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1.RESUMEN GENERAL 



El presente trabajo describe la elaboración de un alimento ron bajo contenido 

de fenilalanina obtenido por 'hidrólisis enzimática, seguida de la separación de la 

fenilalanina por medio del tratamiento ron carbón activado. De igual forma se 

caracteriza un hidrolizado ácido de caseína que se propone como alternativa para la 

liberación específica de fcnilalanina en proteínas. Esta investigación forma parte del 

Programa Nacional de Prevención del Retraso Mental de Origen Metabólico y su 

objetivo específico es satisfacer la demanda de alimentos por parte de los recién nacidos 

en los cuales se manifiesta la enfermedad 'Fenilcetonuria', causada por la deficiencia 

en la enzima fenilalanina hidroxilasa. De igual forma este trabajo forma parte de un 

desarrollo tecnológico completo hasta nivel planta piloto, realizado en la Facultad de 

Qufmica y en el Centro de Investigación Sobre Ingenierfa Genética y Biotecnologfa 
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2 INTRODUCCION 
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La fenilcc1onuria es una de las enfermedades hereditarias que médicamenie se 

conocen como hipcrfenilalani~cmias, debido a algún defecto enzim:ltico en alguna 

zona del proceso de hidroxilación de la fenilalanina (Ve/ázquez, 1987). 

La fenilcctonuria es causada por una deficiencia en la actividad de la enzima 

fenilalanina-4-hidroxilasa que participa en la para-hidroxilación del aminoácido. Su 

manifestación clínica es un se•·ero retraso mental así como otros transtomos 

neurológicos (Ceácrbaum, 198./). 

Las investigaciones realizadas hasta la fecha involucran la bioquímica de la 

fenilcctonuria, el diagnóstico y el tratamiento oportuno, a fin de prevenir el retraso 

mental que con lle\' a a efectos emocionales graves no sólo para el enfermo, sino también 

para la familia, a un alto costo para la sociedad. 

En México no se ha estudiado aún un número lo bastante grande de recién nacidos 

como para conocer con exactitud la frecuencia de la fenilcetonuria. Entre 1975 y 1977 

gracias a una colaboración entre el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la 

U.N.A.M. y la entonces Secretaria de Salubridad y Asistencia, se realizó el programa 

de tamiz neonatal que consistía en tomar gotas de sangre del talón del bebé recién 

nacido en una tarjeta de papel filtro y analizar el contenido de aminoácidos. Se 

detectaron a dos pacientes entre treinta y seis mil recién nacidos estudiados. A causa 

del camhio de la administración pública se interrumpió el programa, reanudándose en 

1986. 



Se sabe que la detección y el tratamiento son sumamente costosos, pero más 

costoso es no realizar el diagnóstico ycl tratamiento de los niños fenilcctonúricosdesde 

su nacimiento ( Le11hú1ger, 1986). Velá;:quez (1987) calculó que en México, el costo para 

realizar el estudio para la detección de un caso de fenilcctonuria en 10,000 niños recién 

nacidos, serla de $5,000 dólares, sumando $7,100 dólares del tratamiento con la dieta 

alimenticia especial durante los primeros ocho años de su vida. Si a esto se le agregan 

$19,200 dólares por concepto de la escuela especial y la atención médica durante los 

20 años de vida promedio de un fenilcctonúrico,se llegaría a $31,300 dólares gastados 

sin haber puesto un remedio al avance de la enfermedad. Por otro lado en la detección 

y el tratamiento oportuno se gastan solamente $7,100 dólares. 

Como consecuencia de lo antes expuesto, quedó constituido el Programa 

Nacional de Prevención del Retraso Mental que se realiza a través de un trabajo 

conjunto entre la Universidad Nacional Autónoma de México (U.N.A.M.), la 

Secretaría de Salud (S.S.),el Instituto de Seguridad y Servicio Social para los 

Trabajadores del Estado (l.S.S.S.T.E.), los Servicios Médicos del Departamento del 

Distrito Federal, así como las Secretarías de la Defensa y de Marina. Hoy en dia el 

programa es financiado con fondos de la U.N.A.M., de la S.S., de la Administración 

del patrimonio para las investigaciones Biomédicas (U.N.A.M.), de la Benef;ccncia 

Pública y del C.O.N.A.C.Y.T. El programa tiene como sede el Departamento de 

Genética de la Nutrición del Instituto Nacional de Pediatría en la Ciudad de México, 

donde se lleva a cabo la implementación institucional de la prueba de detección de la 

enfermedad y el seguimiento de los casos positivos. 
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El proyeclo "Producción de un alimenlo Bajo en Fenílalanina" se desarrolla desde 

1987 en el Departamento de Álimentos de la Dh·isión de Estudios de Posgrado de Ja 

Facul1ad de Química y en el Centro de lm·cs1igación Sobre lngenicría Genética y 

Biotecnología como una aportación al Programa de Prevención de Retraso Mental. 

El proycclo es1á contemplado en varias etapas a fin de desarrollar un proceso 

para obtener un producto para ser suministrado a niños que padecen fcnilcctonuria. 

La primera etapa consistió en seleccionar una proteína base, llevar a cabo una 

hidrólisis enzimática extensa y realizar la separación de la fenilalanina del hidrolizado 

(!.ara, 1988). 

La segunda etapa consiste en efectuar la formulación del producto terminado, 

una evaluación económica preliminar y pruebas a nivel planta piloto, lo que se efectúa 

actualmente (Lópcz, 1989). 

Una etapa complementaria es explorar la hidrólisis ácida para la liberación de 

íenilalanina en lugar de la hidrólisis enzimática en proteínas. 

Así mismo, los diferentesestudiosdc la hidrólisis ácida, de la hidrólisis enzimática 

yde la separación de la fcnilalanina del hidrolizado, constituyen una actividad de apoyo 

al proyecto. 
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J.l FENILCETONURIA: ANTECEDESTES IIISTORICOS 

El estudio de la fcnilcctonuria data de 1934, año en que Asbjorn Folling trabajaba 

en el Instituto de Fisiología Veterinaria en la Universidad de Oslo; se presentó una 

madre con dos niños con retra.'o mental para efectuarles diversos estudios. Al realizar 

el análisis rntinario de orina. obscrYó que al agregarle cloruro férrico, aparecía un color 

\'erde que minutos más tarde desaparecía, comenzando así, el problema de aislar e 

identificar la nueva sustancia que provocaba estas reacciones. Folling obscf\'Ó la 

enfermedad en hermanos en cual ro familias y consideró que era hereditaria como un 

carácter reccsivo (Bickel, 1980). 

En la primera dccada de su estudio, de 1934 a 1944, el ácido renil-láctico fue 

descubierto en la orina y se rontribuyó a explicar la genética de la enfermedad, las 

primeras anormalidades electroenccfalográficas y cambios epilépticos. 

En la segunda década, de 1944 a 1954, la investigación fue caracterizada por 

avances importantes en el conocimiento de los aspectos químicos de la fenilcetonuria. 

Se demostró que la ru1a metabólica de la fcnílalanina es através de una 

para-hidroxilación para convcnirla en tirosina. 

En 1953, se describió el sistema enzimático y se explicó que la inactivación de la 

enzima que hidroxila en posiciónpam, provoca la fcnílcetonuria, hallazgo que ayudó 

a simplificar la reacción de hidroxilación. 

8 



La introducción de nuems métodos analíticos, microbiológicos, espectroscópicos 

y cromatográficos, aclararon las anormalidades bioquímicas de Ja fenilcctonuria, así 

como el metabolismo de Ja tirosina a triptofano y sus aminas. 

En Ja tercera década, de 1954 a 1965, Jos descubrimientos de Folling incluyen el 

desarrollo de la detección y el tratamiento de Ja enfermedad. 

Para el tratamiento fueron desarrollados productos con bajo contenido de 

fenilalanina. Se reconoce a Bickcl y sus colaboradores como Jos pioneros en Ja 

preparación de una dieta para el tratamiento de la fenilcctonuria a panir de un 

hidrolizado ácido de caseína, del cual retiraron Ja fcnilalanina por medio de adsorción 

con carbón activado, técnica descubierta por químicos alemanes. Posteriormente se 

formuló una mezcla artificial de aminoácidos que también permitió mantener en 

niveles normales Ja concentración de fenilalanina en Ja sangre de niños 

fcnilcctonúricos. 

A panirde Jo anterior,se han desarrollado alimentos para niños fenilcctonúricos. 

Algunas patentes dedicadas a Ja producción de alimentos para el tratamiento de Ja 

fenilcetonuria, se presentan en Ja tabla l. 

En 1970, se llegó a Ja conclusión de que debe de iniciarse el tratamiento dentro 

de Jos tres primeros meses de edad para evitar retraso mental y daño irreversible al 

cerebro. 
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TABLA 1 

ALl:\iENTOS PARA EL TRATAMIENTO DEFENILCETONURJA 

Principio Básico Patente Clan Fecha 
HidrólisisAcida Parcial ~ll3P04) 00:!62,674 OC12P21/06 07-0ic-88 
e Hidrólisis Enzimótica Enzimas 

n:s;,cd~á~i~:ieln~~ié:ic~ EP 285,675 OC12N15/00 12-0ct-88 
Hidrólisis Enzimática JP 6168,426 OA61K37/18 08-Abr-86 
Uso de Fenilalanina Amonio W085 3,230 OA61K37i56 Ol-Ago-85 
Liasa 
Uso de Proteínas eon 
Contenido de Fc11ilabnina 

Bajo JP 59 5,111 OA61K9i08 12-Ene-84 

Hidrólisis Acida (1 ICI) OD 157,258 CIC07G7JOO 27-0ct-82 
Uso de Proteínas con Da jo es 190,178 C1A61K31no 15-Sep-81 
Contenido de Fenilalanina 
Mezcla de Amino;cid1" U K 2,038,629 CIA61K31/195 30-Jul-80 
Mezcla de Amino:ícidm US4,209.S31 QA61K31/195 13-Sep-78 
llidróli'is Enzin¡¡\tic.i DO 147,615 
l lidrólisis Acida DD211,337 
llidrólisis Acida 00 700,966 
Uso de Proteinas con Il.1jo DE 2,117,243 
Contenido de Fcnilalanina 
l lidrólL•is Enzimátic.1 JP 51 82,791 
Uso de fenilalanina Amonio JP 5886,082 
Lia..a 
Uso de Fenilalanina Amonio JP 73 24,748 
Liasa 
Uso de Proteínas con Bajo NL66 ll,028 
Contenido de Fcnilalani11a 

Prlnclp lo Bhleo Referencia 
Uso de péptidos bajos en 

femlalaoina 
Enzyme 1987, 38 (1-4), 321-7 

En 1968, en los Estados Unidos se desarrolló un estudio con 129 pacientes 

normales con una edad promedio de seis años. El estudio sugirió que el nivel normal 

de fcnilalanina en sangre ~-s de 5 a 10 mg/100 mi de sangre, dosis en la que no se sufre 

daño alguno, sin embargo, para algunos investigadores esto pareció una conclusión 

algo prematura. Considerando el valor mayor e!l el rango del nivel en sangre y que un 
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aumento de ese valor puede causar una disfunción cerebral del paciente cuando tiene 

mayor demanda intelectual, emocional y conductal, se acordó que lo mejor sería definir 

el rango en niveles más bajos. es decir de 1 a~ mg de fenílalanina/100 mi en sangre, 

para niños con fcnilcetonuria, hasta no demostrar lo contrario. También se observó 

que en ciertas etapas del desarrollo los pacientes requieren una mayor cantidad de 

fenilalanina y de los demás amino~cidos. Así, si se suministraba de 25 a 27 mg de 

fenilalaninapor Kg de peso al día, en forma constante, cuando aumentaba Ja demanda, 

se detenía el crecimiento y se presentaba aminoaciduria. 

Duran le muchos ai1os se ha diSL.'lltido sobre la edad a la cual se debe suprimir la 

dieta baja en fcnilalanina, al respecto se sugiere un rango de 12-15 años, evitando así 

la melanización del cerebro durante Ja pubertad. 

Una incógnita sobre el tratamiento dietético en la actualidad, es cuándo y cómo 

administrarlo a mujeres fenilce1onúricascmbarazadas,para prevenir al fcw de lesiones 

como microccfalca, retardo en el crecimiento, cambios neurológicos y malformaciones 

en el corazón. huesos, ojos y otros órganos, malformaciones que se presentan sobre 

todo entre la tercera y sexta semana de gestación (Bickel 1980). 

3.2 AUMENTOS BAJOS EN FENllALANINA 

La fcnilcetonuría puede ,;er tratada si se descubre en el recién nacido y se Je 

mantiene bajo una dicta controlada en fenilalanina durante los primeros años de su 

vida, el paciente puede así desarrollarse y llegar a ser un adulto normal. 
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Para una dicta controlada se cuenta con dos productos alternativos: 

l. Una mezcla de L-aminoácidos puros, productos que resultan de un alto costo 

debido a la poca disponibilidad de algunos aminoácidos. El producto es 

complementado con carbohidratos, vitaminas y minerales sin llegar a ser un alimento 

completo. 

2. Un producto obtenido por hidrólisis de proteínas por acción enzimática o 

acción ácida, para luego retirar la fenilalanina con un adsorbente como el carbón 

activado. El hidrolizado es complementado con los aminoácidos pcrdidios en el 

proceso, carbohidratos, grasas, minerales y vitaminas para considerarse como la fuente 

proteica principal del fenilcctonúrico. 

3.2,J Muela de L-amlnoáddos 

Existen en el mercado diversos productos preparados a partir de mezclas de 

L-aminoácidos, los más conocidos son: PHENYL-FREE (marca registrada de Mead 

Johnson) y MI LUPA PKU-1 y MlLUPA PKU-2 (marcas registradas por MILUPA 

A6 en Alemania Occidental), a continuación se da una descripción de ellos. 

AJ PllENYL-FREE 

Por ser una mezcla de aminoácidos, carece de fenilalanina, por lo que se pueden 

consumir otros alimentos que contengan pequeñas cantidades de fenilalanina y que 

ayuden a complementar las necesidades nutricionalcs del infante, es consumido por 

niños de 2 a 13 años, su análisis proximal se muestra en la tahla 2 (Anónimo, 1986a). 
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TABLA2 

ANAUSIS PROXIMAL DE PJIENYL-FREE. (A11ó11ú110,1986a). 

COMPOl\F.l'ffE g/100 g de POLVO 

Equiv3len1e de proleína (N'6.:?.5) 20.3 
Grasa 6.8 
C:ubohidralos 66.0 
Minerales (ccnil3S) 3.8 
Humedad 3.2 

B) MILUPA PKU·l Y MILUPA l'KU-2 

Los productos MILUl'A l'KU-1 y MILUPA PKU-2 son mezcla de 

L-aminoácidos que además contienen vitaminas, minerales, elementos traza y 

cantidades mínimas de sacarosa. Los dos carecen de fcnilalanina y se asemejan a la 

composición de aminoácidos patrón de la leche materna, pero aún son productos 

incompletos, por lo que tienen que ser complementados con alimentos que contengan 

carbohidratos, grasas y fenilalanina, pero cuidadosamente controlados (A11ó11ú110, 

1980). 

Los productos MI LUPA presentan ciertas desventajas: 

1. No son muy aceptados por tener un sabor fuerte y un olor desagrad:.ble. 

2. El consumo no debe exceder de 1 mmol/Kg/dia de cisteína y metionina en 

el organismo. ni la cantidad de cationes Na+ y K+ debe ser superior a Ja 

cantidad de iones CI· porque puede provocar una acidosis metabólica y de 

hecho, los niñ?s que son alimentados con este producto sufren anorexia y 
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vómito. En la tabla 3 se presentan las composiciones de ambos productos. 

TABI.A3 

COMPOSJCI0:-1 DE LOS ALIME:-ITOS: MILUPA PKU·l Y MILUPA PKU-2. 

(;l11ó11imo 1980). 

lliUTRIMErno MILUPA PKU·l (':<P/P) MILUPA PKU·l (%P/P) 

Amino:kidos 66.30 80.10 
Sacarosa 17.60 7.IO 
Humedad 5.20 3.50 
Kcalorfas 271.00 295.00 
Vitamin~ 1.29 0.70 
Minernles 9.84 5.46 

3.2.2 llldrolizados proteicos 

El producto LOFENALAC (marca registrada por Mead Johnson) (Acosta, 

1977), es un hidrolizado enzimático de caserna, adicionado de carbohidratos, grasas, 

vitaminas y minerales, siendo un alimento nutricionalmente completo, su fórmula y 

composición se muestran en la tabla 4. 

Se observa que por su bajo contenido de fenilalanina se pueden consumir otros 

alimentos para cubrir las necesidades nutricionales del ícnilcctonúrico y permitir así 

que el niño se relacione con el sabor y la textura de los alimentos (A11ó11imo, 1986b). 

Sin embargo LOFENALAC no cumple con la composición de aminoácidos 

semejante a la de la leche materna, aún tiene un contenido residual de fenilalanina, su 
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TABLA-4 

COMPOSICION DE LOFENALAC (Acost11, 1977). 

NUTRIMENTO VALOR/IOOg DE ALIMENTO 

Kcalorfas 450.00 
Equivalente de proteína (g) 15.00 
Grnsa($) 18.00 
Carboh1dratos (f) 57.00 
Amino.ícidos (g : 

0.34 L-arginina 
L-histidina 0.27 
L-isoleucina 0.78 
L-lcucina 1.45 
L-lisina 1.58 
L-metionina O.SI 
L-fcnilalanina 0.08 
L-triptofano 0.20 
L-treonina 0.81 
L-tirosina 0.82 
L-valina 1.19 
Minerales ~mg~ 2769.50 
Vitaminas mg 220.00 

• hidrolizado de caseína que contienesolamenle 0.4% de fenilalanina. 

sabor y olor son desagradables a los niños y adultos, no así a los bebés. Si se consume 

en exceso causa obesidad en el niño por su alto contenido de grasas y carbohidratos, 

su solubilidad es baja, teniendo que calentar la mezcla mientras se agita. 

3.3 NUTRICIO'.'!: VALOR NUTRITIVO DE LAS PROTEISAS 

Al nacer. los niños pesan en promedio 3Kg y miden 50 cm; a los 5 meses duplican 

su peso y al ruio lo triplican y aumentan de 20 a 30 cm de estatura. De los 5 a los 9 
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meses les aparecen los primeros dientes mientras que a partir del segundo año se 

modera la velocidad de crecim
0

iento aumentando entre 2 y 3 Kg/año y creciendo de 6 

a 8 cm/año hasta la adolescencia (Robú1so11, 1979), (UTBON, 1983). 

Durante los primeros 6 meses, la leche ya sea del seno materno o de la fórmula 

láctea. s.atisíacc las necesidades proteicas y energéticas del niño. Durante el segundo 

semestre, la leche materna ya no es suficiente y se requiere introducir otros alimentos, 

tomando en cuenta la necesidad de administrar la la cantidad de proteína necesaria. 

Entre el primer año y tercer año se tiene la fase peligrosa para adquirir enfermedades 

y el aumento de peso es irregular y lento. A partir del tercer año hasta alrededor de 

los diez años, el niño adquiere cieno grado de resistencia a las infecciones y puede 

ingerir una variedad más amplia de alimentos; así aunque permanezca con pesos y 

estatura menores de lo normal, empieza a crecer lentamente (Fomo11,1976), 

(Wl1itc, 1980). 

Las prote!nas se han clasificado entre otros criterios de acuerdo con su capacidad 

para mantener la vida y promover el crecimiento. Una proteína completa posee la 

cantidad suficiente de los aminoácidos indispensables, siendo ésta de alto valor 

biológico. Tal e.el caso de la proteína de huevo, de la carne, de la leche, de las aves y 

del pescado. La proteína ideal de referencia sería la que por cada gramo de proteína 

se produciría un gramo de tejido, asignándoscle entonces un valor biológico de 100. 

Una p roteínaparcialmentecomplcta, logra mantener la vida, pero carece de la cantidad 

suficiente de aminoácidos indispensables. tal es el caso de la gliadina del trigo. Una 

16 



proteína totalmenie incompleta. es incapa.< de reemplazar o constniir nuevos tejidos 

y por lo tanto no puede conscrnr la vida ni promover el crecimiento, como son la 

gelatina y la zeína del maiz (Fislwr y Bender, 1976), (Clufrezy Mtez., 1979). 

La calidad, determina entonces la utilidad de una proteína alimenticia para el 

crecimiento y mantener los tejidos. La cantidad de proteína que se puede sintetizar 

depende del aminoácido limitante. es decir del aminoácido indispensable que se 

encuentre en menor concentración. Las proteínas del huevo y de la leche humana 

tienen todos los aminoácidos presentes en las proporciones adecuadas, siendo 

aprovechadas íntegramente. por lo que se les ª'igna un valorhiológico del 00 (Willinms, 

1961), (De Chávcz. 1969). 

Los aminoácidos se absorben en el intestino proximal a la circulación portal. Las 

velocidades de absorción son reguladas por mecanismos complejos, que dependen de 

a) la carga total de aminoácidos liberados por la digestión; 

b) las proporciones de los diversos aminoácidos en la mezcla que será, absorbida; 

e) la disponibilidad de transportadores para llevar los aminoácidos a las células de 

la mucosa y, 

d) la fijación de aminoácidos en los tejidos. 

Todos los aminoácidos que se necesitan para la síntesis de una proteína, deben 

estar presentes en cantidades suficientes, si falta un sólo aminoácido, la proteína no 

puede sintetizarse. Si uno de los aminoácidos está en cantidad limitada, sucede Jo 
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mismo y cnwnccs los aminoácidos en exceso, son catabolizados para producir energía. 

Por esta razón resulta sumamente importante que todos los aminoácidos 

indispcns¡¡hles se encuentren en la concentración adecuada, sobre todo durante el 

crecimiento (Harpery Col., 1978), (Wilso11, 1978). 

Por otro lado, en el caso de la fcnilcetonuria, resulta especialmente importante 

el controlar Ja concentración de fenilalanina en la dicta de los niños en crecimiento, y 

mantener el balance requerido de los 22 restantes. 

En la bbla S. se presenta Ja cla~ificación de proteínas de acuerdo a su función. 

De esta tabla se desprende las grave< consecuencias que ocasiona una deficiencia en 

su síntesis, en el funcionamiento del organismo (Bohúrsk~ 1985). 
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TAllLAS 

FUNCI0:'-1 DE LAS l'ROTE!NAS (Boliimk~ 1978), 

Proteínas de defensa natural: por ejemplo, los antkuerpos en la [racción 

gammaglobulina de la sangre. 

Proteínas digesth·as: \'Aria.' enzimas presentes en las secreciones ga.,trointestinales; 

catalizan la degradación de los alimentos de la dicta a sustancia.' más pequeñas. 

Proteínas de transporte: hemoglobina, por ejemplo, que transporta el oxígeno en la 

sangre; muchas otras se encuentran en las membranas celulares que operan en el 

transporte de sustancias a través de la membrana. 

Proteínas sanguíneas: fibrinógcno. por ejemplo. que participa en los procesos de 

coagulación. 

Proteínas hormonales: proteínas que regulan las actividades celulares, tal como la 

insulina. 

Proteínas respiratorias: loscitocromos, por ejemplo, que participan en el transporte 

de electrones a acepto res apropiados como el oxígeno en los organismos aeróbicos; 

se consideran tarnhién como enzimas. 

Proteínas represoras: proteínas que regulan la expresión de Jos genes en Jos 
cromosomas. 

Proteínas receptoras: varias proteínas que se encuentran en las membranas 

celulares; luego de un ir a sustancias específicas por el lado exterior de Ja célula pueden 

transmitir esa iníormación hacia el exterior. 

Proteínas ribosnmales: las proteínas en a.'C>Ciaeión con el P..NA forman Jos 

rihosomas. los ~'Ualesson un agregado multimolecular que participan en la biosíntesis 
de proteína.<. 

Proteínas de ,·isión: la rndopsina. por ejemplo, que participa en los eventos 
moleculares asociados con la visión. 
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3.3.1 Química de la fenllalanlna. 

La fcnilalanina es uno de Jos 20 aminoácidos romlinmente encontrados en las 

protcinas. Fue descubierta por Schulze )' Barbieri en 1879 (Greemtei11, 1961 ). 

La fenilcctonuria es una de las enfermedades de las que médicamente se conoce 

como hiperfcnilalanincmias. debidas a algún defecto enzimático en alguna zona del 

sistema de hidrmilación de la fenilalanina (!Jibia 6). 

TAílLA6 

FORMAS CLJNICAS Y lllOQUl~llCAS DE llll'ERl'ENILALANINEMIAS 

(Cederbaum, 198~). 

l\OMllRF. llf.t"ECTO 
f.l'iZlMATICO 

fcnilcclunuria fcnilal:1nina 
clá."lica hic.lroxil:L"ª 

hipcrfcnil· fcnilalnnina 
;1\anincmia hi<lro,.ila-'a parcial 
pcr..i~tc111c 

dc.:ficicnda <lihiJroptcri<lina 
dihidroptc· rcductosa 

ridina 
reductos.a 

defectos sintétkeh defecto 
de bioptcrina cnzin1:.ítico 

sintético 

ASPF.C."TOS 
CLll\lCOS 

rctr:1so mcrHal, 
enfermedades 
neurológica ..... 

Pérdida de 
pigmentos y cxt.:cma 

algunas veces 
ícnotíficamcntc 

norma hin terapia 

rctr:L">O mental, 
c11ícrn1c<ladcs 
ncuro\ó~ica.o, 
progrcsh·as )' 

po1cncialmcntc 
fat~1lcs 

igual al mucrior 

H:l'itL.-\U,. SUSTRATOS 
NINA EN EN ORil\A 
SUERO 
(mglml) 

20 fcnilpiruvato 
mctnbolitos 

4 · 20 usualmente 
nonna\ 

fcnilpiruvato 
mctabolitos 

Dihidroplcri
dina cle\'Olda 

igual al 
anterior, 
además 

bioptcrina 
elevada 
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La fenilacctonuria es debida a una profunda deficiencia en la actividad de la 

enzima fcnilalanina-4-hidroxilasa también llamada L-fenilalanina-4-monooxigcnasa 

que participa en la ¡mra-hidroxilación de la fenilalanina. Además se requieren 

tetrahidropteridina, NADPI 1 y oxígeno (figura 1) (Le11/iinger, 1986). 

Durante la fenilcctonuria, los enfermos excretan con la orina (Cederba11m, 198./): 

!. fcnilalanina 

2. ácido fcnilpirúvico 
3. ácido fenilláctico 

4. ácido fenilacético (como fenilacctilglutamina) 

El exceso de fenilalanina altera el metabolismo de la tirosina y se excretan en la 

orina: 

5. ácido p-hidroxífenilpirúvico 

6. ácido p-hidroxifenilláctico 

7.ácido p-hidroxifcnilacético, como p-hidroxilcnilacctilglutamina 

En la figure 2 se muestra el metabolismo general de la fenilalanina y de la tirosina. 

En la figura 3 se observan los metabolitos que se excretan en la orina durante la 

fcnilcctonuria. l..a fcnilalaninaes un aminoácido indispensable mientras que la tirosina 

no lo cs. Esto se debe a que la fcnilalanina es precursora de la tirosina. pero si la primera 

se consume en pcquetias can ti da des, entonces lasegundaseconvicrtc en indispensable. 

La tirosina es precursora de las hormonas adrenalina y tiroxina y de la melanina, 

pigmento negro que existe en la retina, el pelo y la piel bronceada por el sol de las razas 
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blancas y la piel os¡;ura de las razas de color. Se produce por oxidación de la tirosina 

mediante la orto-difcnoloxida5a (tirosinasa). La oxidación comprende la formación 

de dihidroxiindol que se polimeriza espontáneamente a melanina (Mali/er, 1971). 
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CATABOLISMO DE PROTEINAS 

l J, 
---- FENILALANINA ___ 4 • TIROSINA ___ _ 

S!NTESIS DE PR;,EINA 1 l SINT~S DE PR~TEINA 1 

~ FENILPIRUVATO l METABOLISMO ENERGETICO 
¡ 

EXCRECION ~ EXCRECION 

FIGURA 1 

REACCION DE lllDROXILACION DE LA FENILALANINA (Ccderbaum, 1984). 

FENILALANINA_> TI ROSl~A <'--?P.J llDROXIFENILPIRUVATO 

1 FI L PIRUVATO r-fELANINA ~)ACETOACETATO + 

L NJLACETATO f--t TIROXINA ~)FUMARATO 
,.¡. 

~ FENILLACfATO NORADRENALINA 

t 
ADRENALINA 

FIGURA2 

:v!ETABOLISMO DE ¡;ENILALANINA Y DE TIROSINA (Malilcr, 1971) 
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3.3.2 Características de un producto para alimenl!!dón de fenlcetonúrico~. 

La base para desarrollar un alimento apto para niños, fenicetonúricos deberá 

tomar como punto de panida las cantidades de nutrimentos mínimos recomendables 

necesarios para llenar los requerimientos que permitan un desarrollo adecuado del 

individuo que lo consuma. 

Sise toma en cuenta que lo que se está modificando en este proyecto es la proteína, 

en principio las características a establecer se restringen a este nutrimento. 

En primer lugar. de acuerdo a las disposiciones de la Secretaría de Salud, un 

alimento para lactantes (de menos de 12 meses) y niños de 1 a3 años deberá cumplir, 

en cuanto al contenido de proteína, lo que marca el Dinrio Oficial de 1988, el cual 

menciona textualmente: 

"IV. Proteínas: como mínimo 1.8 g/100 kilocalorías utilizables de proteínas de 

calidad nutritiva equivalente a la de la caseína, o una cantidad mayor de otras proteínas 

en proporción a su valor biológico. La calidad de las proteínas no será inferior al 85% 

de la caseína. La cantidad total de las proteínas no excederá de 4 g/100 kilocalorías 

utilizables. La calidad de las protcinas deberá determinarse empicando alguno de los 

métodos biológicos. Podrán a1iadirsc aminoácidos aislados a fin de mejorar el valor 

m1tritim de la fórmula, para mejorar la calidad de las proteínas, podrán añadirse 

aminoácidos indispensables únicamente en las cantidades estrictamente necesarias, 

los cuales deberán ser en su forma "L", de acuerdo a la norma correspondiente." 
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En cuanto al contenido de cada aminoácido que se debe ingerir, la FAO (1973), 

recomienda una cantidad minima de aminoácidos indispensables para cumplir con los 

requerimientos diarios que permitan un sano desarrollo del individuo (tabla 7). 

TABl.A 7 

REQUERJMIENTOS DE AMINOACIDOS INDISPENSABLES EN EL HUMANO 

(FAO, 1973) 

AMINOACIDO REQUERIMIENTOS PARA PATRON IDEAL 
BEBES !0-6 MESESJ PR0\1SIONAL PARA 

mg/día/Kg BEBES 
mg/g proteína 

llistidina 28 14 
lsolcucina 70 35 
Leucina 161 80 
Lisina 103 5'.! 
Mctionin:1 + Cis 58 '.!9 
Fenilalanina + Tir l'.!5 63 
Treonina 87 44 
Triwarana 17 8.5 
Vaina 93 47 

Tola! de aminoácidos 74'.! 37J..5 
indispcns:iblcs 

requerimiento total de 
erotcína (huevo o proteÍn3 de '.!,000 
eche) 

Por esta razón, un producto con las características requeridas para 

fcnilcctonúricos deberá además cumplir con los criterios anteriores en cuanto al 

contenido de proteína y aminoácidos. 

Por último, la dicta recomendada para niños fenilcctonúricos establece que la 

ingesta de ícnilalanina deberá ser de 20 a 60 mgidía/Kg de peso del niño, para que el 
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nivel en sangre del aminoácido sea de 3 a 10 mg!IOO mi. Si la ingesta de fenilalanina 

es inferior de 20 mg. el crecimiento se detiene y si es superior de 100 mg sufre retraso 

mental (Dm·iro11, 1979). 

3.J.J Hidrólisis de proteínas 

La hidrólisis de proteína se puede efectuar mediante varios procesos (Hil~ 1965): 

a) l lidré>lisis ;leida 

h) l lidrólisis alcalina y. 

e) l lidrólisis cnLimática 

Los primeros experimentos en hidrólisis ácida de proteínas se realizaron por 

Dranconnot en 1820 a raíz del descubrimiento de los métodos cromatográficos y 

electroforéticos para examinar los productos de Jos hidrolizados proteicos, al uso de 

ácidos y enzimas como agentes de Ja degradación sistemática de las proteínas y a la 

separaci6n de enzima' protcoliticas con alta pureza para realizar las hidrólisis 

selectivas. 

Desde un punto de vista experimental, los métodos empleados para Ja medición 

de hidrólisis de proteínas se basan, ya sea en la diferencia de solubilidad, en la rotación 

óptica, en el espectro de absorción y en la precipitación de la proteína hidrolizada. 
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Otros métodos se ba,an en la< reacciones químicas del producto hidrolizado, es 

decir, de aminoácidos y péptidos con distintos agentes, después de separar la proteína 

no hidrolizada. (tahla 8). 

TABLAS 

REACCIONES QUl~llCAS PARA LA MEDICION DE lllDROUSIS DE 

PROTEINAS 

METODO REACTIVO FUNDAMENTO 

Espcctrofotométrico Ninhidrina Se produce color azul vio laceo con los 

aminoácidos que se Icen a 540 nm, excepto la 

prolina que da color amarillo a 440 nm. Se basa 

en la ley de Ilcer. 

Espcctrofotométrico Acido rosío Se conoce como el método de Lowry, para el 

molibdo análisis de proteínas. Se basa en la detección 

túngstico de tirosina, con color azul y obedece Ja ley de 

Ilcer. 

Los métodos cromatográficos son técnicas que permiten separar, identificar y 

cuantificar aminoácidos y péptidos. 

La electroíorcsis es muy valiosa en el aislamiento y la separación de proteínas y 

en Ja determinación directa de la mctcla de proteínas o bien de aminoácidos. Se basa 

en el movimiento de panículas cargadas en un campo eléctrico. 
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3.4 lllDROLISIS ACIUA DE PROTEINAS 

Los parámetros que afectan la hidrólisis ácida de proteínas son: 

a) la temperatura 

b) la presión 

e) el tipo de ácido 

d) la concentración del ácido 

e) la concentración de la proteína 

O la composición de la proteína 

g) la presencia de material no proteico 

3.4.1 Es~rlnrldad 

Los resultados de Gordo11 (19./1), muestran que la hidrólisis ácida parcial tiene 

cierto grado de especificidad explicándola de la siguiente forma: 

Los aminoácidos: glutaminay asparagina,en los inicios de la hidrólisis desprenden 

en forma de amonio, el grupo amino que les confiere carácter básico. 

La scrina y la treonina también forman amonio; pero proveniente del nitrógeno 

alfa-amino. El contenido de amonio desprendido es proporcional al contenido de 

los cuatro aminoácidos anteriores en la proteína. 

Exis1en efectos clec1rostáticos debido a que las cargas positivas de Jos grupos 

NIJ,i+ 1erminales, que repelen a los iones u+, hacen al enlace adyacente al grupo, 

más resistente al ataque ácido, demostrado termodinámicamente. La Ogura .¡muestra 
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las constantes de \elncidad 1Mra la hidrólisis de enlaces pcptídicos. Se nota que en un 

tripéptido, el enlace más alejado al grupo amino-terminal es el más susceptible a 

hidrolizar.;c que el curo (/Ji//, l9ú5). 

• • 2.17 • • 15.S 

ttolu olHHO 
0 1 11 t 1 . 11 t 1 1 d 

H,N-i¡:-c-N-CH,-C-N-7-c-oH 

9ª• 711, 
~ ,. .... e, 

H,C 1 'ca, H,.... 1 CH, 
H H 

A 

a 
•• 1.45 

1: • 3.D 

olu H o 
é ". 1 1 11 H,N-CH,-c-N-T-c-OH 

e 

~ 
n.c .... ?a, 

H 

o 
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El grupo R de los aminoácidos cdus.111 efecto cstérioo. El péptido glicilglicina se 

hidrolitd 70 \ct,:cs y el péptido ,-alilglicina 25 \"CCCS más rápido que los péptidos 

leucilleucina y leuciltriptofrlnn. 

Se observa una resistencia a la hidrólisis por el grupo amino-terminal de valina y 

tcucina debido a sus grupos R isopropil e isobutil respectivamente. 

En los enlaces formados por scrina y treonina que den el grupo amino-terminal 

se ha demostrado que son muy lábiles al ataque ácido explicándose por una migración 

acil N-0 cuando se usan soluciones ácidas con HCl 12 N 20'C. mientras que en 

soluciones diluidas en que también son lábiles, no existe explicación alguna. 

L.m enlaces formad<>' por residuos de a.spartil son muy susceptibles a la hidrólisis 

en ácido diluido debido a las cargas negativas del grupo carboXJ1ico del ácido aspártico 

que atrae a los iones 11 +,siendo esta susceptibilidad función de la concentración de 

ácido y no del tipo de ácido (Hill, 19ó5). 

3.4.2 Hidrólisis ácida completa, 

La hidrólisis ácida completa se puede lograr con: HCl 6N, 1 !0ºC, 24 hr, libre de 

oxigeno, de sustancias no proteicas y de metales. Este proceso de hidrólisis de una 

proteína es el que se efectúa para conocer la cantidad y composición de sus 

aminoácidos, excepto triptofano en el analizador de :1minoácidos. 
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Se ha puesto de m.rniíiesto id destmcción de algunos aminoácidos: l.i ghnamina 

se conviene a ácido glutámil;o y la asparagina se con\'ierte a ácido aspártico; pero hdy 

métodos que permiten estimar su contenido en la proteína. El triptofano es de.stmído 

y produce hu mina; pero se puede cuantificar mediante una hidrólisis alcalina en la que 

no esdestmido. l layotros reportes que mencionan que del 5-10 7r de scrina y treonina 

son destmídos d<:pendiendo del tiempo de hidrólisis y en cantidades pequeñas. Otros 

aminoácidosson destmidos como la cisteina, el ácido aspánico, la prolina, la tirosina, 

el ácido glutámico.la arginina y la lisina. Esta destmcción varia en función del tiempo 

de hidrólisis, de Id concentración y composición de la proteína (Hill 1965). 

3.4.3 ll!dróllsls árida oardal 

La aplicación más importante de la hidrólisis ácida pardal es determinar la 

secuencia de aminoácidos y la estructura covalemc de los péptidos. 

La hidrólisis ácida parcial puede hacerse con HCI 12N a 37ºC hasta llegar a 

obtener péptidos, pero debido a la naturaleza tan compleja de la hidrólisis y a las 

condiciones más suaves de reacción, el rendimiento de algunos péptidos es bajo y la 

fraccionación de lo< productos resulta diíicil (Hill, 1965). 

En la hidrólisis ácida diluida con 110 O.lN, se verifica una inversión de la 

glicilvalina a rnlilglicina y la consecuente formación de una dicetopiperazina, un 

anhídrido cíclico (ligura 5), sin embargo con HCI 12N, 37ºC es poca o nula esta 

inversión. 
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FIGURAS 
lnnrsión de glirihalina a 'alilglicina y la consecuente formación de una 
dicrtopiperazina en llCI 0.1:-1(Hil/,19ó5). 

En pép1ido' ~on rc,iduos de áddo aspánico se ha obscr\'ado una interconvcrsión 

de su grupo carboxilico en estructuras alfa-aspartil, bem-aspanil y alfa-bew-aspanil 

(figura 6), L"Uando se hidro\ iza proteina con HCI 12N. a 37°C, por 2 días, sin embargo 

con HCI 5.7N. JOOºC por períodos conos de tiempo. no se detecta. 

En \'alores de p 11 ácidos ocurre la transíormación del grupo amino-terminal de 

glutamina a un anillo de ácido carhoxflico pirrolidona (figura 7). 
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lntercon,-ersión del grupo carhoxiliro en estructuras aifa-aspartll, bcla-aspartil y 
aifa-Mta-aspartil, en llCI 12N a 37ºC por 2 días (Hi/l, 1965). 

l'IGURA 7 
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H~ .... c,.cH, C:-n'-n'-n'···· 
' H 

Transformación del grupo amino-terminal de glutamina a un anillo de ácido 
rarboxílico pirrolidona (Hill, 1965). 

Sin embargo. las anteriores reacciones de in\'crsión no se han detectado en 

estudios sccuenciak.,;. sino sólo en modelos peptidicos. 
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En los últimos 40 aüo; se han efectuado una gran cantidad de estudios sobre el 

comportamiento de la hidrólisis ;\cida parcial: pero no se han recopilado en 

publicaciones o libros cspcdalitados. Para fines de esta in'"cstigación se revisaron 

publicaciones que tenian como fu eme proteica para la hidrólisis ácida a la O\'lJalbúmina, 

al gluten, a la leche en polrn y a la gelatina emre otras. 

Partridge (19./9,) aisla la fenilalanina de un hidrolizado de ovoalbúmina que 

obtienen con el 9.6 g de proteína en 100 mi de llCI al 21.87% a reflujo por 40 hr. 

Tosliikaz11 y Col. ( 198./). hidrolizan una proteína variando la concentración de 

ácido clorhídrico de 10% a 25% con el 12'ff en proteína y una temperatura mayor de 

16íl°C. 

Harrisy Po11 ( 1956), realizan la hidrólisis ácida de una serie de dipéptidossintéticos 

con ácido clorhídrico2N a 99ºC, para determinarsusconstante de velocidad. Así mismo 

determinan sus valores de "Rr' en cromatografía en capa fina. con una mezcla de 

solventes: butanol-ácido acético-agua (4:1:5). 

Mareceky Kozicir ( 1956), estudian algunas proteínas para conocer la labilidad de 

los enlaces peptídicos con l ICI lO'Jf a 20% 

Nakazimn e lkeda ( J9.IJ ), realizan hidrólisis de caseína y gelatina a altas 

temperaturas y presiones por.¡ a 5 horas en agua y en l ICI 20%. 
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Gordo11 y Cu/. (/'J.//). dectúan hidrólisis de gelatina con ácido clorhídrico 

concentrado a J7T por una hora. obteniéndose 1.'J del hidrolilado en forma de 

aminoácidos libres y encuentran la prcíercncia de la ruptura en los aminoácidos 

básicos. 

Zhig11/v1• ( 19./9). compara la hidrólisis ácida de gluten y de la proteína de la carne 

con HCI 167' y l ICI 77r. Para el gluten observa que la hidrólisis es de 5 a 6 veces más 

rápida con l ICI 16r,f que con l ICI 7';;., Para la proteína de la carne, observa que la 

hidrólisis es 10 veces más rápida .:un llCI 167' que con llCI 7%. 

Hall ( 19-19,) estudia la influencia de la presión, de la temperatura y del pi 1 en la 

hidrólisis de gluten. 

Strvcchi ( 195-1), estudia el efecto de la concentración de ácido en la hidrólisis de 

ca.<;eína, notando que el llCI 26% es ligeramente más poderoso que el l-ICI 20%, 

notándose en el incremento del grupo alfa-amino libre en los hidrolizados. 

Knmmbclk11r, Rw1wI11r111a y Sree11inmm ( 1950 ). tratan una proteína a una presión 

de 40-100 atm de Cüz en autoclave a JOIJ.JOOºC en presencia de Sn o Ti como 

catalizador. 

Mv11dolfo y Cambo11i( 1950), produjeron hidrolizados enzimáticos con el fin de 

liberar 18 aminoácidos. Cuando las hidrólisis se realizaron con HCI 3N por 8 horas a 

120ºC se liheraron: alanina. arginina. glicina, glutamina y prolina, mientras que con 

l ICI HN por 8 horas a JOOºC obtuvieron isoleucina, histidina. leucina y valina, como 
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aminoAcidos libres. 

3..1..1 Raremizarión 

Para conCJccr la actividad óptica de una muestra, generalmente se empk:an los 

polarímetro'. Si la lul gira en el 'cntido de las agujas del reloj, es dextrorrotatoria y se 

le asigna con ( +) ó D. Si por el contrario, la muestra hace girar el plano de la luz 

polari.lada en sentido opuc'1o al de las agujas del reloj, se dice que es lemrrotatoria y 

se designa como ( ·) 6 L. 

Ul' cstcrcoi,c'1mcn" que guardan entre sí la relación de imágenes superponibles 

se denominan cnantiümeros y estos giran el plano de la luz polarizada en direcciones 

opuestas. pero t.:on magnitudes iguales. 

La quiralidad es un prerrcquisito para la existencia de actividad óptica, sin 

embargo. los compuestos quirales no son necesariamente ópticamente activos. De 

acuerdo al sistema de Cahn-lngold-Prclog, los compuestos ( +) son (R) (rectus, 

derecha) y los(·) son (S) (sinistcr, izquierda). Una mezcla racémica (DL·) es un 

complejo molcrnlar de las formas D y L que se produce durante la síntesis química 

(Maz11r y Harrvw, 1973). 

Los diastcrcómcros 'llll moléculas con dos o más centros quirales y no son 

ncccsari<\mcmc quirnlcs~ así. las molécu la5con centro~ quiralcs, pero que son aquiralcs, 

se conocen como compuestos mc~o y poseen un elemento de simetría. 
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En todos los aminoáciuos de origen 11.Hur«I, excepto la glicina. el carbono "alfa" 

es asimétrico y las suc,;tani.:ias son üpticamcntc dCti\·as. Li scrina se toma como 

referencia para da,iricar a los aminoácidos de acuerdo con su configuración, 

penencciendo a la familia L. al igu.11 que el L-gliceraldehido. Todos los aminoácidos, 

excepto la cislcina, poseen la configuración absoluta (S). 

Los aminoácidos: cisleina. hidroxiprolina, ácido be1a-hidroxiglu1ámico, 1reonina 

e isoleucina, poseen dos carbonos ópticamente activos por lo que tienen cuatro 

eslereoisómeros posibles los D. los L. el rae<!mico y el meso. 

La cisteína inac1i,,1 (racema!O con panes iguales D y L) por primera ,·cz fue 

preparada por l loffman yGonneren 1922 teniendo a la L-cisteína en refiujo con ácido 

clorhídrico concentrado por largo tiempo, pero no pudo demostrarse sino hasta años 

más larde cuando se aislaron las diferentes formas de la cisteína. 

De hecho la rncemizaci<ín de los aminoácidos ocurre durante una hidrólisis de 

proteínas, pero no se tiene conocimiento de las condiciones de hidrólisis en que se 

pueda evitar o minimizar en todos o cienos aminoácidos, sólo se sabe que con un álcali 

son fácilmeme raccmizados, disminuyendo Ja rotación óptica específica hasta ser de 

cero. Algo similar ocurre con las idantoinas cuando son tratadas con álcalis diluidos. 

Los aminoácidos obtenidos de ellas son ópticamente inactivos (figura 8) (Sclzmidt, 

19.f.I). 

Las series Ly D de los aminoácidos difieren en sabor; en la serie Llos aminoácidos 

son amargos o sin sabor, mientras que en la serie D son de sabor dulce. (Meister, 1965). 
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FIGURAS 
Mecanismo de aretilación de un aminoácido para obtener un aminoácido racémico. 

(Sch111idt, 19.J.I). 

J.S lllllROLISIS E'IZl.\1ATICA 

La propiedad íumfame11tai de una enlima es el de ser una proteína que aumema 

la velocidad de una rerlCciún y 'e c"acterila por tres puntos que la distingue de los 

cataliladores químicos (H71itaka, 1972): 

1. Son t.:a1alizadorcs muy eficientes. 

2. La mayoría de las enlim<t< se distinguen por su cspeciíicidad de acción ya sea 

sobre alg.ím tipo de enlace o bien por un sustrato determinado. 

3. La acth·idad de las enlima< está sujeta a regulación: por pH. por temperatura. 

por inhihidores o por el mismo sustrato. 
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En 1923, James Summer aisló la colima urcasa y desde entonces, se han aislado 

más de 2,000 enzimas. Tan sólo en 25 se ha determinado la estructura tridimensional, 

empleándose Ja difracdón de rayos X. 

Las enzimas se clasifican con hase en el tipo de reacción quimica que catalizan, 

siendo seis los gmpos existentes. (tahla 9) (BohiJ1Ski, 1978). 

La habilidad de las enzimas proteoliticas para hidro/izar enlaces peptídicos 

formados por aminoácidos específicos les dan ciertas ventajas sobre otros agentes 

hidrolíticos, entre otros: 

l. Se obtienen altos rendimientos de péptidos o aminoácidos. 

2. Se produce un hidroliLado con un menortipo de péptidos en condiciones más 

sua•·es de reacción. 

J. Prácticamente no hay alteración hidrolítica de los productos. 

4. Se requiere de una muy pequeña cantidad de enzima. 

S. Las enzima' pueden usarse para modificar sustancias biológicamente activas. 

Una desventaja podría ser la transpeptidación, que sólo ha sido deducida, pero 

no identificada y el costo de Ja enzima, aunque las condiciones de reacción, temperatura 

y presión relativamente bajas. hace que su uso sea poco costoso. 
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TAllLA9 

RESE:ilA PARCIAL DE LA CLASIFICACIO~ SISTEMATICA DE LAS ENZIMAS 

(Bolii11sky, 1978). 

l. Oxidorredurtasas (reacciones de óxido-reducción de todos los tipos). 
1.1 actúan sobre el grupo CH-011 como sustralO. 
1.1.1 requieren NAD+ o NADP+ como aceptar de hidrógeno. 

2. Transrerasas (reacciones que implican la transferencia de un grupo intacto de 
átomos de una molfrula dadora a una aceptara). 
2.1 transferencia de grupos metilos. 
2.4 tramsferencia de grupos glucosídicos. 
2.7 transferencia de grupos que contienen fósforo. 

3. llldrolasas(reacciones que implican la ruptura hidrolítica de enlaces químicos, 
tales como C-0. C.N, C·C). 
3.1 hidrólisis de enlaces cstéricos. 
3.2 hidrólisis de enlaces glucosídicos. 
3.4 hidrólisis de enlaces pcptidicos. 

4. Uasas (reacciones que implican la ruptura de C-0, C-C, C-N y otros enlaces 
por otros medios fuera de hidrólisis u oxidación. 
4.1 liasas carbono·carbono. 
4.2 liasas carbono-oxígeno. 
4.4 liasas carbono·uufrc. 

5. lsomerasas (reacciones que implican cualquier tipo de isomerización, tales 
como raccmización, epimerización e isomerizacioncs cis-trans). 
5.1 raccmizaci6n y epimcrización. 
5.2 isomerización cis-trans. 

6. Ugasas (reacciones que implican la formación de un producto que resulta de 
la condensación de dos moléculas diferentes acopladas a la ruptura de una 
unión pirorosfórica del ATP). 
6.1 formación de cnlae<.~ carbono-oxígeno. 
6.2 formación de enlaces carbono-azufre. 
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3.5.1 Cinétira químira 

Las reaccione' químicas se pueden clasificaren monomolcculares, himoleculares, 

tri, tetra, etc., según el númcrn de moléculas que intcra1:túan durante la formación del 

producto (Lópcz-M1111g11fa, 1987). 

Las reacciones se distinguen también por su orden cinético, que se establece de 

la relación entre la velocidad de la reacción y la concentración de los reaccionantes. 

Se determina experimentalmente, mediante un ajuste de los datos experimentales en 

la ecuación de velocidad de la reacción. 

Por ejemplo, se tiene una reacción A··> B donde A representa al reaccionan te 

o sustrato y B representa al producto. Para ella se puede hacer una expresión 

matemática que deíina la velocidad de la reacción en íunción de la desaparición del 

sustrato o de la aparición del producto con respecto al tiempo. 

V = kAn = ·d[Al/dt = +d[B)/dt 

V= velocidad de la reacción 

k = constallle de' elocidad que tiene un valor fijo para el sis11.:ma bajo una serie 

de condiciones especificas, cuya única variable es la concentració'l del 

sustrato. 

n = orden cinético de la reacción 

A = concentración de sustrato 

B = concentración de producto 

42 



Se puede conocer el \"alor de n. determinando la velocidad de la reacción a 

di fe remes concemrncioncs de sustrato. e igualmente se puede calcular k. 

Cuando n =O (orden cero) V= k. es decir, la velocidad es independiente de la 

concentración del reaccionante. mientras que cuando n = l ( orden primero) V= 

k(A), es decir, la \"elocidad es directamente. proporcional a la concentración del 

reaccionante. (figura 9). 

ln~ 

.A 

FIGURA9 
Represent.ación gráfica de una cinética química de a) orden cero y, b) primer orden. 
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La teoría cinética moderna establece qU<: en el paso de sustrato a producto hdy 

un estado tic transiciün 411c representa un estado acth·o o de alta energía y que con la 

velocidad con que se produ¿ca l.t concemración de la cspecie acti\'ada, determina la 

velocidad de la reacción y cstá además controlada por: 

a) la energía de acti\'ación que es la diferencia entre el estado de transición y 

fundamental del sustrato; 

h) por el númcro de colisiones cfccti,·as que dan energía a las moléculas y, 

e) por el requerimiento de una orientación espacial adecuada de la' moléculas 

participantes. 

3.5.2 Cinétira enzimátira 

Al igual que las protdnas, las estructuras conformacionalcs de las enlimas están 

estabilizadas por puentes de hidrógeno, uniones iónicas e hidrofóbicas, y en algunos 

casos enlaces disulfuro. La acción de temperaturas extremas, de disol\'entes, de 

condidones drásticas de pi 1 y fuera iónica, y de varios agentes quimicos, produce 

desnaturalización de la enzima, lo que origina la pérdida de su actividad; cuando el 

efecto del agente desnaturalizantc no es muy fuerte, la enzima puede nue\'amcntc 

regenerar su acti\'idad al adquirir otra ve¿ su estructura tridimensional de origen 

(Wlrúakcr, 1972). 

A continuación se describe el efecto del pi 1 y de la temperatura en el 

comportamiento de las enzimas. 
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Erecto del pll 

Con frecuencia, el centro activo de la molécula, tiene grupos ionizables que para 

lograr una actividad adecuada, deben estar ionizados correctamente por lo que el pH 

del medio de reacción es de suma importancia. 

Existe una desnaturalización irreversible de las enzimas a pH extremos, debido 

a la p~rdida de su estructura espacial por la ruptura de los enlaces covalentes. 

El pll en el cual la enzima alcanza su máxima actividad no coincide 

necesariamellle wn el pi 1 al que se observa su máxima estabilidad. 

El comportamiento que siguen las enzimas se muestra en la figura 10. 

Efecto de la Temperatura 

Al aumentar la temperatura aumenta la velocidad de reacción y se reducen los 

puentes de hidrógeno, las interacciones iónicas y las fuerzas de Van Der Walls, además 

surgen interacciones hidrof6bicas por lo que se ven modificadas las estructuras 

secundaria, terciaria y cuaternaria de la enzima. 

Así se obtiene un perfil con un máximo de velocidad a una temperatura que se 

denomina óptima (figura IOJ. 

Para comprender la accié>n enzimática, en 1913, Michaelis y M.L. Menten 

propusieron una teoría en la que dicen que la enzima E se combina irreversiblemente 

con el sustrato S para formar un complejo intermediario enzima-sustrato ES, el cual 
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se descomponía irrc\·crsihlcmcmc para producir productos P y Ja enzima libre en su 

forma natirn. A cada rcaccic"m se le asigna una constante cspccíficadc velocidad. (figura 

11). 

E+S <==="J=====> ES ••.•.•. ~:! ...... > E+P 
k2 

A partir de este mecanismo se obturn la expresión: 

Donde: 

Vo = velocidad in kial de la reacción 

Vmáx.= velocidad inicial máxima alcanzada 

Km = constante de velocidad 

[S) = concentración inicial de sustrato 

y donde también: 

(K2 + KJJ/(K¡J 
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Vo Vo 

!Óptima 

FIGt:RA 10 
El'rño d•I pll y d• la temper.ituro en una rraccióo <.i1'1lii.ada p<>r enzimas. 

v..,., 
/ 

V .. ,L-------'----

v ••• /> ----· 

{S] 

FIGURA 11 
Representación gráfita de la ecuación de :\1ichaelis-Menten. 
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Además de poder determinar Ja Km con Ja ecuación de Michaelis-Menten. que 

da un ,·alor estimado. se puede hacer con el grdíico de Linewcanrer-Burk que es el 

recíproco de Ja ecuación de Michaelis-Menten (figura 12). 

1 

v. 

FIGURA 12 
Gráliro de Llne"'ª'"er-Burk de Je rinétira de Mlrhaelis-Menlen. 

Durante la reacción enzimAtica pueden haber sustancias que reduzcan la 

velocidad de reacción. llamándose inhibidores. éstos pueden ser entre otros. 

competitivos o no competitil'os. 
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En la inhihid<in .:ompctitiva. el inhihidor compite con el sustrato por el sitio 

actirn. En la inhihid6n 110 Ó>mpetiliva, el inhibidor puede unir.:c irrever.;ihlemente o 

reversiblerncnte a la cnlima y puede ser en el sitio activo o en otra zona, por lo que la 

inhibición no puede di>minuirse con la adición de más sustrato. Ambas inhibiciones 

pueden dctc.:tarsc mediante un análisis gráfico de los datos de velocidad inicial a 

diferentes concentraciones de sustrato en presencia y ausencia del inhibidor como se 

muestra en las figuras 13 y I~. 

I 

'".J/ 
/1 

'\/[SJ 

FIGURA 13 
Gráfico de Une .. eaver-llurk de la cinética competitiva: a) con inhihidor y b) sin 

inhihidor. 
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1/[S] 

FIGURA l4 
Gráliro dt Untl4ea»rr·Uurk de la rinétka de la dáska inhihkión no competitiva. 

3.5-' Enzima• proteolilira. 

La.' protea.,as. son enLimas muy espedficos que gracias a sus propiedades son 

capaces de favore.:cr la ruptura de enlaces peptidicos. Pueden reconocer uno o varios 

sitios de ruptura. 

Las endoproteasa.• son aquella.• que atacan en el interior de la cadena. mientras 

que las exoproteasas atacan en los extremos de la cadena ordenadamente, ya sea por 

el amino-terminal (aminopcptidasa.') o el carboxilo terminal (carboxipeptidasas). 

Las característica.' que la.' distinguen son: 
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a) La naturaleza de los residuos es de importancia ya que para algunas enzimas 

es importante sólo el amino-terminal o bien el carboxilo terminal. 

b) Sólo reconm:en a los L-aminoácidos. 

e) El tamaño de la proteína aparentemente no es importante. 

d) Requieren de un enlace pcptídico, aunque la tripsina y otras proteasas 

también reconocen e hidrolizan el enlace éster. 

Ahora bien, las anteriores características están dadas gracias a la configuración 

espacial del sitio actirn y a los residuos laterales del sitio activo que determinan la 

especificidad. 

Según el sitio activo, las proteasas se clasifican en: 

l. Proteasas serínkas 

Casi toda.~ son endopeptidasas. Contienen scrinaen su sitio activo. Como ejemplo 

están la tripsina, la quimotripsina, la subtilisina y la elastasa. 

2. Proteasas suln1ídrkas 

Son de origen vegetal. Contienen el grupo SH en el sitio activo. Participan en 

reacciones de oxido-reducción. Como ejemplo se puede mencionar a la papaína, la 

ficina y la bromelina. Los agente oxidantes, los alquilantes y los iones metálicos pueden 

inhibir el sitito actirn. 

3. Proteasas me!Jillras 
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Contienen iones metálicos generalmente en una relación estequiométrica con su 

molécula. Pueden ser zn+. ca+. Fe+. cte. Estas enzimas se inacth·ai1 con un agente 

quelante. Son ejemplo. J.c' carhmipeptidasas A y 13. 

4. Proteasas áridos 

Se caracterizan por Ja presencia de gruposcarboxflicos en el sitio activo. Ejemplos: 

pepsina, renina y algunas protcasas microbianas. 

Ahora bien, las enzimas proteolíticas también están clasificadas de acuerdo a su 

fuente de origen. 

Así, existen las enzimas proteolíticas de origen animal tanto del tracto 

gastrointestinal como de los tejidos; las proteinasas vegetales y las proteinasas 

microbianas (Hül, 1965). (;ldler·Nisse11, 1986). 

a) Enzimas proteolítkas del trarto-gastrointestlnal. 

La pepsina fue la primera enzima proteolítica que se conoció, gracias a 

Spallanzani en 1783 y obtenida en forma cristalina por Northrup en 1930. Es la principal 

enzima proteolítica del jugo gástrico. se encuentra en casi todos los vertebrados y sus 

propiedades varían ligeramente en funcié>n de su origen. En soluciones fuertemente 

ácidas es estable, tiene un punto isocléctrico menor de 1 y se desnaturaliza a valores 

de pH mayores de 5. Lo mismo que las enzimas proteolíticas del páncrea,, la pepsina 

se sintetiza en forma de un precursor, o zimógeno, llamado pcpsinógeno. Tiene un 

peso molecular de 35,ClílO, es de una sola cadena polipeptídica y es una endopeptidasa. 
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La rcnina es una cnlim.i que se encuentra en el cuarto estómago de la ternera y 

que posee propiedades similares a las de la pepsina. 

Se compone de una sola cadena polipeptídica con peso molecular de 40,000 y punto 

isocléctrico de 45. 

El proceso digesti\'o, iniciado por la pepsina en el estómago, continúa en el 

duodeno, gracias a la.s enzimas pancreáticas: La tripsina y la quimotripsina 

presentándose en el jugo gá.strko como zimógcnos A y B. 

La 11/f11-4uimotripsina es una cndopeptida.sa y cataliza la hidrólisis de ésteres, 

amidas, hidro.amatos y otros acil-deri\'ados, pero "1 actividad es máxima cuando la 

función carhoxilo del enlace peptídico procede de un aminoácido aromático. 

La tripsina es semejante a la quimotripsina por: 

a) El lugar de origen 

b) La velocidad de síntesis 

e) La acti\'idad cndopeptidasa 

d) El peso molecular 

e) El punto isocléctrico 

O La composición en aminoácidos 

g) La naturaleza del proceso catalítico 

Lacarboxipeptídasa es una exopeptidasa del jugo pancreático (siendo en realidad 

una familia de enzimas), degrada los polipéptidos en orden comenzando por el 
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C-terminal. En la digestión duodenal intervienen las carboxipcptidasa Ay B. teniendo 

la primera la máxima actividad catAlítica frente a los radicales aromáticos C-tcrminales 

y la segunda es específica para los radicales básicos C-terminales. 

La carboxipcptidasa A tiene un peso molecular de 34,000, contiene zinc en 

proporci6n de un átomo por molécula de proteína y se le une mediante una función 

sulfuidrilo específica. 

La leucinaminopeptidasa, se encuentra en la mucosa intestinal y en otros tejidos. 

Es una exopeptida~a que degrada progresivamente las cadenas polipcptfdicas por el 

NHi-terminal. El enzima de rilión de cerdo ha sido muy purificada; pero no 

cristalizada. Los ióncs magnesio o manganeso la activan, posee actividad esterasa y 

pcptidasac hidroliza una gran variedad de sustratos. La actividad máxima se presente 

en el grupo NHi-terminal de la leucina. 

La mucosa intestinal contiene, además de aminopeptidasas y de 

carboxipeptida•as, otras muchas peptidasas.Un gran número de estas enzimas son 

específicas frente a la longitud de la cadena del sustrato, en especial las dipeptidasas 

y tripcptidasas. 

b) Enzimas proteolítlras de los tejidos animales 
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En los riñrmes. en el b;uo. en el hígado y en el tejido pulmonar entre otros, se 

localiza intracclularmcntc un grupo de enzimas pro1coliticas, como son las catepsinas 

que son cndopcp1idasas. No han sido aisladas lo suficientemente puras para 

in,·cstigarlas. 

e) Protelnasas vegetales 

La Papaína es una enzima pro1colftica del fruto de la Carica papaya, una planta 

tropical, encontrándose muy com.:cntrada en el latex. Consta de una sola cadena 

polipeptídica.cuyasccuenciadeaminoácidosseconocc,supesomolecularcsde21,000, 

ysu punto isocléctrico de X.75 y no e' demasiado específica. Puede hidrolizar péptidos, 

amidas ésteres y tioéstcres. 

La ficina. procede de las plantas de la familia de la higuera, es una endopcptidasa 

con un peso molecular de 26,000. E.~ una sulfhidrilenzima y su máxima actividad se 

presenta frente a sustratos derirndos de la L-arginina. 

Otras enzimas proteolí1icas de origen vegetal son la bromelina de la piña, la 

quimopapaína del latex de la papaya y la asclcpaína de las raíces de las euforbiáceas. 

d) Protelnasas harlerlanas 

A partir de las bacterias se han aislado muchos enzimas proteolíticos, los cuales 

son exo y endopcptidasas y se caracterizan por baja especificidad, 
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Como ejemplo tenemos a la S11btilil"i11a BP!'." de la cepa N' de Bacillus subtilis, la 

proteasa B. mcse111t!ric11r. la protcasa B. subtilil'. la proteasa cstreptococica y la proteasa 

pseudomonadal. 

e) Protelnasas fungales 

Debido a las íluctuacioncs de precio y a la relativa escasez de las proteasas 

animales, se han buscado sustitutos de origen microbiano. Las proteasas producidas 

por los hongos Mucur 111ic11d, Mucor p11si//11s y Endothia parasílica, han sido estudiadas 

para sustituir a la renina de origen animal en la producción de lácteos, mientras que 

la enzima fungal de Aspergi/1111· oryzac es usada en la industria de la panificación para 

reducir a la proteína en polipéptidos y aumentar la extensibilidad y viscosidad de la 

masa (López-M1111g11fa, 1987). 

3.6 CROMATOGRAFIA 

En la cromatograíla, una mezcla de sustancias que van a ser separadas se aplica 

en solución a un medio de soporte. Este puede ser papel (cromatografía en papel), 

una capa de sílice (cromatografía de capa delgada) o una columna rellena con resina 

adsorbente o de intercambio iónico (cromatografía de columna). Se deja correr por 

el medio de sostén un solvente revelador y dicho solvente lava junto con él la mezcla 

de las sustancias aplicadas previamente. Las diferentes moléculas de la mezcla son 

arr.istradas por el lavado a distintas \'elocidades, con lo cual resulta su separación 

(Abbol y Andrews, 1965). 
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El grado de scraraci<ín depende de cuatro fuerzas que influyen 

independientemente una de otra. y son: 

l. velocidad de flujo del solvente 

2. solubilidad de las sustancias en el solvente 

3. efectos de fraccionamiento 

4. efectos de adsorción 

El flujo del solvente es igual para todas las sustancias que componen la mezcla. 

Si todas las sustancias fueran totalmente solubles, no habría separación; pero es poco 

probable que sean Je la misma solubilidad en un mismo solvente. Si la sustancia es 

muy soluhle, tenderá a movilizarse más rápido que otra sustancia poco soluble. Así la 

comhinación de la solubilidad es un factor de importancia 

Cuando se usan dos "11ventes, una sustancia se distribuirA entre los dos solventes 

en relación a su soluhilidad en cada uno. El fenómeno se presenta cuando se usan dos 

o más solventes que no sc mezclan y las diferentes sustancias que componen la mezcla 

a separar se distribuyen entre los solventes en relación a su solubilidad en cada uno. 

Esto es muy común en la cromatografía en papel, en capa delgada o en columna. 

El fenómeno de adsorción ocurre cuando hay una concentración más alta en la 

superficie de un sólido que en la superfü.:ie y no de penetración como en el caso de la 

absorción. 
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Hay cuatro tipos principales de procedimientos cromatográficos (tabla 10), 

aunque en muchos ca'os no es posible distinguir entre dos o más de los principios en 

un método cromatográfico en particular. Por ejemplo, la cromatografía en capa 

delgada puede in\'olucrar los fenómenos de adsorción y de fragmentación (D. l 

Edwards, 1975). 

TABLA lO 

GUIA DE LOS PRJNCIPIOS QUE ACTUAN EN LOS DISTINTOS METODOS 

CROMATOGRAFICOS 

(D. l. Edwards, 1975). 

PRINCIPIO CROMATOGRAFIA 

fraccionamicu10 en papel 
de capa delgada 
con gas 
de columna 

adsorción de ca¡,a delgada 
de ca umna 

inlcrcambia iónico de capa delgada 
con papel especial 
de columna 

fillración en gel de columna 

de afinidad de columna 

Por lo anterior se puede decir que una técnica es una cromatografia si es un 

método físico-químico de separación en el cual hay una fase estacionaria y una móvil. 

La tabla l l muestra los diferentes métodos cromatográficos con los requisitos que se 

cumplen para ser técnicas cromatográficas. 
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Para que un problema sea resucito eficientemente, hay que estudiar todas las 

técnicas cromatográficas y usar cuando sea necesario una combinación de ellas y no 

sólo una. 

TABLA 11 

REQUISITOS DE 1.AS TECNICAS PARA DENOMINARSE 

CROMATOGRAFICAS 

(D./. Edwards, 1975). 

PROCEOIMIF.NTO •·ASE•.UA FASE FASEMOVIL 
ESTACIONAlllA 

en papel papel liquido lfquido 
un cal.a delgada nd~orbcntc líquido líquido 
11.P. C. cmp:1quc líquido líquido 
f,'L'·liyuiúo líduido líquido gas 
11lrnc1ón en gel a ~orbcntc solido líquido 

adsorción sólido líquido 
afinidad sólido lía u ido 

J.6.1 Cromatografía de filtración en gel 

Esta técnica de separación consiste en hacer pasar una muestra a través de una 

columna empacada con gel cuyo grado de entrecruzamiento define el tamaño de las 

moléculas que lo pueden penetrar. El espacio entre las partículas está ocupado por un 

líquido que se hace Ouir a través del medio cromatográfico (Fischer, 1975). 

Las sustancias que se van a separar son acarreadas por el Oujo del líquido. La fase 

estacionaria retarda el progreso de las sustancias a través del medio, de esta forma, las 

moléculas demasiado grandes para penetrarlo, cluycn en primer lugar en el volumen 
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vacío (Vo ), mientras que las demás moléculas lo hacen en orden decreciente de peso 

molecular, ya que el medio cromatográfico consiste en un gel sin cargas. La 

determinación del peso mole.:ular se efcctíta mediante la cromatografía <le filtración 

en gel. 

3.6.1.l l'arámetros usados para caracterizar al lecho cromatográlico, 

Para describir un experimento y evaluar los resultados, es necesario seleccionar 

los parámetros importantes, para poder describir el desarrollo del mismo (Fischer, 

1975). 

En los experimentos cromatográficos, la geometría del medio y la velocidad del 

ílujo son las dos variables más importantes. que determinarán los resultados. 

El significado de los términos altura del lecho y diámetro del mismo es lo 

suficientemente claro y no requiere mucha explicación. 

El volumen del lecho cromatográfico (VI) o volumen total del medio, se calcula 

a partir de la longitud y diámetro del lecho con la fórmula del cilindro. 

El volumen de \'adado (Vo) también llamado volumen del retardo o de espacio 

muerto, es el volumen del líquido del espacio intersticial entre los granos de lecho, 

puede determinarse mediante la cromatografía de una sustancia que no sea retardada 

por el material del mismo y la medición de su volumen de elución. 
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El volumen del gel en el lecho (\'x) se obtiene por diferencia entre el volumen 

tmal del mismo lecho y el volumen del vaciado. 

\'x = Vt • Vo 

El volumen im<:rno es el volumen parcial del líquido en la fase del gel {VI) y se 

calcula por diferencia del volumen parcial de la matriz del gel del volumen del gel con 

la fórmula: 

Vi= Vx-MgVg 

donde: 

Mg = peso de la matrii del gel en el lecho. 

Vg = volumen especifico parcial de la matriz del gel. 

También se puede obtener directamente si se conoce el agua recuperada del gel 

(Ar) con la fórmula: 

VI= MgAr 

3.6.J.2 Parámetros usados pa::-a caracterizar el Oujo 

La velocidad del ílujo a través del medio cromatográfico, normalmente se mide 

en cm3/min 6 cm.l11oras (Fiw:lrer, 1975). 
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Cuando se comparan experimentos que se realizaron en las columnas de difcreme 

diámetro, se dehe calcular la velocidad de ílujo por unidad de la sección tranS\·ersal 

del lecho cromatográfico, lo que resulta en la ,·eloeidad de ílujo en cmtmin Íl cm/hora. 

3.6.1.J Parámetros usados para caracterizar el comportamiento del soluto 

El volumen de elución de una sustancia es el volumen de eluyente que se requiere 

en promedio para transportar las moléculas de la sustancia a través de la columna. Un 

detector de ultravioleta por ejemplo, registra a la salida de la columna la clución de 

proteínas en forma de picos en las diversas fracciones colectadas (Fischer, 1975). 

Considerando que los picos de elución no son siempre simétricos, se evalúa el 

volumen de elución dependiendo del tipo de pico. Así se tienen tres formas: 

a) El volumen de eluyente que ha pasado la columna entre la aplicación de la 

muestra y la elución de la concentración máxima de sustancia, si la curva de 

eluci<in es simétrica. 

h) Es el volumen eluido desde que se aplica la muestra hasta el punto de 

iníleAión o la mitad de la altura del frente de la curva de elución, si ésta 

alcanza una meseta. 

e) El volumen de clución se mide desde el punto donde la mitad del volumen 

de la mues1ra ha sido aplicado hasta que el máximo de la curva de clución 

ha sido obtenido. 
~ 
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El rnlumen relatirn de cluci6n (\'eNo) no requiere explicación. 

La constallle de retención (R) es el inverso de (VeNo), se relaciona con las 

velocidades relativas de migraciéin que caracterizan el comportamiento cromatográfico 

de las sustancias. Otro p•rámetro sin nombre que lo distinga es (VeNt). 

El coeficiente de partici6n (K) correlaciona el comportamiento de elución de 

una sustancia y su coeficiente de partición entre la fase estacionaria y la fase móvil. 

Si se supone que el gel completo es la fase estacionaria se aplica: 

Kprom. = (Ve· Vo)Nx 

Si s6lo se considera al líquido embebido en el gel como la ra~e estacionaria, se 

aplica: 

Kj (Ve • Vo)Ni 

3.6.1.4 Parámetros para caracterb.ar los geles 

Los parámetros usados para caracterizar los geles, son aquellos que están 

relacionados cou las propiedades cromatográficas de éstos. Para ello se hace uso de la 

relación entre el peso molecular y (Kprom.) de las proteínas globulares. Estos se 

grafican en una escala logarhmica en donde el peso molecular está en la allcisa y 

(Kprom.) en la ordenada (FiKher, 1975). 
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Debajo de cieno peso molc"1lar. la c111Ya es casi horizontal, en esta zona, todas 

las sustancias se e luyen juntas en el rnlumen mue no, teniendo que: 

Ve = Yo y Kprom. = O 

El límite de cxclusiiín del gel por consiguiente es el punto donde la ~'lm·a llega a 

Kprom. =O. 

El agua recuperada es el volumen de agua embebida en un gramo de gel seco al 

hincharse, sin incluir el líquido que se encuentra en los intersticios entre los granos. 

3.6.1.S Determinación de pesos moleculares 

Para calcular el peso molecular de una sustancia, es necesario asegurar que su 

pa~o a través de la columna se lleva a cabo sin restricciones excepto las debidas a su 

tamaño (Fisd1er, 1975). 

Esta condición se evalúa mediante el cálculo de la variable (Kav) que representa 

la fracción del volumen del gel estacionario que está disponible para la difusión de un 

soluto dado. 

El cálculo de Kav se realiza con la ecuación: 

Ka•· = (VE • VoJ/(VI • VoJ 
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Graficando el log.uitmo de los pesos moleculares en las abcisas con los \'alares 

de (Kav) obtenidos al cn,ayM' una muestra conocida, en las ordenadas, se obtiene la 

ecuación de una recta con la que se puede calcular el peso molecular de un muestra 

desconocida mediante la interpolacicín de sus valores experimentales de (Kav). 

Si el valor de (Ka») es mayor de 0.75, está ocurriendo algún tipo de adsorción y 

si es menor de O, significa que ha ocurrido un acanalamiento en el gel y es necesario 

reempacar la columna. 

J.6.2 Cromatoerafía en ropa deleada, 

El comportamiento cromatográfico depende tanto del adsorhente como del 

medio de elución, Dentro de ciertos límites, se puede predecir que adsorben te y medios 

de elución son apropiados para la cromatografía de alguna sustancia determinada 

(Nu1iu, 1977). 

Los pasi>' fundamentales de la técnica sim: 

l. preparación Lle las placas 

2. aplicación de la muestra 

3. desarrollo de la croma1ngrafía 

4. »isualizacicín 

5. identificación cualitativa ( medicicín de los valores de Rf con estándares) 
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6. evaluación cuantitath a (opcional) 

a) medidón dire'1a sobre placa 

h) medición por cluciiin 

3.6.2.1 Preparación de las piaras. 

Se utilizan placas de 20 x 20 ó de 10 x 20 ó de 5 x 10 cm, con un espesor de 4 mm. 

Existen placas preparadas en el comercio con cualquiera de los adsorbentes que se 

ocupan, siendo los principales (f\.111io, 1977): 

silicagel 

alúmina 

kieselguhr 

celulosa 

Se utilizan dependiendo de sus características como son: 

• caracter neutro. básico o ácido 

• capacidad de adsorci6n 

- tipo de cromatografía: adsorci6n o partición 

• naturaleza de la muestra 

3.6.2.2 Aplkadón de la muestra. 

La aplicaci(1n debe realizarse con cuidado, mediante una pipeta capilar o jeringa 

llamilton, tocando suavemente la superficie de la placa mientras la solución gotea 

sobre ella sin dañar la capa de adsorbcnte, de lo contrario pueden producirse manchas 

distorsionadas y con valores cercanos de Rf si no se separan (Nuño, 1977). 
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Los factore' que deben rnn,iderarsc en la aplicación de las muestras son: 

l. selección del 'oh ente de la muestra 

2. cantidades a ser apli<:ada• 

J. mecanismos de aplicadún 

La selección del soll'ente no es de gran importancia, sin embargo debe 

considerarse que si el >"lll'cnte es fuertemente adsorbido por el adsorbente, pueden 

observarse irregularidade' cuando la fase mól'il pasa por las manchas, 

distorsionándolas, pero también puede tener ventaja en cuanto a que impide que la 

mancha se difunda al ser aplicada. El soll'ente debe ser removido tanto como sea 

posihle. La cantidad de la muestra deberá ser lo suficientemente grande para ser 

l'isualizada de manera efectiva y mostrar trazas de impurezas, y lo suficientemente 

pequeña para dar manchas discretas con un mínimo de coleado. 

Las muestras se colocan a 2 cm del final de la placa con separación entre sí de 1 

cm y con un diámetro de 11.5 cm. E\isten en el mercado la plantilla con su guía de 

aplicación que lo facilita. 

J.6.2.J Desarrollo de la rromatografia. 

En el proceso de desarrollo, el soll'ente pasa a través de la capa delgada de 

adsorhcnte para producir una adecuada separación de los componentes de la mezcla 

a analizar (Niuiv, ICJ77). 
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Es conveniente elegir el <e>lvcntc o mezcla de solventes más idóneo. para lo cual 

ya existen tablas que lo< reportan en grnpos de compuestos. 

Uno de los procesos de desarrollo consiste en colocar la placa en una cámara de 

desarrollo que eontengd 11.5 cm de altura del solvente y que previamente fue saturada 

del vapor del mismo. Debe dejarse que el frente formado sea de 10 a 15 cm para que 

halla buena separación. 

J.6.2.4 Vlsualizadón. 

Después de que se desarrolló el cromatograma, la placa se seca y se procede a la 

visualización de las sustancias incoloras con un agente cromógeno; otros métodos 

utilizados son: 

-físicos -radioactividad -transparencia 

-químicos -biológicos -enzimáticos 

Existen reportes en la literatura sobre los visualizadores para cada tipo de 

compuestos (N111io, 1977). 

J.6.2.S ldentiliradón rualilativa. 

El término "Rr signiíica literalmente "relación de frentes" y se usa para expresar 

la distancia relati,·a a que se ha desplazado una sustancia. Es una medida física y es 

característica de un compuesto en determinadas condiciones de solventes y técnicas 
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u5adas (Nwio, 1977). 

Rf = Xc/Xs 

donde: 

Xc = distancia que riajé> el compuesto desde el origen 

Xs = distancia que riajé> el solrente desde el origen 

Por lo que el valor de Rr es menor de 1 y también puede expresarse en valores de 

porcentaje. 

Para identificar los ..:ompuestos en una mezcla, se corren estándares de 

compuestos puros en ..:ondiciones idénticas a la mezcla. Con ello se asume que un 

compuesto de la mezcla que tiene un l'alor de Rf semejante al valor de Rf de un 

compuesto puro, es ese mismo compuesto. 

El "alor de Rr depende de las siguiente "ariables: 

- naturaleza de desarrollo. 

- sistema de desarrollo. 

- naturaleza y canLitfad de la muestra aplicada 

- saturación de la c;'1mara. 

·sistemas de desarrollo mulLicomponemcs. 

- temperatura. 

Las coleada.' dependen de : 
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- la presencia de especies iónicas. 

- la sobrecarga úc muestra. 
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40BJETIVOS 
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Considerando 4ue Ja finalidad del presente proyecto es el desarrollar un proceso 

para obtener un producto para ser suministrado a niños que padecen fenilcctonuria. 

resulta extenso y requiere de ser realitado por etapas. Entre ellas se distinguen: 

l. Elegir la materia prima proteica, en base a Jos siguientes factores, tales como 

la calidad nutricional. el costo, Ja disponibilidad, el porcentaje de proteína 

y Ja solubilidad de Ja misma. 

2. Elegir Ja enzima adecuada para hidroliLar Ja proteína. La selección de la 

enzima dchc efectuarse teniendo como criterio Ja liberación de fenilalanina 

como aminoácido libre. 

3. Determinar la forma y las condiciones de separación de la fcnilalanina a 

partir del hidrolizado de proteína con el fin de eliminar este aminoácido. 

4. Caracterizar el producto final en cuanto a: 

a) cuantiíicaci<'>n de aminoácidos libres y de Ja proteína hidrofüada 

b) determinacicín del peso molecular de los péptidos obtenidos por Ja 

hidrólisis de proteínas. 

S. Analizar la e\etllual posibilidad de utilizar la hidrólisis ácida en Jugar de Ja 

hidrólisis enzimática para proteinas. considerando que el costo del producto 

obtenido por hidrólisis enzimática pudiera ser mayor que el costo de un 

producto ya comercializado. 
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S PARTE EXPERIMENTAL 

73 



5.1 REACTIVOS, EQUIPOS E 1:-.ISTIW~lE'l'fOS 

Los reacti\'os usados fueron grado analí1 ico o cromatografía en el caso de prncbas 

de laboratorio y grado .ilime111ido en el caso de pruebas a nivel planta piloto. La tabla 

12 menciona los principales rcactinis y materias primas, en la tabla 13 se enlistan los 

principales instrumcnro') en la tahla J.j los equipos utilizados en el desarrollo del 

proyecto. 

TABLA 12 

LISTA DE LOS REACfJVOS USADOS EN EL PROYECTO 

MATERlo\L 

L-aminoácidos 
péplidos 

carbón nclivado DGRNX30 
cnzim:L": 
-Pronru.a (grado 11) 
-Amano2A 
-Papaína 
-llT-pro1colilic 2m 
leche dcscrcm:ufo en polro 
cru.cim1lo de sodio 

sólido~ de m:1iz i11Llu!'<lri:1li/:1dos 
grnsa lmHrica (lJQ,Qr:; puro) 
grasa vegcla) (acci1c .\!AZULA) 
1 .. -aminoácidus (grmJ,, :1li111cnlos) 
lecilina 
nte1.cla de vi1:11ni11;" VIT ALAC 
flliroayuda {lipo ~ 1117) 
moJtoc!\lcarnlo e.le glh.:crilo 
sales minerales (gr:idu USl'l 

FUENTE 
Mcrck 
JCN Nu1ri1ional Biochcmicals Sigma 
Chem. Ca. 
Clarificanles Mexicanos S.A. de C.V. 

Calbiochem. 
Amano !ni. Enzyme Ca. lnc. 
l!evi. S.A. 
ENMEX. S.A. de C.V. 
(Produclo Francés) LICONSA 
Arnncia, S.A. de C.V. 
Complcmcnros Ali1ncn1icios 1 S.A. 
Arancia S.A. de C. V. 
Productc1 Ncozdaudc.!t 
J>roduclos de MafL, S.A. 
Aji110111010, U .S.A. 
Central Soya. Chenturgy Div. 
L.1horntonos Roche 
Decalite Mcxicona, S.A 
Farnrncia Cosmopolita S.A. de C. V. 
Famrncia Crn;mooolita S.A. de C. V. 

•no incluye rcacliros utili1.:1drn. cu la c:1ntclcri1.ación cromalogrMica de los hiúroliz;:idos. 
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TABLA 13 

J"ISTRU.\IE"ITOS UTJLIZAllOS E"I EL DESARROLLO DEL PROYECTO 

equipo Je cruniat1•gr:1fí:1 J f PI .C WATERS, MOD. 740 
de1cc1or de nu,mu11crrí:1 WA TERS. mod. 420 
espec1roío1ón1cln• SIU~fADZU, mod. UV-120·02 
1crmoh:1líuv . .i OllAUS 
equipo Kjcl<l:ihl l.J\flCONCO 
Daño conlrof 1c111pcr.11ur;1 llMKE mo<l. E52 
medidor de pi 1 flECKMAM mod. 3500 

• no incluye los i1t,lrun1c111c1' u1ili/.:11Jos cnl:1 c:1r.1c1cri.mción cromato~r::ífica de los hidrolizados. 

TABLA J.¡ 

EQUIPOS UTILIZAIJOS EN EL DESARROLLO DEL PROYECTO 

EQl'ff'O 

c_<{Uipo de rcacciiJn l:IV.i111:l1ic:1: 
·bmílow \500 mi) 
-conlrof <e pll 
-1.h fcrn1cnlalio11(D1) 

incull;1dor:L1r;: 
-Cn\.·iro111c11t:1I i111:ul1;11c1r 
·CSIUfa tk i111,.:uh:1dt111 

cMuía.'i.: 
-estufo de \':tdo 
-estufo de c:ifcntamic11lo 
·mufla 

ccnlrffug:L''. 
-20000 rpm (l;il>.) 
-2100 rpm (pl:nn;i pil11111) 

hnmogcni1ador;1~ 

FUEl'ffE 

Nc'W Drumwick Sci. mod. C30 
Ncw flrurL\wick Sci. mod. PH22 y 40 
Lh mod. 20!KI S-l 

Ncw flrun;wick Sci. mod. G-24 
RIOSA mod. EC 

Nalional Applianccs Co. mod. 5831 
MAPSA mod. MDP-645 
l.IDDUG mod. 51848 

DA~fQN;fEC Div. mod. IEC-HT 
,\fcxic,na maquirrnria mod. 505-SPQ 

WARRICK Dlcn<lcr 
SILVERSON 

NIRüATOMIZER 

• no incluye el equipo ulili/.:u..lo cu l:i 1.':1rnc1cri1.::1ci6n cromalogr:Hico1 <le los hidroliz.idos. 
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5.2 Mh'TODOS GE:'llEl<ALES 

J. Jlett"rminarión de aminoácidos v péptidos ron Ninhidrina: para la 

determinación de ami11o;kiuos y péptidos. Se siguió la técnica Je Moorc y Stein, 

descrita por Snelly Sndl ( N5ó). 

2.Predpltadón de proteína ron ácido trirloroarétlro CTCA!: Se siguió Ja técnica 

descrita por Greenber¡;y Shipe ( 1979). 

3. Método de Folin: para la determinación de tirosina, se siguió la técnica descrita 

por Foli11y Ciocalteu (1927). 

4. llidrólisls árida de proteína: en ampolletas de \'idrio se colocan 1.5 mi de una 

solución de proteína al 10';¡ en agua y se agregan 2 mi de llCI 6N. Se hace un 

desplazamiento del o.\ígeno con nitrógeno durante 20 o 30 segundos. Se hace vacío a 

la ampolleta por 5 o 10 minutos. Se cierra la ampolleta a Ja flama, manteniendo el 

vacío. Se coloca la ampolleta en el horno a 110 ºC durante 24 horas. Posteriormente 

se abre la ampolleta y se fillr.1 la 'ºlución para retirar el material carbonizado (López, 

1989). 

S. Análisis hronmtológiro v mirrohiológiro: Las determinaciones de proteína y 

humedad se efectuaron de acuerdo a las técnicas del AOAC (1975), mientras que la 

determinación de contaminaci<in microbiológica se cuantificó por medio de la técnica 

cuenta en placa, utililando el medio de agar bacteriolcígico (20 g~) con extracto de 
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malrn (15 g1). E<ta pruch.t '" rcaliL.l por quinwplicado. El tipo de microorganismos 

se determinaron í111krlme111e por obscrrnción al microscopio, mediante la técnica de 

tinción de Gram (AO,fC 1975). 

6. llidr61i•i• tnzimátira d• l•rht: En un matraz erlenmeyer de 125 mi se ponen 

50 mi de agua y se agregrln ~ . .1.1 g. de leche (.15rtf de proteína) para tener una solución 

al 5'k (PN) de proleina. U1rn \el rlka1uada la 1cmpcratura de trabajo se agrega la o 

}as enzimas. Se prohiiron la"i ..,,iguicntcs ccJmhinacioncs <le enzimas: Amano 2A·Pronasa 

(AA·l'O). llT Pro1coli1ic-Pa1Mina-Pronasa ((IT-l'A·l'O), llT Proteolitic-Pronasa 

CllT·l'O) y Pronas,¡ (l'OJ. 

lit colima Prona\a. tJc11omi11 ... uJa t.:om(i11mc111cPromue, es una mct:cla de enzimas 

cndo y C.\npro1colítíc;p. que i.;c oh tienen <le S11cptvmyces griscus. Esta mezcla tiene la 

característica de tener muy poc• e'pccificidadcn su accicín sobre los enlaces peptídicos, 

eslll es, muy pocos enl.•<·es pcp1 ídicos son tntalmcn1c resistentes a la hidrcílisis cuando 

las condiciones""' cíplimas ( IJ11d11í, N88), (Mm1111il del f11brica111c, J988a). 

La enzima Amano 2A es una mezcla de e1uimas proteolíticas ob1enidas de 

A1pcr¡;il/11wryzac. su 1H>mhrc se Jebe a la empresa que la fabrica: Amano In!. Enzyme 

Co. lnc. (Mr1111111/ ddf11/J1irn111<", llJ8,~h). 

L1 enzima IIT·l'roteolilir 200 es olHenida de la fermentación con1rolada de 

!Jarillus 111btili1; se carac1criL,t por hidrolilar enlaces peptídicos internos de las 

prolcínas y como no prc,cn1a 1111" rllla espccificidau por el suslralo en panicular, es 

c;ipaL de producir pc¡llldos de hajo pe"' molecular (Mmuwl delfabricwue, /988c). 
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La enzima Papaína c'obtcniJa del fruto Je laCarirn p<1pay11. cncontrándo'e muy 

concentrada c11 el late,. Su c'pccifkidad se limita a enlaces pcptídicos que contenga 

los aminoácidos Arginina. Lisina. Glicina y Citrnlina (/lf,1111111/ ddf11brim111e, 1988d). 

La secuencia de rc.icciún para cada hidrolizado se muestra en la tabla 15, los 

cuales se realizaron por duplicado. 

TAllL\ 15 

PROCESOS SEGlllllOS E'< LA lllllROLISIS ESZl:\<IATICA DE LECllE (5%P/V) 

HIDRO· 
LIZADO 

'.?. 

3 

4 

ETAl'AI ETAl'A ll ETAPA lll 

(llT + PI\). (ES= ~y <lc>:ictivaciún 1érmica de (l'O). (ES= 0.15%) 

1 %). (1 = ~ hr). (T = enlim:a. 10 min a ebullición. (1 = ~4 hr). (pll 
5Cl"C). pi 1 <le la /\ju>lc <le pila 7.4 con NaOll 7.4), (T = 5Cl"C) 

solución. 4~1 

(/\/\).(ES= \ '.t, ). (1 = ii;ual al anterior igual ni :interior 

5 hr).(T = Sll"C). pi 1 <le 

la MJ!ucii"m. 

(HT).(E S = l'f). (1 = igual al anterior igual al anterior 
5 hr). (T = so~q. pi 1 <le 

la !-Olm:it'm. 

aju>le <le pi 1 a 7.4 igual al anterior 

•AA= Am:mn:!A. llT = llTProlcnlilil.'.. PA = Pap:1ína. PO= PromL .. a. 

Con la finalidad de evitar c1mtaminación microbiana, se tomaron medidas de 

prevención comCl son: Dc,pués de adicionar la primera enzima. se agrega benzoato de 
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ESTA TESIS 
$AUi DE lA 

na CEBE 
BIBLIOífGA 

~======================================~ 

">dio al O.J'i; (P'P) rnmo con'cí\ador. el material y el agua utilizados se esterilizan 

prc\"iamcntccn tltllochnc 15minulO">a15 psigy.porúltimo,laadición de leche, enzimas 

y bcnzoato de sodio y i."t toml'l Lle muc•aras se realiza en condiciones de asepsia. 

Los matraces son t.ipa<los con tapones <le gasa y cubiertos con papel aluminio, 

luego se colocan en incuba<lorrl' con agitación de 11111 rpm y temperatura controlada. 

Al terminar la reacciún. se toma 1 mi del hidrolizado y se agrega una mezcla de 

5 mi de "TCA" al 50f crnl 2 mi <le agua. Se agita y después de 30 minutos se filtra en 

papel Watman No 5 (> .J2. Al sohrenadante se le analiza su contenido de aminoácidos 

por llPLC. 

7. llidrólisis en7.intálir11 de raseinato de sodio: En un frasco cilíndrico de 500 mi, 

se agregan 2511 mi de agua destilada. Se <lisueh·en 25 g de cascinato para dar una 

solución al !O'Jr. ( P'V). Se estabiliza la temperatura a 50 ºC y se adicionan la o las 

enzimas y se pone en agi1;1ci1'>11 a 11111 rpm. Se probaron las siguientes combinaciones 

de cnLimas: 

l. Con cndo y c•opep1idasas: Amano 2A·Pronasa (AA-PO) y HT 

pro1eoli1ic-Amano 2A-Pronasa (111'·AA·l'0) (tal>la 16). 

2. Con endopcptidasas: 1 IT protenlitk (llT). l ITproteolitil:·Amano 2A (llT·AA) 

y Amano 2A-Pap;1ina (AA·l'AJ (tahla 17). 
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TABLA 16 

PROCESOS HE REACCI0:-1 E~ZIMATICA llE CASEl!llATO (S = 10%) 

HIORO· 

1.IZAOO 

ETAPA! ETAPA 11 ETAPAIU 

(M), (E,S = úc,actil':tcitin {PO). (EtS = 
1%), (t = 5 hr). térmirn úc 1%), (1 = IQ 

{T = S!Y-C), pi 1 c1vi111a. 10 min hr). (T 
de la >0lución. a chullición. SWC), pi l de la 

~<•lul.'ión. 

ETAPA IV ETAPA V 

6 (l!T), (E,S = úc>aclil'acir\n (AA). (ES = dcsactivaciún (PA). (E:S = 
2%), {t = J hr). térmica de l~<).(I = 4 hr), térmica de 0.01%), {I = 5 
(T = SO"C), pi 1 cn,ima. 10 111i11 (T = 50'C). pl-1 en¿ima, 10 min hr), (T 

de la soluciún. a ebullición. de la solución. a ebullición. SO'C), pi 1 de la 

solución. 

7 (HT), (E•S = dc,acth·ación (AA). (EIS = dc;activación (PA), (E1S 

2% ), {I = J hr). térmiea de 1 %), (1 = 4 hr), térmica de O.O!%), (t = 24 

(T = SO'C), pi! c1L<inrn, 10 min (T = SO'C),pll enzima, JO min hr), (T 

de la ><lluci<in. a chullición. úc la "'lución. a ebullición. 60'C), pH de la 

solución. 

• AA = Amano 2A. l IT = l IT l'rotcolitic. I' A = l':tpaína, PO = Pronasa. 

8. llidrólisís árida de rasoinato de sodio: Se eligió como materia prima proteica 

a la ca.'cína con una com:cntradcín del lfl% en llCI 6N con un tiempo máximo de 7 

hora.~ de hidrólisis. Esta se efectuó a rcílujo en un equipo de destilación con dos 

refrigerantes de rosario y un matra..: de dos hocas, una para el refrigerante, otra para 

la toma de muestra.~. El calcnrnmicnto se realizó con aceite "Brio-40" y una parrilla 

"Variad'. 
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TAllL.\ 17 

PROCESOS DE REACC!O'I E'IZl\iATICA DE CASEINATO (S = 10%) 

HIDRO· 
LIZADO 

ETAPA! 

8 (llT). (ES= 2'l). (1 = 

3 hr). (T = 51rc¡. pi 1 de 

la ~oludc"111. 

ETAPA JI ETAPA lll 

9 (llT).(ES = 2'J).(1 = dc,ac1ivació11 1érmica de (AA),(E!S = 1%),(t 
Jhr).(T = 5WC).plldc c1ui111a, I0111i11 a ebullición. = hr),(T=50"C),pH 

In soluL'ilin. 

10 (AA+l'A).(ES= IY 

2%). (t = 21 hr). (T = 
50"C). pi 1 de Ja 
M1!ul'ir'111. 

de la solución. 

•AA= Am:mo :!A. l IT = l IT Pro1coli1k, PA = P<1paína, PO= Pronac;a, 

La toma de muestras 'º rcaliLú cada hora para llevar un control. Estas fueron 

neutralizadas con igual c;ut1idau de Naül l íiN. 

9. Adsorción de írnilalanina de hidroli111dos enzimátkos de leche: Para estas 

pruebas se utiliLaron lus hidroliLados 1. 2, 3 y 4 de la tabla 15. A 20 mi del hidrolizado 

previamente desactil'a<.lo 11:rmicamcnte a ebullición por 10 minutos, se agrega la 

cantidad de carb6n activado cun un 25"1 de e~ccso para retirar el 100% del contenido 

de ícnilalanina. tirosi1M y triptnfanu. calculado como se indica más adelante (l,ópez 

/989). Se pone en agitaci<'111 a 1110 rpm por 40 minutos a una temperatura de 25 ºC. 
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Habiendo terminado el proceso de adsorción, se filtra o centrífuga y al 

sobrenadante se le analiza el contenido de aminoácidos. Si se quiere conocer el 

contenido de aminoácidos libres en solución, se obtiene precipitando con TCA, al 

sobrenadante se le analiza por 1-IPLC, si se requiere conocer el contenido total de 

aminoácidos, éste se obtiene realizando una hidrólisis ácida total al sobrenadante, el 

cual posteriormente es analizado por HPLC. 

Cálc11lo de carbón activado para el proceso de adsordó11: 

La leche descremada contiene -17.5 mg fen/g proteína, 48.8 mg Tir/g proteína y 

13.4 mg Trp/g proteína. 

Si se disuelven 8.33 gde leche descremada con un contenido del 35% de proteína, 

en 50 mi de agua, se obtiene después de una hidrólisis de 24 horas con Amano 

2A-Pronasa (AA-PO), un volumen final de 58 mi, el cual se deteminó 

experimentalmente en una secuencia• de tres determinaciones. 

Para el cálculo de la cantidad de carbón activado (CA) necesario para retirar 

tirosina y triptofano, se supone que el carbón adsorbe estos aminoácidos en la misma 

forma que lo hace con la fcnilalanina: 4J mg de aminoácido/g carbón activado (López 

1989). 

Así, para 20 mi del hidro!iiado se tiene para la fcnilalanina que: 

(8,33 g leche) (0.35 g prot.) (47.5 mg Fcn) (1 g CA) 
------------------------------------------------------------------X (20 mi) = 1.11 g (CA) 
(58 mi hidro!.) (1 g leche) (1 g prot.) (43 mg Fen) 
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Realitando ekálcu lo de igual forma se tiene que se requieren 1.14 g para tirosina 

y 0.31 g para triptofano. Si 'e 'u man las cantidades de carbón activado para retirar a 

los tres aminoácidos del hidro\irndo al 100%, se tiene que se requieren 2.56 g CA. Con 

un 25%, serán 3.K g CA. 

10. Adsorrión de fenilnlanina de hidro!ilados enzimáticos de caselnato de sodio: 

Para esta• pn1ehas se utililamn los hidro litados K, 9 y 10 de la tabla 17. A 50 mi del 

hidrolizado prc\'iamcnte de<activado térmicamente, se le agrega la cantidad de carbón 

necesaria para retirar ~5'if del contenido de fenilalanina, tirosina y triptofano en una 

prueba y en otra con un 5';f de c•ccso. Se ponen en agitación a 200 rpm por 40 minutos 

a una temperatura de 20 "C. 

Una ve' terminado el proceso, se filtra la solución. Al sobrenadante se le 

determina su contenido de aminoácidos lihres en solución ( método de TCA) o de 

aminoácidos totales (hidr<'1lisis ácida total) (l.ó¡1ez, 1989). 

11. l>tterminarión de aminoácidos pnr lll'LC: Los aminoácidos (a excepción de 

triptofano, prolina, asp.1ragina y arginina), fueron cuantificados por cromatografía en 

fase inversa. empicando una columna Clll con un gradiente de solventes 

acctonitrilo:agua, scg(rn lo dc,crito por Mc<.:111111111 y Robim ( 1962). 

A una muestra previamente neutralizada con NaOl I al 20% (P/P), se le agrega 

el estándar interno de lluorol'cnilalanina. Los aminoácidos son dcrivatitados con 
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ortoftaldehidoyctanotiol como reductor. Los ucrívadossc detectan por íluoromctría. 

La cantidad de cada amíno.kiJo se determina usando corridas patrón previamente 

c'·aluadas. 

Debido al alto costo de esle tipo de análisis. ,;e realizaron frecuentemente análisis 

parciales de los amino.kiúo" valina, metionina, isolcucina leucina y fenilalanina. 

Solamente re rcaliz.iha el análisis cnmplcto de aminoácidos en soluciones que se 

determinaba su importancia. 

12. Cromatografía d• liltración •n gel: Se montó una columna (LKB) de 0.8 cm 

de diámetro interior, emp.icada con gd "Scphadcx G-25" con un tamaño de partícula 

de 50-150 micras (Sigm;; Chemical Co.) con una altura de 57.49 cm dando un volumen 

de 115.57 cm3. El Scphadcx es útil cuando se trata de remover solutos de bajo peso 

molecular de las solucinnes proteicas. pnr su alto grado de entrecruzamiento siendo 

para proteínas globulares y péptidos de 1,000 a 5,000 de peso molecular (Scpltadcx, 

1977). 

El empaque de la columna se efcctu<'• después de hinchar el gel durante 24 hora.~ 

en el medio rcqueridn y dcsgasificado dura me r.o minutos con una bomba de vacío. 

La separación de Jos péptidos se cfcctu6 empicando un colector de fracciones 

(LKD 2211 Super Rae) con Jlujn regulado por una homba peristáltica (Colc-Palmcr) 

y se detectaron por cspw1rofo1ometría en un detector de ílujo continuo (LKB 2138 

Uvicord S), (Mamwl ddfi1bria11uc, J98ó). Se u1ilii<í una longitud de onda de 280 nm 

que es el míwmo de absorciún e.le proteínas, péptic.los y aminoácidos aromáticos. En 
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el caso del hidmfüaúo rnLim.í1i1:0 tic proteínas tratado con cJrbón activado, en el cual 

se han eliminado los aminoáddos ammáticos y por lo tanto no presenta absorción a 

280 nm. la detecdón se realitc'I llevando a 1:aho la reacción con ninhidrina, según la 

técnica de Moore y Stcin. º"'"ita por Sndl y Snell (1956), para lo cual se utilizó un 

espectrofotómetro (Perkin-Elmer). 

12.1 Selección del medio de elución 

Eaker y Pvrmh ( /Yúl). 'ugirieron que con un medio de piridina 1 M con cloruro 

de sodio 0.SM a un pi 1 ~.5. I<>' arnino<ícidos arnmáticos se forzarían a migrar en 

asociaci611 con los iones 'ºJin y la capacidad de adsorción del gel quedaria satisfecha 

por la molécula de piriúin;i, por lo 4ue se eligici este medio de elución. 

12.2 Celihración de la columna 

La calibración tlc l;1 columna se cfcctu6 inyectando muestras de diferente peso 

molecular como tripu1Lmo ( PM 204.2.1). tri-tirosina ( 489.57) y albúmina (PM 67,000), 

que representan a un amino.íddo, a on tripéptido y a una proteína respectil'amentc. 

Posteriormente se e<tlcula d valor de Kav para cada uno y se procede a graficar el 

logaritmo de los pesos molec11lares en las ahcisas con los valores de Kav en las 

ordenadas para obtener la ecuación de la recta que permitirá e\'aluar los pesos 

moleculares de los hidroliL.1tlos ;íciúos y los hidmlizados enzimáticos (Fisclicr, 1975). 

12-l llvaluaclón de los hidroli1.ados 
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Los siete hidrolizados ;íddos de caseína obtenidos fueron e\·aluados bajo las 

mismas condiciones de la c.1lihraciú11 de Ja rnlumna. Posteriormente mediamc el 

cromatograma obtenido se determina el rnlumen de e lución para poder ser evaluados 

cualitatil'a y cuantitatil'ameme. 

Para corroborar lo anterior, se uscí Ja cromatografía en capa delgada. 

JJ, Cromatogralia en rnpa delgada: Se realizó en placas de sílica gel (Merck).La 

aplicación de la muestra 'e rcalidi con una micrnjeringa Hamihon y después de varias 

pruebas, se eligió colocar 511 microlitros de muestra en tres dosis, esperando que se 

secara cada una a fin de 411e J.; mancha no fuera mayor de 0.5 cm de diámetro (N111io, 

1977). 

IJ,J Selecrlón del sohente de In muestra 

Se probaron dos sistemas de soll'ellles: 

1) cloroformo-acetona (<J:l) y 

2) etanol-agua (6J:.l7). 

La visualizacii>n se llel'ú a cabo con ninhidrina en aerosol, (Merck). 

IJ.2 Calibración de la placa 

La calibración de la placa se efectuó con muestras de diferente peso molecular: 

86 



-albúmina (PM <i7.111111) -glicilfcnilalanina (PM 222.26) 

-gramiddina (PM 1.141.-l'I) -triptofano (PM 204.23) 

-tri-tirosina (PM 50757) -fcnilalanina (PM 165.19) 

-alanilmctionina ( PM 2211 .. 111) -alanina (PM 89.09) 

13.3 Ernluarión de los hidroJi,ados 

Las muestras que prc"'L'ntaron un má.\imo tlc absorción en la cromatografía en 

columna fueron analilaua' por cromatografía en capa delgada bajo las mismas 

condiciones que Jo.,. c..,ti'\ntJan.·' que car,-u..:tcriLaron a la placa. 

Los rcsultauo' lucr<111 compuadns con lo resultados obtenidos con la 

c;rnmatografía en columna;, n11 de poder 1,;oncluir. 
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6 RESULTADOS Y DISCUSION 
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6.1 CRO~ATOGRAl'IA LIQUIDA IJEALTA PRESIO.'I 

A manera de ejemplo. en las ligurns 15 y 16 se puede observar un típico análisis 

parcial de aminoAddos y un análisis total de aminoácidos respectivamente. 

6.2 HIDROLIZAl>OS E.'IZl.\IATICOS llE LECHE 

El objetivo que ~e pcf' .. iguiú fue la !-.clccc.:idn de un sistema enzimático que 

permitiese la má.\ima liher.,ciún de íeni!Jl;mina de la proteína de leche descremada. 

En la IJlbla 18 se da un resumen de las combinaciones de enzimas que se llevaron a la 

selección del prrn.:cso. en!""""''" puede observar que la hidrólisis enzimática de leche 

descremada al s•;¡, llevada a cabo por Amano 2A (AA) a 50 ºC con una relación E/S de 

1 '7r. seguida por una hidnilisis con Pronasa (1'0) a 40 ºC y una EIS de 0.75%, resulta 

en la más alta liberación Je l'enilalanina de la proteína (aproximadamente el 50% de 

los 53.2 mg de fcnilalanin.1 'g Je proteína originales). 

Sin embargo, al hacer •11M erah1.1ci<in econcímka del proceso de rca<:ción bajo las 

condicionL'S propuestas. el costo de las enómas resulta excesivo, debido a que el costo 

de la enzima Pronasot Cl'OJ es muy alto. aproximadamente de 20,000 dólares/Kg en 

198Q, Con este <:osto, p.tra procesar un kilogramo de proteína aproximadamente 2.8 

kilogramos de leche en polrn descremada con 35'1f> de proteína, se requieren de 7.5 

gramos de enzima <:on un rnsto de 150 dúlares aproximadamente. Si el costo de la 

leche en polrn se toma wmo 2 dólares 'Kg. se observa que la enzima cuesta 25 veces 

más que el sustrato. cm1 lo <:ual el prow<o no es factible desde et punto de vista 
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económico. 

Por tal motivo. se decidió llevar acabo una optimización en la cantidad de Pronasa 

(PO) utilizada en el proceso, con la finalidad de buscar una reducción notable en la 

cantidad y el costo de dicha enzima. 

La primera etapa de este proceso fue la caracterización de la enzima Pronasa 

(PO). En un análisis de las condiciones de reacción de las hidrólisis de la tabla 18 se 

determinó que las hidrólisis con Amano 2A-Pronasa (AA-PO) se llevaron a cabo al pH 

que imponía la mezcla de reacción, es decir, al inicio de la reacción el de la solución 

de leche era aproximadamente 6.8 y al final de la reacción con Amano 2A (AA) el pH 

era de aproximadamente 6.0 manteniéndose más o menos constante durante la 

hidrólisis con Pronasa (PO). 
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•"• •I _'lli,' ! :• '~li.!._;, :· ···. 
-·ur ··• · 

·······--·--·! .. 

CRi.:; .METHOD 

FIGURA 15 
Resultado típico do un análisis parcial de aminoácidos p<>r HPLC. La numeración 
corresponde a Val (7). Met (8). Lcu (9). lle (JO). Fen (11), Estandar interno (12). El 
eicmplo corresponde al hidrolizado enzimático de caseína (S=l07<). con (AA-PA) 
(l:.IS=l y 2'if. t=21 hr. T=50ºC). después del tratamiento con carbón activado a una 
dosis de 85'ié del requerimiento para eliminar Fen. Tir y Trp. El análisis se realizó al 
hidrolizado ácido resultante del proceso. 
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FIGURA 16 
Resultado típico de un análisis total de aminoáridos por llPLC. La figura muestra el 
análisis para el hidrolizado descrito en la figura 15, tratado con un S'il: de exceso del 
carbón acti\'ado necesario para retirar el 1 OO'k de Fcn, Tir y Trp. 
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TAllLA 18 

RESULTADO DE lllDROLISIS E:-IZl:VIATICA DE LECHE DESCREMADA 

11.am, 1988) 

PROTEA· [SJ [E/SJ T(ºCJ t (hr) mg Feo liberados/g 
SA proleína Inicial 

AA 1 1 so s 12.7 
AA 3 1 so s 12.3 
AA s 1 so s 7.2 
AA 10 1 Sil s 12.0 

AA·HT 10 1-2 so 4 11.0 
AA-PA 10 1-2 so 4 8.4 
AA-PO 10 1-1.S 511'40 S1S IS.O 
AA-PO 111 1-1.S Sii 40 Sr.?4 26.0 
AA-PO s 1-1.S 511411 s.·s 22.0 
AA-PO 5 1-1.S 51140 Sr.?4 24.0 
AA-PO 3 1-1.S 50 40 SIS 22.0 
AA-PO 1 1-1.S Sil 40 SIS 23.0 
AA-PO 5 1-0.75 S0-40 Sr.?4 27.6 
AA-PO s 1-0.5 Sil 411 S!24 26.7 
¡\,\-PO 5 l-0.2S SIJ 40 5/24 22.5 
AA-Pü 5 1-0.1 50 40 Sr.?4 19.0 
AA·l'ü s 1-0.1 Sil 4S Sr.?4 14.3 
AA-PO s 1-0.1 so 50 Sr.?4 16.S 
AA-PO 5 1-0.1 50 SS S!24 18.S 

• fS)::;: concentración de proteína en la mezcla úc reacción (PN) 
IE·SI= relación e1v.ima-,u>tralo (7..P) 

••AA= Amano :?.A, HT= IIT Protcolili!:. PA= Papaína, PO= Pronasa. 

La máxima actividad de la enzima se situa alrededor de los liO ºC, (o que significa 

que la reacción definida puede realiLarsc a una maynr temperatura. Por otro lado, se 

sabe que esta tempcralllra cvi1a la con1aminación microbiana, por lo que es aceptable 

para el proyecto. 

De acuerdo a Hill, ( 1965). la reacción wn proteasas seguida de una reacción con 

Pronasa (POJ. no cambia mucho el resultado final en cuanto al grado de hidrólisis 
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obtenido, con respecto a la reacción ímicamcllle con Pronasa. Con lo anterior se puede 

concluir que el proceso definido puede aún mejorarse. específicamente en lo que 

respecta a temperatura, pi 1 y relación E/S. 

Para lo cual, se plantearon una serie de hidrólisis en las cuales se plantearon las 

siguientes estrategias: 

J. Disminuir la cantidad de Pronasa de una relación E/S de 0.75 a 0.15 

2. Aumentar la temperatura de reacción en 5 ºC, para compensar la 

disminución de la conccmraci<in de enzima, para evaluar si el rendimiento 

de liberación de fcnilalanina se mamcnía. 

J. Controlar el pi 1 de la rcacci6n con Pronasa (PO) a 7.4 

4. Efectuar experimentos con otras enzimas proteolíticas diferentes a Amano 

2A (AA), en particular con Papaína (PAJ, y HT Proteolitic (HT). 

S. Agregar un agente conservador para evitar la contaminación microbiana: 

el benzoato de sodio al 0.1 % 

La tabla 19 muestra los promedios de los resultados de duplicados de cada 

hidrolizado en la cual se puede observar que el rendimiemo se mantiene en el mismo 

rango a pesar de haber disminuido la dosis de la enzima Pronasa (PO). El uso de la 

enzima llT Protcolitic (llTJ en lugar de Amano 2A (AAJ, libera una cantidad similar 

de fenilalanina bajo las mismas condicio11es. lo que puede heneficiar en disminuir el 

costo del proyecto ya que la enzima (llT) tiene un costo de 10 dólares/Kg (1989) y la 

(AA) de 100 dólares/Kg (1 CJX9). si la combinación de (HT-PO) hubiese sido elegida . 
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TABLA 19 

LIBERACI0'.11 DE FE:-llLALA:-11.'l;A E:-1 llflllWLIZADOS ENZIMATJCOS DE 

LECllE DESCRE.\IADA 

(T= ~5ºC) 

PROTEASA [SJ [E/SJ l(hr) de reacción mg Fen/g proteína 

PO 5 11.15 24 18.9 
AA·l'O 5 1 ·0.15 5124 27.1 
llT·PO 5 1 ·11.15 5124 26.3 

llT-PA+i'O 5 1-2.11.15 2!.!4 19.1 

. w1= eoncenlr:1ci611 de prolcína CI~ l;i mc1.da de reacción (PN) 
{ ~sJ = relación c1v.i111a-M1!'>tm10 (': P) 

••AA= Amano:!A. JIT= IJT Prulcf1li1ic. PA= Papaína. PO= Pronasa. 

La <.:onlaminaci6n mii.:robiana logr6 cvi1arsc con la utilización de bcnzoato de 

sodio al 0.1 % y con el aumento de tcmperaturn en 5 ºC. Sin embargo, durante el 

tratamiento de adsorción y aiín cuando permanecían en congelación por un día, previo 

a la adsorción, algunas muestras prcscmahan contaminación microbiana. 

A pesar de que se logró disminuir la cantidad de enzima, el costo aún era excesivo 

para el proceso. Así, se plamc(J camhiarcl 'tJ'trato de tal modo que esto se minimizara, 

al igual que la contaminación microhian:i. 

6.3 llll>ROLIZADOS ENZIMATICOS DE CASEINATO DE SODIO 

El cambio propuesto fue el usar cascinaw de sodio en lugar de leche descremada, 

con lo cual se elimina el material fermentable por los microorganismos. 
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Se eligió este sustrato gracias a su composición de aminoácidos muy semejante 

con la leche descremada, cuya proteína es1á formada por un 80% de caseína, la cual 

es atacada de manera espccffica por las enzimas que se han estado utilizando, ron lo 

que habría pocos cambios en la especificidad de hidrólisis. 

Otro aspecto de imponancia en la elección del caseinato de sodio, fue su relativa 

alta solubilidad en agua. 

En la tabla 20 se presentan los resultados de hidrólisis ron ca,einato, en los cuales 

disminuyó la cantidad de Prona'ª· se aume111ó la temperatura, y se usó l IT Proteolitic 

(llTJ seguida de la hidróli,is de Amano 2A con Pronasa (AA-PO), a diferentes tiempos 

de reacción. 

Se aprecia que la liberación de fcnilalanina, se mantenía en un mismo orden de 

magnitud que cuando se usaba [E/S f = íl.15 en leche descremada, si se aumentaba la 

temperatura en 10 ºC y [E/SI para Pronasa (PO) se disminuía a 0.01% 

Sin embargo cuando se le aumentaha una etapa con una endopeptidasa (IITJ, la 

liberación de fcnilalanina disminuía notoriamente si la temperatura se disminuía en 5 

ºC, aún prolongando el tiempo de hidrcílisis con (PO), de 19 a 24 horas. 

Por lo anterior y considerando <¡lle la disponibilidad de cxopeptidasas es baja y 

que aún a dosis extremadamenlc pe4ucña,, el costo de Pronasa repercutía 

considerablemente en el costo de producción del alimento, se decidió analizare! efecto 

de la separación por adsorción en hidrolizados obtenidos con endopeptidasas 
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únicamente, estudiando específicamente el uso de la Papaína (PA). 

Ya se preveía una pérdida en los aminoácidos ligados a aquellos que son 

adsorbidos fuertemente por el carbón activado, debido a que el uso de enzimas 

endopeptídicas disminuyl' la liberaci<'>n de tales aminoácidos durante la reacción. Por 

lo que se tuvo que comparar el costo de la adición de los aminoácidos que se perdieran 

durante el proceso de adsorción con el costo del uso de la enzima exopeptídica, (PO) 

(Tabla 20). 

TAllLA 20 

LlllERACI0:-.7 llE FE:\IL·\LA:\1:-.'A E:-.' lllllROLIZADOS DE CASEINATO DE 

SODIO. 

PROTEA· !SJ [E/S] Tl'C) 1 (hr) mg Fen liberndos/g 
SA proteína inicial 

AA·i'O IO 2·0.05 so 60 5!19 21.40 
llT·AA·PO IO 2.1.0.01 51150'45 3/4i5 15.00 
llT·AA·i'O 10 2·1·0.111 51150'45 3;4(.!4 17.60 

HT 10 2 so 3 < 1 
llT·AA 10 2-1 so·so 314 13.50 
AA+PA 10 1~2 50 21 16.50 

• fSJ= conccntraciún de proteína cn la mcn:la de reacción (P/V) 
{E1SJ= relación c1v.ima·~u~trato (t:f P) 

•• M= Amano '1.A. IIT= llT Proteulitic, PA= l'apaín:i, PO= Pronasa. 

Después de evaluar el trabajo realiuuo hasta esta etapa, se concluyó, usar el 

sistema enzimático (AA·l'A) en forma simultánea con una [FJSJ de ¡ y 2 

respectivamente, sohre caseinato de sodio como 'llStralO a una concentración del 10% 

y a una temperatura de 50 ºC por un lapso de 20 horas. Las razones para ello son: 
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Es el sistema de enzimas cndopeptídicas que obtiene la m~ma liberación 

de fenilalanina. de tod.;s las combin.1cinnes probadas. 

2. Las enzimas se encuentran disponibles en México. 

3. El costo de estas enzimas es más bajo que el de las demás enzimasporbadas 

(100 y 5íl dólares/Kg rcspccti\'amcnte cn 1989). 

4. La contaminadón microhi.rna se elimina totalmente con cascinato de sodio 

como sustrat(). 

5. Las enzimas Amano 2A y P.1paína están autorizadas por la FDA, para ser 

utilizadas en alimentos. 

6.-1 lllllROLIZADOS ACIDOS llE CASEl~ATO DE SODIO. 

Posterior a la elección de un nuc'o sustrato para la hidrólisis enzimática, se inició 

la fase de hidrólisis ácida. los hidrolilados fueron caracterizadoscromatográficamente 

a fin de compararlos con la caracteriLación del hidrolizado enzimático elegido como 

el óptimo y definir el peso molecular de las fracciones que los con forman. 

6.5 ELIMINACION DE FENILALANINA DE HIDROLIZADOS 

ENZIMATICOS DE l'IWTEINA 

Se rcaliLaron pruebas de eliminación de fenilalanino por adsorción física con 

carbón activado mineral (DGRxX.111) y 'egetal (VGIOX35) sobre hidrolizados de 

proteína de diversos grndos tle lihcrai:icín de fcnilalanina, bajo las condiciones de 

adsorción determinadas experimentalmente por I.ópez, (1989). (tabla 21). 
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TAllLA21 

CO:"IDICIO:"IES IJE USO.DEL CARllON ACflVADO DGR8XJO PARA LA 

ADSORCION DE FENILALANINA (l.ópcz, (1989). 

PAR4.METRO CONDICIONES 

fabricante Clariíicantcs ~1cxic:111os, S.A. de C.V. 
forma física gr;1nular 
origen mineral 
pll de uso impuc!-to por el nratcríal 
lcmpcralura de opcradún ::!W C 
ticnt[Xl de contacto batch 30 minutos a 250 rprn 
!fcnilalanina.'carbónJ fl.Ot1_p f-c111g carbón acth·:1do 
.1mino~ddos retenidos fucrtcmentc Trp. fcn, Tir. l lis, Mct y Cis 
( > 50%) 
sclccli\"iUad aparente Tr\' > l'cn = Tir > :-1c1 = His = Cis > Gli =Ala= Val 

= h.: = 1..cu = Pro> 1\rg = Lis::::: Asn = Gin > Asp = 
Ulu = Ser = Trc. 

Se realizaron pruebas Je eliminadón Je fcnilalanina por adsorción física con 

carbón activado sobre hiJro\i¿aJos de proteína con diversos grados de liberación de 

fcnilalanina, bajo las conJicione< Je aJsurción determinadas experimentalmente. 

En la tabla 22 se resumen los resultados de aJsorción de fcni\alanina con carbón 

acti\'ado para diverso< hiJrolizaJos de leche descremada. Se puede observar que el 

carbón mineral y vegetal tienen la misma afinidad por la íenilalaninaen los hidrolizados 

probados. 

En la tabla 23 se muestran los resultados Je\ anfüsis parcial de aminoácidos en 

la cual se verifica que con el hiJroliLaJo (AA·l'O). se obtuvo la mayor cantidad de 
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TABLA22 

RETENCION DE FENILALANL'IA POR ADSORCION EN DIVERSOS HIDROLI· 

ZADOS DE LECHE 

HIDROLIZADO ADSORBE!'. TE (%)DELA Fen LIBRE DES· (%)DE Feo 
DOSIS PARA PUES DELA ELIMINADO 

ELIMINAR Fen, ADSORCION 
TiryTrp 

(PO) C.A. DGR (8x30) 100 - 90 

(AA-PO) CA DGR (8x30) 125 3.34 90 
125 3.41 80 

(HT-PO) C.A. DGR (8x30) 125 2.65 93 

(HT+ PNPO) C.A. DGR (8x30) 125 2.40 93 
C.A. VG (10x35) 125 2.50 93 

•Las condiciones de preparación de estos hidrolizados son las presentadas en la tabla 19. 

••AA= Amano 2A, HT = HT Proteolitic, PA = Paoalna, PO = Pronasa 

aminoácidos libres en solución después del tratamiento con carbón activado mineral 

y vegetal, debido posiblemente a que esta mezcla de enzimas es la que produce el grado 

de hidrólisis más extenso. 

La tabla 24 muestra los resultados del análisis total de aminoácidos en los 

hidrolizados después del proceso de adsorción. Se presentan los resultados del análisis 

total de aminoácidos por HPLC, de los diversos hidrolizados ensayados después del 

tratamiento con carbón activado. Se puede observar que con el hidrolizado de (AA-PO) 

tratado con carbón activado tanto mineral como vegetal, se obtiene la menor retención 

de aminoácidos, con respecto a los otros hidrolizados. 
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TABLA2J 

ADSORCION DE ALGUNOS AMINOACIDOS A PARTIR DE DIVERSOS 

lllDROLIZADOS DE LECHE DESCREMADA CON CARBON ACTIVADO 

(mg del a.aJg de proteína) en solución después del 
HIDROLIZADO AilllNOACIDO tratamiento 

C.A. DGR (8x30) C.A. VG (10x35) 

HT-PA-PO Val 11.2 11.8 
Met 6.9 7.7 
lle 9.0 9.5 

Leu 44.3 48.2 

AA-PO Val 21.6 18.4 
Met 8.9 8.7 
lle 17.7 15.4 
Leu 62.9 57.2 

llT-PO Val 13.2 ----
Met 7.2 ----
lle 9.4 ---
Leu 51.2 ----

•AA =Amano 2A, HT = llT Proteolitic, PA = Paoafna, PO = Pronasa. 

Se puede decir que Ja falta de especificidad en la adsorción de aminoácidos por 

parte del carbon activado, influyó en Ja pérdida de los mismos fuera desde un 30% 

para el aspartato, hasta un 90% para fenilalanina. Globalmente Ja pérdida de 

aminoácidos alcanzó un nivel del 50% Jo que provoca que el proceso sea medianamente 

eficiente en cuanto a productividad, sin embargo, el proceso resulta económicamente 

factible (López 1989). 

Se observó que al utilizar leche descremada como sustrato, en Ja etapa de a¡¡regar 

el carbón activado, se forma una solución viscosa probablemente debido a Ja alta 
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TABLA24 

RESULTADO DEL ANAUSIS DE HIDROUZADOS DE LECHE DESCREMADA 

DESPUES DEL PROCESO DE ADSORCION 

AMINO· (mg de aminoácldo/g de proteína) RETENCION 

ACIDO HT·PA·PO·M PO·M HT·PO·M AA·PO·V AA·PO·M . 
Asp 31.6 ---- 27.9 36.6 35.3 33 
Glu 75.9 ---- 83.3 108.1 89.5 48 
Ser 24.1 ·-- 20.2 25.5 24.4 46 
His 5.5 H•• 4.0 8.1 9.6 47 
Ala 12.2 ---- 12.8 15.3 15.5 35 
Arg 3.2 ---- 3.1 3.7 4.6 89 
Tir 9.2 ---- 10.6 11.1 14.0 68 
Val 22.0 30.J 21.6 31.5 33.7 44 
Met 9.5 10.3 8.9 12.4 30.7 60 
lle 19.3 24.4 19.4 28.0 28.8 49 

Leu 46.9 59.4 48.6 62.9 65.5 32 
Fen 3.7 4.1 3.5 4.5 4.5 90 

• % de retención del aminoácido en carbón activado mineral (DGR 8x30) en el 

1 

hidrolizado de (AA-PO). 

••AA= Amano 2A, HT = HT Proleolitic, PA =Papaína, PO= Pronasa . 

... M = Carbón activado mineral (DGR 8x30), V = Carbón activado vegetal (VG ! 
10x35). 

concentración de lactosa, lo que requiere que la separación del carbón activado se 

realize por ccntrifigación con una velocidad mayor de 10,000 rpm en lugar del método 

de filtración. 

La Uibla 25 presenta los resultados de la adsorción con carbón activado sobre un 

hidrolizado de caseína obtenido con las enzimas (AA·PO), bajo las condiciones defi

nitivas de hidrólisis. Se puede observar que el cambio en el sustrato de la reacción de 
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hidrólisis, no afecta el nivel de retención de fcnilalanina, sin embargo, aumenta la 

retención de los aminoácidos 'restantes hasta un nivel global del 55% (determinado 

como proteína total final). 

Debido a que la dosis del 5% de exceso de carbón activado, logra eliminar la 

fenilalaninaen el nivel requerido, se definió que la dosis de trabajo fuera de 2.95 gramos 

de carbón activado por gramo de protefna inicial. 

TADLA2S 

ADSORCION DE AMINOACIDOS POR CARBON ACTlVADO DGR8X830 

SOBRE lllOROLIZADO DE CASEINA CON AMANO 2A·PAl'AINA. 

AMINOACIDO mg a.a/g proteína % de pérdida del 
aminoácido en dosis 

105%(') 85%(") 105% 

Asp 34 n.d. 52 
Glu 109 n.d. 50 
Ser 35 n.d. 42 
His 9 n.d. 69 

Gli-Tre 58 n.d. 13 
Ala 19 n.d. 38 
Arg 4 n.d. 89 
Tir 6 n.d. 90 
Val 35 37 48 
Met 10 10 64 
lle 27 28 so 
Lcu 56 56 41 
Feo 4 6 92 
Lis 65 n.d. 10 

(') 5% de exceso de la dosis de carbón activado necesario para retirar el 100% de Fen, 
TiryTrp. 

r••) 85% de la dosis de earl>ón activado necesario para retirar el 100 % de Feo, Tir y 
Trp . 
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6,6 CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL 

Las figuras 17 y 18 nos muestran el patrón de elución de los estándares utilizados 

para la caracterización de la columna cromatográfica. Los datos que caracterizan a la 

columna son los siguientes: 

TABLA26 

CARACTERIZACION DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA 

volumen lolal del medio 
volumen muerto 
volumen del gel 
volumen interno 
peso de la matriz del gel 
volumen específico 
agua rCCllpcrada 
volumen medio del gel 

VI = 115.57 cm3 
Yo = 52.00 cm3 
Vx = 55.47 cm3 
Vi= 41.61 cm3 
Mg = 23.11 g 
Vg = 0.60 cm3/g 
Ar = Z.50 cm3& gel seco 
Vm = 5.00cmJ/i°•el seco 

La velocidad del flujo a través del medio cromatográfico no se incluye en la tabla 

debido a que fue nuctuante por fallas de la bomba peristáltica , la cual dió un flujo 

promedio de : 

F = 0.357 ml/min = 21.42 ml/hr 

El peso molecular tampoco se puede determinar graficando el logaritmo cic los 

pesos moleculares en las abcisas con los valores de (Kav) en las ordenadas, ya que los 

valores obtenidos para los estándares, denotan que se presentó adsorción: 

Kav(triptofano) = 1.60 Kav(tri·Urosina) = 1.51 
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Por lo anterior sólo se podrán comparar las muestra problemas de manera 

cualitativa infiriendo que: 

a) Aquellas sustancias con volúmenes de e lución cercanos al volumen de elución de 

la albúmina, serán proteínas. 

b) Aquellas sustancias con volúmenes de elución cercanos, pero menores al volumen 

de elución de la tri-tirosina, serán péptidos con más de tres aminoácidos en su 

estructura molecular. 

e) Aquellas sustancias con volúmenes de elución mayores del volumen de elución 

de la tri-tirosina, serán fracciones que contengan en su estructura molecular 

menos de tres aminoácidos. 
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FIGURA 17 
Patrón de Elución con Piridina lM, :-iaCI O.SM y pH 8.5 de: 
1) Albúmina sériai bo•in• (PM 67,000) 
2) Triptor•no (PM 204.23) 
Se indica con la flecha el volumen de e!ución que se muestra en la figura 18: 
• Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57) 

106 



e 
m 
N 

25 so 75 lC~ 125 150 

VOLUMEN DE ELUCION (ml) 

FIGURA 18 
Patrón de Elución con Piridine lM, NeCI O.SM y pll 8.5 de: 
1) Tirosil-tirosil-tlrosine IPM 507.57) 

175 200 

Se indic.a con la flecha el volumen de elución que se muestra en la figura 17: 
• Albúmina sérica bovina (PM 67.000) 
•• Triptofano (PM 204.23) 
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6.6.1 Evaluación de los hldrolizados; 

Para facilitar la explicación de los resultados obtenidos se optó por identificar a 

los picos de cada cromatograma mediante una clave, la cual está formada por lo 

siguiente: 

a) Dos letras mayúsculas que pueden ser HA ó HE que identifican a los 

hidrolizados ácidos o a los hidrolizados enzimáticos. 

b) Las letras están separadas por un guión de un número que se refiere al 

tiempo en horas de hidrólisis efectuada. Estos pueden ser del 1 al 7 para los 

hidrolizados ácidos o el 20 para el hidrolizado enzimático. 

e) Los números están separados por un guión de otro número que se refiere 

al número de pico, por orden de elución. Son del 1 al 3. 

En la ngura 19 se muestra el perfil de elución a la primera hora de hidrólisis ácida 

de la caseína. Se observa un pico (llA-1-1) con un volumen de elución cercano al 

volumen deelución de la albúmina, lo que lo coloca en la posición de los oligopéptidos 

de alto peso molecular. Aparecen otros dos picos (HA-1-2) y (llA-1-3), con volumenes 

de elución de aproximadamente 52 y 136 mi respectivamente, es decir. que son pé¡:~idos 

con más de tres aminoácidos. 
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En la figura 20 se presenta un cromatograma a la segunda hora de hidrólisis ácida 

de la caseína donde el pico de los oligopéptidos de alto peso molecular (HA-2·1) 

disminuye notoriamente y los otros dos picos (llA·2·2) y (llA·2·3) permanecen con el 

mismo rango de volumen de elución. 

A partir de la tercera hora de hidrólisis de la caseína, (figuras 21, 22, 23, 24 y 25), 

se observa que el pico de los oligopéptidos de alto peso molecular desaparece [HA-3·1, 

llA-4-1, llA·5·1, llA-6-1 y llA-7-1) y sólo los picos de péptidos con más de tres 

aminoácidos continúan. [ (llA-3-2), (JfA-3·3), (llA·4·2J, (llA·4·3), (HA·5·2), 

(llA-5-3), {llA-6·2), (llA·6·3), (llA-7-2) e (JfA-7·3) respectivamente J. 

Para el hidrolizado enzimático de caseína con 20 horas de hidrólisis (figura 26) 

se observan tres picos. El primero (JfE-20-1) se encuentra en la posición de los oli

gopéptidos de alto peso molecular, el segundo (llE-20-2) se enL-uentra en la posición 

de los péptidos de tres o menos aminoácidos y el tercero (llE-20-3) está francamente 

en la posición de los aminoácidos. 

En el hidrolizado enzimático de caseína tratado con carbón activado (figura 27) 

como era de esperarse, no se detecta ningún pico en la evaluación espectrofotométrica 

a 280 nm, debido a la eliminación de los aminoácidos aromáticos, sin embargo al realizar 

la reacción con ninhidrina se detectó un pico, que representa a los péptidos de más de 

tres aminoácidos. Para corroborar lo anterior, se usó la cromatografía en capa delgada. 
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Patrón de Elución con Piridina lM, NaCI O.SM y pH 8.S de: 
llidrolizado ácido con 1 hora de hidrólisis, lOg casdna/100 mi, BCI 6N 
Se indica con la flecha el volumen de elución de los estándares: 
1) Albúmina sérica bmina (PM 67.000) 
2) Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57) 
3) Triptofano (PM 204.23) 
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FIGURA20 
Patrón de Elución con Piridina IM, NaCI O.SM y pll 8.5 de: 
llidrolizado ácido con 2 horas dr hidrólisis, IOg caseína/100 mi, HCI 6N 
Se indica con la flecha el \'Olumen de elución de los estándares: 
1) Albúmina sérica bo,·ina (PM 67,000) 
2) Tirosil-tirosil·tirosina (PM 507.57) 
JJ Triptofano (PM 204.23) 
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FIGURA21 
Patrón de Elución con Piridina IM, NaCI O.SM y pH 8.5 de: 
llidrolizado ácido con 3 horas de hidrólisis, IOg caseíoa/100 mi, HCI 6N 
Se indica con la necha el volumen de elución de los estándares: 
1) Albúmina sérica bovina (PM 67,000) 
2) Tirosil·tirosil-tirosina (PM 507.57) 
3) Triptofano (PM 204.23) 
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FIGURA22 
Patrón de Elución con Piridina lM, SaCI O.SM y pll 8.S de: 
llidrolizado ácido con 4 horas de hidrólisis, lOg caseína/100 mi, HCI 6N 
Se indica con la flecha el volumen de elución de los estándares: 
1) Albúmina sérica OO\'Ína (PM 67,000) 
2) Tirosil-1irosil-1irosina (PM 50757) 
3) Triptofano (PM 204.23) 
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FIGURA23 
Patrón de Elución con Piridina lM, NaCI O.SM y pH 8.S de: 
Hidrollzado ácido con 5 horas de hidrólisis, lOg caseina/100 1111, HCI 6N 
Se indica con la ílecha el volumen de elución de los estándares: 
1) Albúmina sérica bovina (PM 67,000) 
2) Tirosi1-1irosil-1irosina (PM 507.57) 
J) Triplofano (PM 204.23) 
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FIGURA24 
Patrón de Elución con Piridina lM, NaCI O.SM y pH 8.5 de: 
Hldroliudo 'ddo con 6 horas de hidrólisis, lOg aiseinll/100 mi, HCI 6N 
Se indica con la necha el volumen de elución de los estándares: 
1) Albúmina sérica bovina (PM 67.000) 
2) Tirosil-tirosil-tirosina (PM 507.57) 
3) Triptofano (PM 20413) 
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FIGURA25 
Patrón de Elución con Piridina IM, NaCI 0.SM y pH 8.5 de: 
Hidrolizado ácido con 7 horas de hidrólisis, lOg caseína/100 mi, BCI 6N 
Se indica con la flecha el volumen de elución de los estándares: 
1) Albúmina sérica bovina (PM 67,000) 
2) Tirosil·tirosil·tirosina (PM 50757) 
3) Triptoíano (PM 204.23) 
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FIGURA26 
Patrón de Elurión con Piridina lM, NaCI O.SM y pH 8.5 de: 
Hidrolizado enzimático con20 horas de hidrólisis: [lg (AA)+ 2g (PA)) / l()Og caseína. 
Se indica con la ílccha el volumen de e lución de los estándares: 
1) Albúmina sérica bovina (PM 67,000) 
2) Tirosil·tirosil·tirosina (PM 507 57) 
3) Triptofano (PM 204.23) 
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Patrón de Eluclóa con Plridlna IM, NaCI 0.5M y pH 8.S de: 
Hidrollzado enzimático con 20 horas de hidrólisis: [lg (AA) + 2g (PA)) / lOOgcaseiaa. 
Tratado con carbón activado: [2.95g (CA)] / lg caseina 
Se indica con la ílecha el volumen de elución de los estándares: 
1) Albúmina sérica bovina (PM 67,000) 
2) Tirosil-lirosil-tirosina (PM 507.57) 
3) Triptofano (PM 204,lj) 
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6.7 CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA. 

Con la mezcla de sol"ente cloroformo-acetona (9:1) no se logró obtener una 

mancha definida y de hecho a pesar de que se hicieron pruebas con altas concentra

ciones de muestra, nunca se visualizaron las manchas, por lo que no se continuó con 

esta alternativa, mientras que los resultados de la caracterización de la placa con la 

mezcla de solventes etanol-agua (63-37) se observan en la IJlbla 27. 

MUF..STRA 

albúmina 
gramicidina 

lri-lirosina 
alanilmetionina 
glicilfenilalanina 
triptofano 
alanina 
fenilalanina 

TABLA27 

CARACTERIZACION DE LA PLACA 

Rr PROMEDIO 

0.031 

0.843 

Observando que los oligopéptidos de alto peso molecular migran una distancia 

mínima y que de tripéptidos hasta aminoácidos no existe separación entre ellos, con 

lo cual no se pueden identificar entre sí. 

6.7.l Evaluación de los hldrolludos: 

En la IJlhla 28 se puede observar para los hidrolizados ácidos de caseína en las 

siete muestra.' tomadas durante el proceso, que los picos de elución cercanos al 

119 



volumen de elución de la albúmina tienen valores de Rf menores de 0.138 con lo que 

se corrobora que sean oligopéptidos de alto peso molecular, por otro lado, los picos 

con volúmenes de elución superiores al volumen de elución de la albúmina tienen 

valores de Rf semejantes a los valores del tripéptido a el péptido y a los aminoácidos, 

por lo que pueden ser moléculas de uno, dos o tres aminoácidos. 

En la misma tabla podemos observar para el hidrolizado enzimático de caseína 

con 20 horas de hidrólisis, que en la muestra del primer pico (HE-20-1) se distinguen 

cuatro manchas seguidas en forma de una linea siendo péptidos de bajo peso molecular 

o aminoácidos. El segundo pico (llE-20-2) y el tercer pico (HE-20-3) también son 

péptidos de bajo peso molecular o aminoácidos. 

El único pico del hidrolizado enzimático de caseína tratado con carbón activado 

(HECA-20-1), corresponde a una población homogénea de péptidos de tres 

aminoácidos o menos. 
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TABLA28 

VALORES DE "Rf' OBTENffiOS EN LA CROMATOGRAFIA EN PLACA PARA 

LOS HJDROLIZADOS ACIDOS Y LOS HIDROLIZADOS ENZIMATICOS DE 

PROTEINAS. 

MUESTRA RfPROllfEDIO 

HA-1-1 0.133 
HA-1·2 0.866 
HA·l-3a 0.806 
HA·l-3b 0.137 
HA-2-1 0.850 
HA-2-2 0.806 
l!A-3-1 0.793 
HA-3·2 0.773 
HA-4-1 0.812 
HA-4-2 0.800 
HA-5-1 0.800 
HA-5-2 0.800 
HA-6-1 0.812 
llA-6-2 0.812 
l!A-7-1 0.812 
HA-7-2 0.812 

HE-20-1 0.718 
0.656 
0.565 
0.312 

HE-20-2 0.500 
HE-20·3 0.812 

HECC-20·1 0.793 

6.8 CARACTERJSTICAS DEL PRODUCTO 

La caracterización del producto puede realiza.r.;c comparando el patrón de 

aminoácidos del mismo contra el recomendado por la FAO o bien contra el patrón de 

los productos comerciales existentes. La tabla 29 muestra esta comparación específi-

121 



camcnte con los aminoácidos indispensables. 

TABLA29 

COMPARACI0:-1 DEL PATRON DE AMINOACIDOS INDISPENSABLES EN EL 

PRODUCTO DESARROLLADO CONTRA EL RECOMENDADO POR FAO Y EL 

DE PRODUCTOS COMERCIALES. 

AMINOACIDO % A!lllNOACIDO 

P.D.(1) FA0(1973) LOFENALAC 
(2) 

MILUPA(2) 

His 3.8 3.9 3.5 5.1 
lle 11.l 9.7 10.1 12.6 

1..cu 23.2 22.3 18.8 21.2 
Lis 27.0 14.2 20.6 14.8 
Met 4.1 5.4 6.6 5.1 
Fen 1.7 11.5 1.1 o.o 
Tir 2.6 5.8 10.7 12.6 
Tre 12.0 12.0 10.5 10.0 

i~ o.o 2.4 2.6 3.7 
14.0 12.9 15.5 14.8 

total 100.0 100.0 100.0 100.0 

(1) producto desarrollado. 

(2) valores calculados en base al contenido deelarado por los fabricantes. 

Como se esperaba, el proceso de adsorción de fcnilalanina efectuado al 

hidrolizado de caseína, resultó en la pérdida parcial de histidina y metionina y en la 

casi total pérdida de tirosina y triptofano, por lo que tuvieron que ser adicionados al 

producto para ser recuperados, y a su vez tenga un patrón similar al de los productos 

comerciales. En la tabla 29 se muestra el patrón de aminoácidos del producto desar

rollado si se complementara con 57 mg de amin.oicidos indispensables por 1,000 mg 
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de aminoácidos del producto desarrollado, en donde la tirosina representa el 50% del 

total de aminoácidos a suplementar., los otros serían el 18% de triptofano, el 15% de 

valina, el 11 % de metionina y el 6% de histidina. 

Se puede observar que después de complementado el producto, el patrón de 

aminoácidos obtenido, es similar al que presentan los productos comerciales. 

De acuerdo a la !Jibia 7, el requerimiento de aminoácidos indispensables puede 

ser cubierto consumiendo 2 g de proteína al día por g de peso del niño, en forma de 

protelnas de huevo o de leche. El patrón de aminoácidos indispensables del producto 

complementado (!Jibia JO), sería cubierto teóricamente con 256 g del hidrolizado 

desarrollado y suplementado, con 0% de humedad, lo que en un inicio representaría 

un aumento del 25% en el consumo de protelnas respecto a proteínas de alta calidad. 
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TABI.A30 

PATRON DE AMINOACIDOS DEL PRODUCTO DESARROLLADO POS· 

TERIOR A 1A ADICION DE AMINOACIDOS PERDIDOS EN EL PROCESO DE 

ADSORCION. 

AMINOACIDO % AJ\llNOACIDO 

LOFENALAC MI LUPA (1) (2) 

!lis 3.5 5.1 4.1 3.3 
lle 10.1 12.6 9.0 ... 

Leu 18.8 21.2 18.8 -·-
Lis 20.6 14.8 21.9 --· 
Mct 6.6 5.1 5.4 6.2 
Fen 1.1 o.o 1.4 -·· 
Tir 10.7 12.6 11.8 28.6 
Tre 10.5 !O.O 9.7 --· 
Trp 2.6 3.7 3.5 10.3 
Val 15.5 4.8 14.5 8.3 

(!)Parrón de aminoácidos del produc10 desarrollado después de suplemenlar Hís, Mel, 
Tir, Trpy Val. 

(2) Miligramos de aminoácido suplenlado por 1,000 mg. 
de aminoácidos del oroducto desarrollado. 

6.9 FORMUI.ACION DEL PRODUCTO 

La formulación del producto, se definió como la determinación de las relaciones 

cuantitativas entre los nutrimentos, para la creación de un alimento "complete>" que 

llenase los requerimientos para el desarrollo adecuado de un niño recién nacido. 

Se definió la formulación base para el producto final de acuerdo a las disposi

ciones de la legislación oficial vigente publicada en el Diario Oficia~ (1988), y en las 

recomendaciones internacionales del CodexAlimentarius, (1981). 
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La formulación propuesta es la siguiente: 

TABIA31 

FORMUIACIOS BASE DE UN ALI~tENTO PARA NIÑOS RECIEN NACIDOS 

(Diario Oficial, 1988). 

NUTRIMENTO % 

Proteína 23.2 
Grasas 23.2 
Minerales 3.6 
Carbohidralos 50.0 
Tola! 100.0 

Se determinó que una mezcla preparada de la anterior forma daría 410 Kcal/100 

g de producto final. La tahla 32 enlista los materiales seleccionados para cumplir con 

estas relaciones y que fueron usados durante las pruebas realizadas en planta piloto 

por López, (1989). 

TABIA32 

FORMUIACIOS PROPUESTA DEL ALIMENTO 

NUTRIMENTO % 

Proteína: hidrulizado desarrollodo 23.20 
Grasa: 
·grasa de leche 14.85 
·aceite de maíz 7.42 
-emulsificante 0.93 
Minerales: me1.cla de sales 3.60 
Vitaminas: prcmezcla de vitaminas trazas 
Carbohidra1os: maltodextrina 50.00 
Tola! 100.00 
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6.10 El.ABORACION DEL PRODUCTO DESARROLLADO 

Al realizar las pruebas en plan ta piloto, se modificó la forma en que se realizaban 

Jos hidrolizados de ca_<;eina en el laboratorio (López 1989). 

Las condiciones del proceso de hidrólisis se resumen en la tabla 33, así como se 

describe a continuación: 

1, La dispersión del cascinato de sodio en agua a 50 ºCa una concentración 

del 5%. Se agrega la enzima Amano 2A y empieza a correr el tiempo de 

hidrólisis. A los 5 minutos se agrega la enzima Papaína. A Jos 30 minutos se 

agrega el resto del cascinato de sodio Jo que pone a Ja solución viscosa. Se 

mantiene Ja misma temperatura por 20 horas en que se alcanza una con

centración de 16 mg de fenilalanina/g proteína. El producto adquiere una 

apariencia opaca de color café claro y fuerte sabor amargo. Las enzimas son 

inactivadas térmicamente a 90 ºC por 10 a 15 minutos. La solución se deja 

enfriar a temperatura ambiente. 

2. La separación de fenilalanina se realiza por adsorción con carbón activado 

a400 rpm durante 40 minutos yse espera a que sedimente el carbón activado, 

separándose el líquido de las partículas por decantación. Al líquido resul

tante se le adiciona filtroayuda en forma de lechada al 5-10% para luego 

separar el carbón residual por centrifugación. La solución resultante es clara 

con ligera coloración amarilla y con un contenido de sólidos de 4.5%(P/P) 

y sin sabor amargo. 
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3. La solución obtenida es formulada y secada con el fin de obtener un pro

ducto con un valor nutricional semejante al de la leche, así como una 

presentación como la de la leche en polvo. Para lo anterior, La solución 

obtenida es adicionada de grasas que son emulsificadas con el monoestea

rato de gliccrilo y la lecitina y se usa el algarrobo (fundido) como espesante, 

a una temperatura de 50 ºCy con agitación vigorosa. Se obtiene una solución 

con un contenido de sólidos del 9%. Se seca por aspersión, sin haberse aún 

determinado el % de humedad final. Entonces se le agregan los carbohi

dratos, sales y ,·itaminas. El producto final es un polvo blanco menos opaco 

que la leche. 4. Se hicieron unas pruebas preliminares de envasado, 

determinándose que el producto es estable hasta por 2 meses si: 

a) se encontraba en ausencia de luz 

b) se encontraba en una atmósfera de nitrógeno si la humedad es mayor del 

5%. 

e) se encontraba en una atmósfera sin nitrógeno si la humedad es menor 

del5%. 

4. El costo del producto terminado se estima de 35,300 pesosl de producto 

terminado comparando con el costo de 34,600 pesos2 del producto 

LOFENALACen E.U., sin considerar los costos de importación, se observa 

que es competitivo comercialmente. Se estimó también la demanda del 

l a Enero de 1989 en adquisición al menudeo. 

2 de 1986. ($2,500/dólar). 
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producto siendo la que se muestra en la tabla 34 en la cual se considera que 

el promedio de consumo del producto en un niño durante sus primeros diez 

años de vida es de 7.6 g producto/díalJ<g peso (lópez, 1989). 

En la figura 28 se tiene el diagrama de bloques del proceso propuesto, lo que 

enfatiza lo dicho anteriormente. 

TABLA33 

LA ELABORACION DEL PRODUCTO DESARROLLADO EN ESTE PROYECTO. 

PARAMETRO VAWR 

*Hidrólisis en;:imálica • 
-sustrato caseína 
-enzimas Amano ZA-Papaína 
-concentración de sustrato [S) 10% 
-relación [E.IS] 1%-2% 
-temperatura 50"C 
-tiempo de reacción 20horas 
-agitación ~ftPni% sin baílcs -recipiente 

•Jnaclii.•ación en:imálica • 
-temperatura 90ºC 
-tiempo 10-15 min 

•Adsorción• 
-adsorben te carbón activado DGR 8X30 
-fabricante clarificantes mexicanos 
-fonna fí.!tica ~ranular 
-concentración de adsorbente .95 g CNg protelna 
-agitación 400 rpm 
-tiempo de contacto 40nun 
-temperatura de operación 20"C 
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TABLA34 

PRONOSTICO DE DE:O.IANDA DEL ALIMENTO BAJO EN FENILALANINA 

PARA EL PERIODO 1990-1997 (López, 1989). 

PRONOSTICO Kg/año 

Producto/ai10 1990 1991 1992 1993 1997 

Alimento bajo en lenila- 3300 9540 15780 22020 46980 
lanina. 
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-==============================================;¡ 

[)!AGJRi\JVJ[í\ JA JBLC»l1lTJES DEL 
PROCESO PROPUESTO 

AGUA DE PROCES03 
CASE!NATO REACClON DE 
ENZIMAS lllDROLISJS 

ENVASADO, r 

EMIJLSIFICANTES 

CENTRIFUGADO 
O FILTRADO L..JEMLJLSIFICACION 

CARilON ACTIVADO 

·¡-1-f-1:1ITAMlNAS 
MINERALES 

AMINOACIDOS 
MALTODEXTRINA 

S~:CADO 

FIGUR.a. ::!8 
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7 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
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1. Se eligió a la caseína como materia prima para la elaboración del alimento 

bajo en fcnilalanina, por ser técnica y económicamente viable. 

2. Se desarrolló un proceso enzimático para hidrolizar la caseína y hacer 

posible la separación de la fenilalanina. 

J, Se probó la técnica de separnción de la fenilalanina con carbón activado 

desarrollada en otra etapa de este proyecto en diversos hidrolizados 

enzimáticos a fin de establecer las condiciones óptimas del proceso. 

4. Se formuló el alimento como una fuente proteica, pobre en fcnilalanina y 

con nutrimentos necesarios para el desarrollo adecuado de los lactantes 

fenilcetonúricos. 

5. Se caracterizó el alimento bajo en fcnilalanina obtenido por hidrólisis 

enzimática de caseína, útil como sustituto de leche como alimento principal 

en niños con fenilcctonuria. 

6. El hidrolizado ácido de proteínas con un tiempo de hidrólisis de 7 horas 

aún no llega a ser un producto compuesto de aminoácidos libres, compuesta 

la población más pequeña por estructuras formadas por más de tres 

aminoácidos. 

7. En la tercera hora de hidrólisis de proteínas se logra romper a la proteína, 

obteniéndose oligopéptidos de más de tres aminoácidos. 
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8. A partir de la quinta hora de hidrólisis ácida de proteínas, no se mejora el 

hidrolizado, por lo que se descartó la hidrólisis ácida de proteínas como 

alternativa para este proceso. 

9. El hidrolizado enzimático de caseína está formado por oligopéptidos de alto 

peso molecular, por tripéptido, dipéptidos y por aminoácidos. 

10. En el hidrolizado enzimático de caseína, tratado con carbón activado, se 

eliminan los aminoácidos aromáticos, obteniéndose una población 

homogénea de oligopéptidos formados por más de tres aminoácidos. 

11. Se propone evaluar geles con grados mayores de entrecruzamiento como 

"Sephadex G-15 ó G-10 para la cromatografía en columna, así como evaluar 

otras mezclas de solventes que permitan una mayor separación de los 

componen tes de la mezcla desconocida en lacromatograflaen capa delgada. 

Evaluar la homogeneidad del producto obtenido por hidrólisis enzimática 

con pruebas "in vivo". Evaluar el hidrolizado ácido de caseína con un tiempo 

mayor de hidrólisis, observando los inconvenientes de su realización, para 

poder tenerlo como una alternativa de la liberación especifica de fenila

lanina en proteínas. 
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