanil-Alanina

muestra cr10% g/l 105, M Abs, 420 nm
1 2.0440 0.8841 0.085
2 40880 1.7682 0.230
3 6.1320 2.6522 0.297
4 8.1760 3.5363 0421
5 10.2200 44204 0.548
6 11.2640 5.3045 0.665
Abs Abs
0.8 0.8
0.61 ]
A 0.6
0.4 1 0.4 -
@]
0.2 4 0.2 1
Q
8
O‘O A ' v E 3 O-O T T T T
o 1 2 3 &4 5 8 i 1 2 =
c.10°, M c-10°

Figura 3.2 Glicina Figura 3.3 Alanina
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Abs

Abs
0.8 0.8
0.6 A 0.6
0.4 1 0.4 1
o O
0.2 0.2 1
(@]
0-0 T T T T T O-O L} L | B T T
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
c-10°, M c-10°% M
Figura 3.4 Alanil-alanina Figura 3.5 Al-Al-alanina
Rectas de calibrado. Método del TNBS
3.2.3.2 Método del pH-estato

Para seguir la cinética del proceso, se ha medido €l consumo de base en funcién del tiempo, ya
que la cantidad de base necesaria para mantener constante €l pH es proporcional al grado de hidr6lisis,
DH. La relacién entre ambos viene dada por la siguiente ecnacién

BNy 1 1

DH = e 100 [32]
Mp @ h!ol

donde

B = consumo de base, L

Ng = normalidad de la base

M, = masa de proteina (N Kjeldahl), kg

a = grado de disociacién

h,, = nimero de enlaces peptidicos en la proteina, eq-g/kg (tabla 3.4)

El grado de disociacion, o, viene dado por
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H - pK
x = _1_Op _____p [3'3]
1+ 10°P"-PX

En la tabla 3.9 se recogen los valores de 1/o. para varios pH y temperaturas, Novo Industrias
(1989). Estos valores se han obtenido a partir de la hidr6lisis de proteina de soja con Alcalasa y se
pueden aplicar con carécter general siempre que DH < 20 %. La extrapolacién a DH > 20 % no es
recomendable puesto que el pK global se incrementa conforme decrece la longitud de los péptidos. En

estos casos se debe aplicar la expresi6n [3.3).

Tabla 3.9
Valores de 1/ para distintos pH y temperaturas

T°C 25° 30° 40° 50° 60°
pK 7.7 1.6 73 71 6.9

pH
6.5 5.00 3.50
7.0 5.00 3.00 2.27 179
7.5 2.59 227 1.63 1.40 1.25
8.0 1.50 1.40 1.20 v 113 1.08
85 116 113 1.06 1.04 1.03
9.0 1.05 1.04 1.02 1.01 1.01
95 1.02 1.01 1.01 1.00 1.00
10.0 101 1.00 1.00 1.00 1.00
10.5 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
11.0 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
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Los grados de hidrélisis, DH, obtenidos mediante €l consumo de base, ecuacién [3.2], se han
comparado con los calculados por el método del TNBS. En la tabla 3.10, se recogen algunos de los

resultados obtenidos con uno y otro procedimiento.

Tabla 3.10
Comparacién entre DH evaluados por los métodos del pH-estato y TNBS, T =50°C

DH, %
SUSTRATO pH

pH-ESTATO TNBS

Lactoalbimina 8.5 20.6 13.2 (1)
202 (2)
16.7 (3)
16.2 (4)

Lactoalbimina 9.0 185 15.6 (1)
236 (2)
19.8 (3)
19.1 (4)

Caseina 8.0 206 172 (1)
223 (2)
214 (3)
208 (4)

Caseina 8.0 23 252 (1)
303 (2)
307 (3)
30.0 (4)

(1), (2), (3) y (4). Grados de hidrblisis medidos frente a Glicina, Alanina, Alanil-alanina y Al-Al-alanina

respectivamente

En ella se observa una coincidencia apreciable entre unos y otros datos para DH < 20 % y

distintos sustratos y valores del pH. En general el valor del grado de hidroélisis evaluado por el método
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del TNBS es mayor al evaluado por el método del pH-estato, pues en el primer caso se miden todos los
grupos amino libres, tanto los provenientes de la hidrdlisis como los propios de la proteina. Si DH > 20
% se observa una diferencia apreciable entre los resultados obtenidos por uno y otro método debido a
que los valores de o a utilizar en estos casos serfan distintos a los valores tabulados en 3.9, ya que el pK
de aminoécidos y dipéptidos es mayor de 7.1, tabla 3.9. Para DH < 20 % se observa que los valores del
grado de hidr6lisis evaluados por el método del pH-estato son més coincidentes con aquellos obtenidos
mediante el método del TNBS utilizando como referencia un di- o tripéptido, lo cual parece poner de
manifiesto que los componentes mayoritarios de estos hidrolizados est4n formados por sustancias de

peso molecular medio 500.

De manera semejante a Mietsch et al. (1989) se han correlacionado los valores del grado de
hidrélisis calculados mediante el método del pH-estato, DH,,;, y los determinados por el método del
TNBS, DHygs, para un experimento en el que se sigui6 por ambos métodos el desarrollo de la
hidrélisis, tabla 3.11.

Tabla 3.11
Lactoalbiimina 75 L - Protease 660 L
pH=80 T=50°C ¢,=330 UA/L s5,=3845g/L

DHuyes
6 min DH Glicina  Alanina  ALAl  ALALAl
0 0.00 284 420 317 322
15 6.50 697 1052 8.5 8.42
30 863 783 1181 9.70 9.48
60 1117 879 1326 10.94 1067
120 B12 9.51 1436 1188 1157
180 14.96 1135 17.16 1429 1388

Estos resultados se representan en la figura 3.6, a partir de la cual se obtienen las ecuaciones

para Glicina DH,gs = 3.05 + 053 - DH,,, r2 = 0.99 [34]
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para Alanina DH,g = 4.54 + 081 - DH,, r? = 098 [3.5]

para Al-Al y Al-Al-Al DH s = 348 + 0.68 - DH,, 2 = 098 [3.6]

con una ordenada en el origen positiva como era de esperar ya que el método del TNBS valora también

los grupos amino de los restos de los amino4cidos.

DH nes
20
O gGlicing
A Alanina
151 o a-a
X Al—Al-Al
10 A 2

5 -
.
§
0 T L T
0 S 10 15 20
DH pH
Figura 3.6

3.2.4 Distribucién de tamafios moleculares

La distribucién de pesos moleculares de un hidrolizado es ftil para predecir la capacidad
alergénica del mismo, Knights (1985), ya que las proteinas de peso molecular comprendido entre 20000 -
60000 Da son los antigenos mé4s comunes. Las peptonas, con un rango de unos pocos miles de peso
molecular, también dan lugar a reacciones anafilicticas en animales sensibilizados. Sin embargo cuando
se trata de péptidos sintéticos aparecen reacciones alergénicas a pesos moleculares del orden de 1600
Da.
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La determinacién de la distribucién de pesos moleculares en el hidrolizado se realiza utilizando
la técnica de HPLC descrita por Richter et al. (1983) y Knights (1985), que conduce a una buena
separacién de péptidos y a una correlacién entre el logaritmo del peso molecular y el tiempo de

retencion.

En esta técnica se utilizan dos columnas TSK-gel G2000-SW de Tosohaas de 30 cm de longitud
y 7.5 mm de didmetro interno, conectadas en serie. El eluyente es guanidina clorhidrica 6 M a 1
mL/min. Los efluyentes de la columna se controlan mediante lecturas de absorbancia a 280 nm. Las

proteinas y péptidos utilizados como referencia se recogen en la tabla 3.12

Tabla 3.12
tp, min
¢, mg/mL PM.
Individual Mezcla
Ovoalbiimina 6.8 44000 10.49 10.45
Quimitripsingeno 8.8 25000 12.49 12.49
Ribonuclease A 6.0 13700 14.29 14.26
Insulina 10.0 6000 16.89 16.87
Insulina A 48 2531 17.81 17.80
Sleep peptide 12 849 19.66 19.67
Phe-Gly-Gly 112 279 20.71 | 20.61
Arginina 12.0 174 198 00 -

En la figura 3.7 se representa el tamafio molecular en funcién del tiempo de retencién y
constituye la curva de calibrado para la estimaci6n de la distribucién de pesos moleculares en los
hidrolizados.
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Figura 3.7 Linea patron. HPLC

El andlisis cromatogréfico del sustrato original una vez alcanzadas las condiciones de operacién

pero previamente a la adicién de enzima, figura 3.8, se indica en la tabla 3.13

Tabla 3.13
Lactoalbiimina 75 L disuelta a 50°C y pH=8.0

tp, Min PM, kDa Componente % érea cromatogréfica
10.1 60 seroalbimina 15.0
113 32
127 » B-lactogiobulina 439
145 13 a-lactoalbimina 24.4

>20 <1 hidrélisis parcial 16.7
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\ 10.12

11.34
12.74

14.53

20.61

22.33

Figura 3.8 Distribucion de tamarios moleculares. Lactoalbiimina

en la que se observa un porcentaje apreciable de péptidos pequenos que debe corresponder a la
hidr6lisis parcial producida en la preparacion de la lactoalbiimina comercial y en el tiempo transcurrido

hasta que se alcanzan las condiciones de operacién.

A titulo de ejemplo se muestran también en las figuras 3.9 y 3.10 un cromatograma correspon-
diente a una situacién intermedia, DH=13 %, y otro correspondiente a la situacién final, DH>20 %.
En la figura 3.9 se observa que la separacién cromatografica conseguida no es muy buena por lo que ha
sido necesario distribuir las dreas cromatograficas en intervalos amplios de peso molecular. En la figura
3.10 se observa que para un grado de hidrolisis superior al 20 % précticamente todos los péptidos son
de un tamafio molecular inferior a 1000 Da salvo una pequeia fraccién de seroalbiimina resistente a la
hidrélisis.

«
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53

20.55

Figura 3.9 Distribucién de tamasios moleculares. DH =13 %

22.02

20.68

Figura 3.10 Distribucién de tamaiios moleculares. DH > 20 %
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3.2.5 Medida de la alergenicidad: test-ELISA

Para la valoracién de la hipoalergenicidad de los hidrolizados se relaciona la distribucién de los
pesos moleculares de los mismos con el % de inhibicién de respuesta de IgG anti (x-caseina o 8-

lactoglobulina); el método se describe a continuacién.

Procedimiento

Se fijan 200 pl.de a-caseina (10 pg/ml)6 B-lactoglobulina (50 pl/ml)en tamp6n bicarbonato/-
carbonato pH=9.6 en placas Microtiter y se incuba a 4°C durante toda la noche. Después se lava 3
veces con tampoén fosfato salino pH =74 adicionado de gelatina al 1 % y Tween 20 al 0.5 % (tamp6n
PBSGT), y los lugares libres se bloquean con 200 plL de albiimina al 1 % en PBSGT para lo cual se

incuba durante 30 minutos a 37°C. Después de esto se vuelve a lavar 3 veces con PBSGT.

A continuacién se afaden 100 pLde disoluciones de hidrolizados de proteinas o férmulas que lo
contengan en diferentes concentraciones. Asimismo, se afadird en cada pocillo 100 wL de un suero de
conejo purificado. La obtencién de sueros con alta concentracién en IgG anti a-caseina o IgG anti B-
lactoglobulina se llev6 a cabo mediante la inmunizacién de conejos con w-caseina o B-lactoglobulina, por
via intramuscular en IgG anti o-casefna o IgG anti 8-lactoglobulina, segin el caso; de este modo, estos
sueros podrén unirse al antigeno fijado en la placa o al que proceda de la disolucién de hidrolizado o
férmula, dependiendo de la potencial alergenicidad de los mismos. Se incuba a 37°C durante 2 h, tras lo

que se lava 3 veces con PBSGT.

Posteriormente se anade 200 pL de suero anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa de
rdbano en dilucién 1:5000 en PBSGT, tras lo cual se incuba la placa 2 h a 37°C y se vuelve a lavar 3
veces con PBSGT.

Se anade ahora 150 pLde sustrato: 3.3’, 5.5’ tetrametilbenzidina en tamp6n citrato. Tras la apa-
ricibn de color azul, se detiene la reaccién con 50 pLde H,SO, 2.5 N tornando la coloracién hacia

amarillo, que presenta su méximo de absorci6n a 450 nm.

El porcentaje de inhibicién (alcanzado por los diferentes hidrolizados o férmulas) respecto del
logrado por el suero (IgG) anti -caseina o IgG anti B-lactoglobulina) es considerado como medida de

la potencial alergenicidad de los mismos.
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Con estos datos se obtienen las curvas de inhibicién, donde en abcisas se representa el

logaritmo de la concentracién de proteina y en ordenadas el porcentaje de inhibici6n alcanzado

3.3 DISPOSITIVO Y TECNICA EXPERIMENTAL

El dispositivo experimental utilizado se esquematiza en la figura 3.11 y consta de las signientes

partes:

Figura 3.11 Dispositivo experimental

Un reactor encamisado de 250 mL de capacidad, con tapa separable provista de cinco bocas

esmeriladas por las cuales se introduce el agitador, un termémetro, el electrodo de pH y una bureta.
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El agitador es una varilla acabada en ancla, accionada por un motor eléctrico a velocidad
constante en todos los experimentos. El sistema se completa mediante un agitador magnético con lo que

se consigue una buena mezcla en el reactor.

Electrodo de pH, marca Ingold y pHmetro CRISON con una precisién de = 0.01 unidades.

La suspensién de lactoalbimina se prepara calentando agua destilada a una temperatura
préxima a la de trabajo, y se va afiadiendo poco a poco el sustrato necesario, agitando para evitar la
formacién de grumos. Una vez preparada la suspensi6n, se ajusta el pH con NaOH 2 N, se espera unos
minutos hasta conseguir la temperatura deseada, se afiade la enzima y comienza la hidrélisis. A las
concentraciones de sustrato utilizadas si bien no se consigue una disolucién verdadera y transparente, la
emulsién obtenida es bastante estable, permaneciendo las particulas en suspensi6n sin necesidad de

ningln tipo de agitaci6n.

Bajo condiciones neutras o ligeramente alcalinas, la disociacién de grupos aminos es significati-
va, por lo que se puede utilizar el método del pH-estato para seguir la cinética del proceso. El control
del pH ha de ser continuo y no muy distanciado en el tiempo, pues las disoluciones de proteinas
presentan una gran capacidad buffer, y si no se afiade continuamente base, el pH bajaria inicialmente
pero se estabilizaria por si mismo, en un rango ligeramente 4cido. Por ello se ha normalizado la adici6n
de base NaOH 2 N. Una vez comenzada la hidrélisis, al afiadir la enzima, se espera a que el pH baje
una décima y se anade la base necesaria para llevarlo a su valor inicial. El proceso se continiia hasta que
la velocidad de la hidr6lisis desciende considerablemente, generalmente a las 3 h. Por tanto el pH nunca

varia considerablemente, lo que también favorece la actuacién de la enzima.

Para comparar los datos de hidrélisis obtenidos mediante el método del pH-estato en algunos
experimentos se tomaron alicuotas de 1 mL y en ellas se determiné el DH mediante el método del
TNBS, algunos de estos datos se muestran en la tabla 3.10. En otros experimentos se han tomado
muestras en las que tras desnaturalizar la enzima a 100°C durante 5 min, se utilizaron para la determina-

cién de la distribucién de tamafios moleculares mediante la técnica de HPLC ya descrita.
3.4 ULTRAFILTRACION DE LOS HIDROLIZADOS
El equipo de flujo tangencial utilizado para la ultrafiltracién de los hidrolizados es Minisette

System de Filtron, figura 3.12. Las membranas empleadas permiten cortes moleculares de 1 kDa y 10

kDa y pertenecen a la serie Omega de Filtron. Tienen un 4rea de 0.07 m®.
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FILTRACION

TANGENCIAL
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ALIMENTACION RETENIDO

Figura 3.12 Dispositivo de ultrafiltracién

Para optimizar el proceso de filtracién tangencial se debe determinar el caudal de retenido
6ptimo (con el filtrado cerrado) y la presién transmembrana 6ptima (a caudal retenido constante), TMP,

que se calcula

P P
TMP = _* 2 - P, (3.7
2
donde
P, = Presién de entrada
P, = Presién del retenido

P; = Presion en el manémetro del filtrado

Cuando el filtrado est4 cerrado la TMP =0, por lo tanto

p - Lot P [38]

Esta expresién nos indica el estado de la membrana, ya que la presién que marca el manémetro en el

lado del filtrado debe cumplir la ecuacién [3.8).
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Las pruebas realizadas para la membrana de corte 10 kDa con agua y un hidrolizado de un
grado de hidrélisis del 12 % aproximadamente se recogen en las figuras 3.13 a 3.15.

Caudal de retenido, L/min

O  Agua

11 O Hidrolizado

0 5 10 15 20 25 30
Pe — P¢, psi

Figura 3.13

Coudoal de filtrado, L/mh

700
600 1 a2
500 - A
400 -
300 -
200 -

100 A

0

T L T T T ]

0 5 10 15 20 25 30 35 40
TMP, psi

Figura 3.14 AGUA: (o) AP=8 psi; (0) AP= 12 psi; (A) AP=18 psi
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Coudal de filtrado, L/mh
150

1254

100 +

75 4

50 A

25 1

O T ; T T 1 T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
TMP, psi

Figura 3.15 HIDROLIZADO: (o) AP=7 psi;(0) AP=I2 psi; (A) AP=15 psi

De ellas se deduce que las condiciones 6ptimas para filtracién con la membrana de 10 kDa son AP =15
psi, P,=45 psi, P,=30 psi, P;=0, lo que nos permite filtrar a una velocidad superior a 100 ml/min,
figura 3.16.

V, mL VvV, mL
1000 250
800 4 200 -
(0]
600 - 150 A
400 A o 100 4
(@)
200 50 4 (0]
Q,
0 T Y T T 0 r r T r
¢} 2 4 6 8 10 0 10 20 30 40 50
t, min t, min

Figura 3.15 Membrana 10 kDa Figura 3.17 Membrana 1 kDa
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La membrana de 1 kDa se utiliz6 para hidrolizados previamente ultrafiltrados por 10 kDa. Sus
condiciones 6ptimas son TMP=22.5 psi, P,=34 psi, P,=11 psi, P,;=0. Como se puede observar en la

figura 3.17 la velocidad de filtracién decrece considerablemente.



4. RESULTADOS EXPERIMENTALES
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Se ha estudiado experimentalmente la hidrélisis enzimética de Lactoalbimina 75 L, libre de
lactosa con un contenido medio en proteina del 73 % y un 6 % de humedad, utilizando los siguientes

complejos enziméaticos:
- Protease 660 L de MKC
- Alcalasa 0.6 L de Novo

- PEM. 2500 S de Novo

los dos primeros de origen bacteriano (Bacillus) y el tercero una mezcla de enzimas pancreiticas
purificadas de origen bovino y porcino. Todos los experimentos fueron realizados a 50°C y pH =8.0,

condiciones de méxima actividad-estabilidad de los complejos enziméticos utilizados.

También se han realizado algunos experimentos puntuales de hidrélisis enzimética en otras
condiciones de operacién o utilizando otras enzimas o combinaciones de las mismas que se describen en

el apartado 4.3.

4.1 CINETICA DE LA HIDROLISIS

En los experimentos realizados se seguia la cinética de la hidrélisis por el consumo de base
necesario para mantener constante el pH, tal como se indica en la parte 3 de esta Memoria en la que
ademds se compara este procedimiento con el método del TNBS que también se aplicé en muchos de
los experimentos. De esta forma para cada tiempo de operacién se obtiene la conversién, x, 6 grado de

bidrolisis expresado en tanto por 1.

Los valores de las variables de operacién ensayadas se indican en la tabla 4.1 y los resultados
experimentales, tiempo-conversion, en las tablas 4.2 a 4.8 para el sistema Lactoalbiimina - Protease, en

las tablas 4.9 a 4.13 para el sistema Lactoalbimina - Alcalasa y en las tablas 4.14 a 4.20 para el sistema
Lactoalbiimina - P.E.M.



RESULTADOS EXPERIMENTALES

Tabla 4.1
Experimentos realizados
Enzima s UA/L Sos B/L Tabla
Protease 660 L 2475 38.45 42
3.300 3845 43
4.950 3845 44
3.300 81.16 45
4.950 81.16 4.6
3.300 128.91 4.7
4.950 12891 48
Alcalasa 0.6 L 1.59 3845 49
3.18 3845 4.10
6.36 38.45 411
3.18 18.73 4.12
3.18 81.16 4.13
P.EM. 2500 S 1.58 38.45 4.14
394 3845 4.15
8.06 38.45 4.16
10.50 38.45 417
23.63 38.45 4,18
8.06 18.73 4.19
8.06 81.16 4.20
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Tabla 4.2
Lactoalbimina 75 L - Protease 660 L
pH=80 T=50°C e,=2475 UA/L s,=3845 g/L

t, min X t, min X
1.58 0.0138 35.50 0.0806
332 0.0191 42.00 0.0849
4.75 0.0244 50.75 0.0891
6.00 0.0268 58.00 0.0923
7.58 0.0329 66.40 0.0976
8.92 0.0361 71.50 0.1018
9.95 0.0392 88.66 0.1061
11.73 0.0446 103.33 0.1103
13.25 0.0477 116.00 0.1135
15.66 0.0530 125.50 0.1167
17.83 0.0573 140.50 0.1209
20.25 0.0615 152.93 0.1241
22.25 0.0647 169.50 0.1282
24.66 0.0679 192.00 0.1326
27.50 0.0711 215.50 0.1368

30.50 0.0743 240.00 0.1400
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Tabla 4.3
Lactoalbiimina 75 L - Protease 660 L
pH=80 T=50°C e,=3.30 UA/L s,=3845¢g/L

{, min X t, min X
1.72 0.0211 25.75 0.0829
442 0.0341 36.00 0.0910
583 0.0423 42.50 0.0975
7.17 0.0455 50.83 0.1008
8.50 0.0488 63.83 0.1073
9.83 0.0536 83.00 0.1154
11.83 0.0585 105.50 0.1219
14.00 0.0634 134.50 0.1284
16.50 0.0683 167.50 0.1349
19.50 0.0715 180.00 0.1382

21.66 0.0764
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Tabla 4.4
Lactoalbimina 75 L - Protease 660 L
pH=80 T=50°C ¢,=495UA/ 5,=3845¢g/L

t, min X t, min X
2.66 0.0341 19.83 0.0861
4.50 0.0439 2233 0.0926
5.50 0.0504 26.75 0.0991
6.75 0.0553 33.50 0.1056
8.00 0.0601 43,00 0.1122
9.33 0.0650 50.83 0.1187
11.17 0.0699 75.00 0.1252
13.50 0.0764 103.00 0.1333

16.33 0.0813 120.00 0.1382
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Tabla 4.5
Lactoalblimina 75 L - Protease 660 L
pH=80 T=50°C €,=330 UA/L s,=81.16¢g/L

t, min X t, min X
217 0.0108 35.75 0.0524
4.00 0.0154 44.83 0.0570
5.66 0.0185 54.00 0.0616
7.17 0.0216 62.50 0.0662
9.17 0.0246 74.50 0.0708
1133 0.0285 9133 0.0762
14.33 0.0323 113.00 0.0808
18.17 0.0362 134.00 0.0862
21.50 0.0393 165.00 0.0908
25.50 0.0439 180.00 0.0939
30.00 0.0470
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Tabla 4.6
Lactoalbtimina 75 L - Protease 660 L
pH=80 T=50°C e,=4.95UA/L 5,=81.16¢g/L

t, min X t, min X
1.55 0.0091 24.66 0.0548
2.50 0.0125 27.66 0.0578
3.57 0.0156 31.17 0.0613
4,75 0.0191 35.17 0.0643
6.08 0.0226 40.00 0.0678
725 0.0256 45.17 0.0708
8.92 0.0291 52.58 0.0738
10.42 0.0321 59.92 0.0768
12.17 0.0352 70.16 0.0804
13.83 | 0.0387 80.83 0.0839
15.66 0.0417 92.75 0.0869
18.50 0.0452 104.83 0.0899
20.00 0.0483 120.00 0.0924

2233 0.0517
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Tabla 4.7
Lactoalbiimina 75 L - Protease 660 L
pH=80 T=50°C e,=330 UA/L s,=12891¢g/L

t, min X {, min X
2.00 0.0053 41.66 0.0364
3.83 0.0078 47.17 0.0388
5.66 0.0102 54.50 0.0422
8.42 0.0136 63.66 0.0451
1033 0.0150 71.83 0.0485
12.83 0.0175 8233 0.0514
16.00 0.0204 94.66 0.0548
19.17 0.0228 110.50 0.0587
22.66 0.0252 12833 0.0616
26.66 0.0281 14633 0.0654
31.25 0.0310 168.83 0.0693

36.42 0.0339 180.00 0.0713
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Tabla 4.8
Lactoalbtimina 75 L - Protease 660 L
pH=80 T=50°C ¢,=4.95UA/L s5,=12891¢g/L

t, min X t, min X
1.66 0.0054 34.42 0.0411
2.75 0.0073 37.58 0.0433
4.08 0.0095 41.66 0.0453
6.00 0.0120 43.75 0.0475
7.25 0.0143 49.42 0.0500
9.00 0.0168 53.50 0.0519
11.08 0.0193 58.83 0.0538
13.17 0.0218 62.83 0.0560
15.17 0.243 70.08 0.0576
17.25 0.0266 7733 0.0601
19.50 0.0291 84.50 0.0620

2433 0.0332 91.66 0.0643
26.33 0.0355 101.66 0.0665
28.83 0.0373 111.08 0.0680

31.58 0.0393 120.00 0.0702
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Tabla 4.9
Lactoalbiimina 75 L - Alcalasa 0.6 L
pH=80 T=50°C e,=159 UA/L s,=3845g/L

t, min X t, min x
0.87 0.0050 24.00 0.0569
1.62 0.0084 29.66 . 0.0636
2.17 0.0117 35.17 0.0687
3.60 0.0167 42.42 0.0754
4.75 0.0201 50.25 0.0804
6.00 0.0234 64.00 0.0888
7.42 0.0268 84.00 0.0955
9.75 0.0335 107.83 0.1038
12.33 0.0385 131.50 0.1122
15.17 0.0435 167.50 0.1189

18.50 0.0502 180.00 0.1223
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Tabla 4.10

Lactoalbimina 75 L - Alcalasa 0.6 L
pH=80 T=50°C e,=3.18 UA/L s,=3845g/L

t, min X
1.50 0.0134
3.17 0.0268
425 0.0335
5.75 0.0402
742 0.0469
9.00 0.0536
1133 0.0603
14.08 0.0687
17.58 0.0770
20.67 0.0821

t, min be

26.50 0.0904
34.00 0.1005
4192 0.1089
58.42 0.1189
73.00 0.1290
94.83 0.1373
120.00 0.1474
155.17 0.1574
180.00 0.1658
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Tabla 4.11

Lactoalbiimina 75 L - Alcalasa 0.6 L
pH=80 T=50°C e,=6.36 UA/L s,=3845g/L

t, min X
2.58 0.0422
3.67 0.0506
5.00 0.0606
6.17 0.0673
7.80 0.0757
9.67 0.0841
12.00 0.0908
15.05 0.0991
18.42 0.1058

t, min X

29.00 0.1243
37.75 0.1326
49.00 0.1427
65.17 0.1544
85.33 0.1661
107.00 0.1762
134.33 0.1862
180.00 0.1979
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Tabla 4.12
Lactoalbtimina 75 L - Alcalasa 0.6 L
pH=80 T=50°C e,=3.18 UA/L s,=1873 g/L

{, min X t, min X
273 0.0387 22.42 0.1177
3.57 - 0.0490 . 30.75 0.1281
5.00 0.0593 41.75 0.1418
6.13 0.0662 61.92 0.1521
8.25 0.0799 87.25 0.1659
10.25 0.0868 109.83 0.1762
13.17 0.0971 150.17 0.1899

18.42 0.1109 180.00 0.1968
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Tabla 4.13
Lactoalbiimina 75 L - Alcalasa 0.6 L
pH=80 T=50°C ¢,=318 UA/L s5,=81.16g/L

t, min X t, min X
0.78 0.0056 3292 0.0635
292 0.0135 38.83 0.0690
4.82 0.0198 46.25 0.0746
6.22 0.0230 55.50 0.0793
7.58 0.0270 67.17 0.0849
9.53 0.309 - 8492 0.0912
11.67 0.0357 106.17 0.0976
14.17 0.0405 129.83 0.1039
20.25 0.0500 159.00 0.1111

23.92 0.0540 180.00 0.1150

2792 0.0587
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Tabla 4.14
Lactoalbimina 75 L - PEM. 2500 S
pH=80 T=50°C e,=158 UA/L 5,=3845¢g/L

t, min X t, min X
1.58 0.0067 38.50 0.0418
333 0.0100 52.00 0.0485
533 ‘ 0.0134 64.00 0.0535
9.50 0.0184 80.50 0.0585
13.03 0.0234 101.82 0.0652
16.63 0.0267 131.67 0.0719
2125 0.0300 166.50 0.0769
25.50 0.0334 180.00 0.0785

3133 0.0384
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Tabla 4.15
Lactoalbtimina 75 L - P.EM. 2500 S
pH=80 T=50°C €,=3.94 UA/L s,=3845g/L

t, mmn X t, min X
1.07 0.0083 17.75 0.0501
1.87 0.0134 23.00 0.0551
2.60 0.0167 29.33 0.0618
3.88 0.0217 38.25 0.0668
5.00 0.0250 50.25 0.0735
6.17 0.0284 71.17 0.0785
7.67 0.0334 104.33 0.0852
9.33 0.0367 144.50 0.0902
11.33 0.0401 180.00 0.0935

13.58 0.0451
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Tabla 4.16

Lactoalbimina 75 L - P.EM. 2500 S
pH=80 T=50°C e,=806 UA/L s,=3845g/L

t, min X
2.02 0.0250
3.30 0.0350
4.50 0.0400
6.00 0.0467
7.75 0.0517
10.17 0.0583
13.60 0.0633
17.17 0.0683

t, min X
23.50 0.0750
3167 0.0817
44.00 0.0867
59.67 0.0917
7733 0.0984
104.83 0.1034
136.25 0.1100
180.00 0.1150
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Tabla 4.17
Lactoalbiimina 75 L - P.E.M. 2500 S
pH=80 T=50°C €,=1050 UA/L s,=3845¢g/L

t, min X t, min X
195 0.0300 13.17 0.0717
242 0.0333 17.37 0.0767
3.00 0.0367 22.17 0.0833
3.83 0.0433 3033 0.0884
4.67 0.0467 4283 0.0950
5.50 0.0500 61.00 0.1000
6.83 0.0567 91.00 0.1067
8.25 0.0600 134.33 0.1150

10.08 0.0650 180.00 0.1200
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Tabla 4.18
Lactoalbimina 75 L - P.EM. 2500 S
pH=80 T=50°C e,=23.63 UA/L s,=3845g/L.

t, min X t, mn X
3.17 0.0534 20.33 0.0969
433 0.0618 29.75 0.1035
5.42 0.0668 45.75 0.1102
6.83 0.0718 72.75 0.1186
9.25 0.0802 100.17 0.1236
12.08 0.0852 13433 0.1319

15.92 0.0918 180.00 0.1386
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Tabla 4.19
Lactoalbiimina 75 L - P.E.M. 2500 S
pH=80 T=50°C e,=806 UA/L s5,=18.73g/L

t, min X {, min X
117 0.0344 . 26.92 0.0928
2.67 0.0482 49.00 0.1031
442 0.0619 89.00 0.1100
6.67 0.0688 158.42 0.1203
9.25 0.0756 200.00 0.1237

15.50 0.0859
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Tabla 4.20

Lactoalbtimina 75 L - P.E.M. 2500 S
pH=80 T=50°C ¢,=806 UA/L s,=8116 g/L

t, min X
1.20 0.0111
217 0.0167
342 0.0214
483 0.0262
6.67 0.0309
10.67 0.0381
14.00 0.0428
18.00 0.0468

t, min X

22.67 0.0516
29.00 0.0563
3767 0.0611
52.00 0.0658
73.50 0.0714
109.33 0.0777
158.00 0.0833
180.00 0.0865
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4.2 DISTRIBUCION DE TAMANOS MOLECULARES

Mediante el método de cromatografia liquida de alta presién descrito en la parte 3 de esta
Memoria se determinaron las distribuciones de tamafios moleculares en diferentes experimentos

cinéticos de los tres sistemas estudiados.

Estas distribuciones expresadas en % de 4rea cromatografica en funcién del tiempo y del grado
de hidrélisis se indican en las tablas 4.21 y 4.22 para el sistema Lactoalbimina - Protease, en las tablas
423 a 4.27 para el sistema Lactoalbmina - Alcalasa y en las tablas 4.28 a 4.32 para el sistema
Lactoalbiimina - P.E.M,

Tabla 4.21
Lactoalbiimina 75 L - Protease 660 L
5o=38.45 g/ ¢,=3.30 UA/L

% en areas de los cromatogramas

t,min DH, % 40-70kDa  20-40kDa 10-20kDa 3-10kDa 1-3kDa <1 kDa

15 6.6 6.6 11.5 9.4 58 35.6 311
30 8.7 53 31 112 4.5 36.7 39.2
45 10.2 4.0 --- 11.8 2.9 39.4 419
60 113 33 --- 10.3 - 41.8 446
120 13.7 32 --- 6.4 45.0 454

180 150 3.1 --- 3.4 ~-- 483 472
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Tabla 4.22
Lactoalblimina 75 L - Protease 660 L
5,=3845 g/l €,=6.60 UA/L
% en 4reas de los cromatogramas
tmin DH,% 40-70kDa 20-40kDa 10-20kDa 3-10kDa 1-3kDa <1 kDa
15 9.5 4.6 - 8.6 --- 424 444
30 121 3.8 --- 7.4 - 410 478
45 134 32 - 52 - 414 50.2
60 14.7 32 - 47 - 438 483
120 17.0 25 --- - - 40.1 574
180 18.6 3.1 36.6 603
{
Tabla 4.23
Lactoalbimina 75 L - Alcalasa 0.6 L '\
$o=3845 g/l e,=1.59 UA/L
% en 4reas de los cromatogramas
t, min DH, % 40-70 kDa 20-40 kDa 3-20 kDa 1-3 kDa <1 kDa
15 44 5.0 10.4 18.2 269 395
30 6.7 42 51 18.0 282 445
45 8.0 3.6 2.6 14.7 314 47.7
60 9.2 32 20 115 280 553
120 109 2.1 - 8.5 26.9 62.5
180 13.2 1.7 --- 63 234 68.6
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Tabla 4.24
Lactoalbimina 75 L - Alcalasa 0.6 L
so=3845g/L e¢,=3.18 UA/L

% en areas de los cromatogramas

t, min DH, % 40-70 kDa 20-40 kDa 3-20 kDa 1-3 kDa <1 kDa
15 7.0 34 51 19.4 302 419
30 9.7 32 29 120 30.6 513
45 11.0 19 13 278 63.0
60 123 15 5.1 254 68.0
120 15.0 09 175 81.6
180 173 0.8 93 89.9

Tabla 4.25

Lactoalbiimina 75 L - Alcalasa 0.6 L
5,=3845 g/l €,=6.36 UA/L

% en areas de los cromatogramas

t, min DH, % 40-70 kDa 20-40 kDa 3-20 kDa 1-3 kDa <1 kDa
15 10.0 1.9 --- 11.0 289 582
30 126 14 --- 6.4 243 67.9
45 142 11 - 16 221 752
60 15.6 1.0 - --- 16.4 82.6
120 19.0 0.8 - -- 85 90.7

180 20.3 0.9 --- --- 29 96.2
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Tabla 4.26
Lactoalbtimina 75 L - Alcalasa 0.6 L
s5,=1873 g/ e,=3.18 UA/L

% en &reas de los cromatogramas

t, min DH, % 40-70 kDa 20-40 kDa 3-20 kDa 1-3 kDa <1 kDa
15 10.2 20 --- 9.2 306 582
30 132 1.8 - 7.0 244 66.8
45 15.0 12 - - 18.0 80.8
60 16.3 0.9 - --- 13.9 85.2
120 19.0 1.0 --- - 9.6 89.4
180 20.8 0.8 --- --- 34 95.8

Tabla 4.27

Lactoalbimina 75 L - Alcalasa 0.6 L
s,=8116 g/L. ¢,=3.18 UA/L

% en 4areas de los cromatogramas

t, min DH, % 40-70 kDa 20-40 kDa 3-20 kDa 1-3 kDa <1 kDa
15 41 55 123 19.1 28.1 35.0
30 63 4.6 7.5 185 28.5 40.9
45 75 3.5 4.6 15.9 28.4 47.6
60 8.7 .29 3.5 112 29.8 52.6
120 10.7 22 --- 8.7 28.7 60.4

180 12.0 18 --- 5.0 25.6 67.6
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Tabla 4.28
Lactoalbimina 75 L - P.E.M. 2500 S
5,=3845g/L ¢,=1.58 UA/L

% en 4reas de los cromatogramas

t,min DH, % 40-70kDa  20-40kDa  10-20kDa 3-10kDa 1.3 kDa <1kDa
15 2.8 7.5 17.5 15.7 18.0 17.8 235
30 38 51 16.4 123 13.7 26.8 25.7
45 4.7 4.6 7.5 10.4 11.7 34.8 310
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