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RESUMEN

Los hidrolizados enzimaticos son utilizados ampliamente en la industria alimentaria
por sus propiedades funcionales, nutricionales e inmunoldgicas para la obtencion
de péptidos con actividad bioldgica. Los hidrolizados con bajo grado de hidrolisis
son usados como modificadores de las propiedades funcionales de los alimentos,
los de alto grado de hidrolisis son utilizados en la formulacién de dietas especiales
y alimentos infantiles, mejorando las caracteristicas de digestion y absorcion
intestinal de la proteina de partida. La eleccion de la fuente proteica a utilizar en el
proceso de hidrélisis se realiza en funcion del uso final que va a tener el hidrolizado
y del valor agregado con respecto al sustrato de partida, es por esto que se plantea
usar como sustrato una mezcla de cereales a base de trigo y quinua. La quinua es
un grano altamente nutritivo debido a su excelente calidad de proteinas y a una
amplia gama de minerales y vitaminas, clasificAndola como el Unico alimento vegetal
que proporciona todos los aminoacidos esenciales, con alta proximidad a los
estandares de nutricibn humana establecidos por la FAO.

Es por esto que el objetivo de este trabajo fue optimizar el proceso de hidrdlisis
enzimatica de proteinas a base de quinua y trigo con Neutrasa®, usando un sistema
de reaccion en seco, metodologia que hasta el momento no es reportada en la
literatura. La optimizacidén se realiza mediante el método estadistico de superficie
de respuesta, teniendo como parametros de respuesta grado de hidrolisis y
digestibilidad in vitro con el fin de obtener la formulaciéon de una papilla a base de
quinua que suplemente la deficiencia de aminoacidos esenciales que no estan
presentes en los cereales usados comercialmente. Esto se consigui6é realizando
pruebas preliminares de hidrdlisis enzimatica en un montaje para materiales secos,
con agitacion constante y control de temperatura. Los rangos sobre los cuales se
plantea el disefio experimental para la optimizacion del proceso de hidrolisis se
encontré realizando pruebas de actividad enzimatica en proteina de soya y en la
mezcla trigo/quinua. Luego se procedié a ejecutar los procesos arrojados por el
disefio de superficie de respuesta para la hidrdlisis con la mezclas de cereales
trigo/quinua encontrando que las condiciones Optimas de hidrdlisis fueron:
42,447°C, 1,638% w/w, 32,8 min obteniéndose valores de grado de hidrolisis y
digestibilidad in vitro de 3% y 79,864% respectivamente, los cuales estan en rangos
superiores en comparacion con las muestras que no han recibido ningan proceso.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los cereales son una fuente importante de proteinas en la dieta de los seres
humanos, su valor nutricional esta relacionado principalmente con el contenido de
proteinas, que son un importante grupo de macromoléculas bioldgicas que
participan en las funciones fisiologicas (Gorinstein et al. 2002). La calidad nutricional
de la proteina se determina por la cantidad de aminoacidos esenciales que estan
presentes en estas, como lisina. Estos no pueden ser sintetizados por el cuerpo,
limitando la sintesis de nueva proteina para remplazar a la perdida debido al
recambio normal, lo que produce un balance negativo de nitrégeno. Generalmente,
la mayoria de las proteinas animales contienen todos los aminoacidos esenciales
en las cantidades aproximadamente necesarias para el cuerpo humano; las
proteinas vegetales, por otro lado, carecen frecuentemente de uno o mas
aminoéacidos esenciales (OMS. 2007), pero el mayor inconveniente es el alcance
que tiene la poblacién de las proteinas animales, por lo que se debe buscar
alternativas para evitar la desnutricién. La quinua es un grano altamente nutritivo
debido a su excelente calidad de proteinas y a una amplia gama de minerales y
vitaminas. El contenido de proteina en la quinua oscila entre 13,81 y 21,9%
dependiendo de la variedad (Miranda et al. 2013; Llorenten et al. 2008). Debido al
alto contenido de aminoacidos esenciales, la quinua es considerada el Unico
alimento vegetal que proporciona todos los aminoacidos esenciales que estan cerca
de los estandares de nutricibn humana establecidos por la FAO, la proteina del
grano es rica en aminoacidos como histidina, lisina y metionina que son deficientes
en cereales (Bertazzo et al. 2007).

En 1996, la quinua fue clasificada por la FAO como uno de los cultivos méas
prometedores de la humanidad, por sus beneficios nutricionales y su versatilidad
agricola para contribuir a la seguridad alimentaria en diversas regiones del planeta,
sobre todo en los paises que estan limitados en la produccién de alimentos o donde
la poblacion no tiene facil acceso a fuentes de proteina, ademas es libre de gluten,
disminuyendo el riesgo de alergenicidad para las personas que son intolerantes a
este tipo de compuestos en las harinas de los cereales (Nascimento et al. 2014).
A pesar de los beneficios que ofrece el consumo de quinua por su alto contenido de
proteinas, los nifios en periodo de lactancia no asimilan facilmente las proteinas con
alto peso molecular, generando intolerancia y molestias estomacales. Una de las
soluciones que se han implementado con el avance y desarrollo tecnoldgico es el
uso de hidrolizados enziméticos, los cuales mejoran la digestibilidad y aumentan el
valor nutritivo; ademas, el consumo no genera desequilibrios osmoticos ni alergias,
y tiene un sabor aceptable (Benitez et al. 2008). Los hidrolizados enzimaticos son

14



usados en la industria alimentaria porque se tiene un control en la hidrolisis y no es
destructiva, en comparacion con la hidrdlisis acida y alcalina.

Con base a esto y que en los ultimos afios la quinua se ha reconocido en el Cauca
como una importante fuente de nutrientes (Corredor 2006), este cultivo que se habia
abandonado, hace una década se convirtio en el principal alimento de la estrategia
para combatir la desnutricion infantil en el departamento, a través del Programa de
Alimentacion y Nutricidn Escolar PANES, de la gobernacién del Cauca, en convenio
con la Universidad del Cauca, para lo cual establecio el Plan Departamental de
Seguridad Alimentaria y Nutricional “Cauca sin Hambre” 2009-2018, en el que la
quinua es el eje central de esta politica publica. Consecuente con esta estrategia
para combatir la desnutricion en el Cauca, ha potencializado que cultivadores,
transformadores y comercializadores trabajen de manera integrada, con el apoyo
del equipo técnico de Agroinnova (Corporacién Incubadora de Empresas
Agroindustriales del Cauca)!. Surgiendo como iniciativa la formulacién de una
papilla a base de quinua por parte de la empresa transformadora de esta materia
prima SEGALCO S.A.S, implementando el uso de metodologias que implican
menores costos y que no estan reportados en la literatura, mediante la optimizacion
de un proceso de hidrdlisis enzimatica en base seca de proteinas a partir de un
alimento con alto potencial nutricional.

1 URL:// http://www.periodicolacampana.com/la-quinua-es-nutricion-y-desarrollo-economico-para-
el-cauca/. Consultado 14-09-2015
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Optimizar la digestibilidad in vitro de un hidrolizado enzimético de proteinas,
utilizando como proteasa Neutrasa® en la formulaciéon de una papilla de harina de
cereales a base de quinua (Chenopodium quinoa willd).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1. Evaluar la eficiencia de la enzima teniendo como variables temperatura,
tiempo, tipo de sustrato, concentracion enzima-sustrato.

2.2.2. Garantizar la maxima digestibilidad, determinando las condiciones éptimas de
hidrdlisis enzimatica.

2.2.3. Determinar las caracteristicas nutricionales del producto final.
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3. ANTECEDENTES Y MARCO CONCEPTUALE

3.1. QUINUA

3.1.1. DESCRIPCION GENERAL

La quinua (Chenopodium quinoa willd) es un pseudocereal con un alto valor
nutricional que durante miles de afios fue el principal alimento de las antiguas
culturas de los Andes y se distribuye en diferentes zonas agroecoldgicas de la
region, el contenido de proteina de la quinua varia entre 13,81 y 21,9% dependiendo
de la variedad; debido al elevado contenido de aminoacidos esenciales de su
proteina, la quinua es considerada como el Unico alimento del reino vegetal que
provee todos los aminoécidos esenciales, que se encuentran cerca de los
estandares de nutricion humana establecidos por la FAO (Mujica et al. 2006; Koziol
et al. 1992). Actualmente, la quinua estd en un proceso de expansion porque tiene
un gran potencial para mejorar las condiciones de vida de las personas en los paises
andinos y el mundo moderno (FAO. 2011). Es una planta de hoja ancha, 1-2 m de
altura como se observa en la Figura 1, con raices profundas y se puede cultivar
desde el nivel del mar hasta una altitud de 4000 m.s.n.m, el fruto es seco y mide
aproximadamente 2 mm de didmetro (de 250 a 500 semillas/g) como se observa en
la Figura 2, rodeado por el céliz, que es del mismo color que la planta (Figura 3). La
quinua es muy adaptable a diferentes zonas agroecoldgicas, se adapta a los climas
calidos y secos, puede crecer con humedades relativas del 40% al80 %, soportando
temperaturas de -4°C a 38°C. El grano se utiliza para hacer sopa, cereales y alcohol,
mientras que la harina se utiliza en la fabricacion de galletas, pan y alimentos
procesados (Stikic et al. 2012; Escuredo et al. 2014)

Figura 1. Cultivo de quinua Blanca de Jericd, municipio de Bolivar Cauca. Fotografia: Fierro V., 2015.
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Figura 3. Panoja de la planta de quinua
Figura 2. Grano de quinua blanca. Fotografia: florecida. Fotografia: Fierro V., 2015
Fierro V., 2015

3.1.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La quinua fue ampliamente cultivada en la regién Andina por culturas precolombinas
y sus granos han sido utilizados en la dieta de los pobladores del altiplano y de los
valles interandinos, en zonas altas superiores a 3500 m.s.n.m, zonas frias con un
promedio de temperaturas de 12°C y zonas aridas con una precipitacion promedio
de 350 mm (Mujica et al. 1999; Jacobsen et al. 1993). El cultivo de quinua se ha
expandido en los ultimos afios, destacAndose como principales productores Bolivia,
Perd, Estados Unidos, Ecuador y Canada. La quinua se cultiva también en
Inglaterra, Suecia, Dinamarca, los Paises Bajos, Italia, Francia y en zonas tropicales
como las sabanas de Brasil donde se reporta la obtencion de rendimientos mas
altos que los de la zona Andina (FAO. 2011). En Colombia, la quinua fue utilizada
por los Chibchas y otras tribus de la meseta Cundinaboyacense y se empez6 a
desplazar hacia la region de las antiguas ruinas de San Agustin en el Huila, quienes
tenian comunicacion con los pobladores de la Sabana de Bogota, y a la vez
ayudaron a la dispersion de la quinua hacia el departamento de Narifio y
posteriormente a Ecuador (Corredor et al. 2006). Actualmente se estima que el area
cultivada de quinua en Colombia es cercana a las 600 ha; localizadas en Narifio,
200 ha; Cauca, 100 ha; Boyaca, 200 ha y Cundinamarca, 100 ha, cuyo promedio de
produccion oscila entre 1.5 ton/ha sin tecnificacion y tecnificada hasta 3.5 ton /ha.
En el Cauca la quinua es cultivada por los productores pertenecientes a los
municipios de Silvia, Caldono, Jambalo, Bolivar, Sotara, Puracé, Santa Rosa,
Totord, La vega, Toribio, Almaguer y Rosas?

2 URL: http://elnuevoliberal.com/el-cauca-se-la-juega-con-la-quinua/. Consultado 17-09-2015
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3.1.3. DESCRIPCION BOTANICA Y TAXONOMICA

3.1.3.1. Clasificacion botanica.

La quinua es una planta anual, dicotiledonea, usualmente herbacea, que alcanza
una altura de 0,2 a 3,0 m. Las plantas presentar diversos colores dentro de los que
se encuentran verde, morado, rojo y algunos colores intermedios. El tallo principal
puede ser ramificado o no, depende del ecotipo, raza, densidad de siembra y de las
condiciones del medio en que se cultiven, es de seccidn circular en la zona cercana
a la raiz, transformandose en angular a la altura de las ramas y hojas. Estas son de
caracter polimérfico en una sola planta; las basales son grandes y pueden ser
romboidales o triangulares, mientras que las hojas superiores generalmente
alrededor de la panoja son lanceoladas como se observa en la Figura 4. Su color
va desde el verde hasta el rojo, pasando por el amarillo y el violeta, segun la
naturaleza y la importancia de los pigmentos. (Tapia et al. 2000; Bonifacio et al.
1992; Rojas et al. 2010). La inflorescencia es racimosa y se denomina panoja por
tener un eje principal mas desarrollado, del cual se originan los ejes secundarios y
en algunos casos terciarios. En la Figura 3 se observa la panoja, en esta se
encuentran pequefas y densas flores que contienen el grano, este es un aguenio
indehiscente que contiene un grano que puede alcanzar hasta 2,66 mm de didmetro
de acuerdo a la variedad (Rojas et al. 2003), el cual esta cubierto por el perigonio y
se desprende con facilidad al frotarlo (Tapia et al. 2000).

=\
&)
‘ | J
|
r Parte superior Grano o semilla
de la planta de quinua

Figura 4. Partes de una planta de género Chenopodiu (Jansen, P. 2004)

3.1.3.2. Clasificacion taxondmica.

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de la quinua

Orden Clasificacion
Reino Vegetal
Divisién Magonoliophyta
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Clase Magnoliopsida

Subclase Caryophyllidae

orden Caryophyllales

Familia Chenopodiaceae
Genero Chenopodium

Seccion Chenopodia
Subseccién Cellulata

Especie Chenopodium quinoa willdenow

Fuente: Chamorro et al. 2003. Continuacion Tabla 1

El género Chenopodium es el principal dentro de la familia Chenopodiaceae y tiene
amplia distribucion mundial, con cerca de 250 especies. Los nombres usados en la
regién Andina son quinua, Kiuna, parca (Ecuador, Peru, Bolivia), supha, jopa, jupha,
jiura, aara, callapi, vocali (Bolivia); quinhua (Chile); y suba, pasca (Colombia). (Giusti
et al. 1970; Chamorro et al. 2003).

3.1.4. VARIEDADES

Las variedades de quinua se han catalogado teniendo en cuenta la adaptacion a
diferentes condiciones agroecoldgicas (suelos, precipitacion, temperatura, altitud,
resistencia a heladas, sequia, salinidad o acidez); mostrando variabilidad en la
coloracion de la planta, inflorescencia y semilla. Las variedades de quinua que se
cultivan en Colombia son las variedades dulces (Bonifacio et al. 2004)

Tabla 2. Variedad de quinua cultivada en Colombia.

Departamento Variedad

Narifio Blanca dulce, Tunkahuan, Piartal, Los Pastos
Cauca Blanca Dulce (Blanca de Jerico), Tunkahuan
Cundinamarca Blanca Dulce, Amarilla de Marangani
Boyaca Blanca Dulce, Tunkahuan, Dorada

Fuente: Corredor et al. 2006

3.1.5 COSECHA

La cosecha y poscosecha comprende las labores de corte, secado, trilla, venteo y
almacenamiento del grano. Con la aplicacién de buenas practicas en estas labores
se logra obtener un grano que cumplan los parametros de calidad. La época 6ptima
para el corte de las plantas depende de la variedad, tipo de suelo, humedad y
temperatura predominante. Por lo general, las hojas de la planta de quinua se tornan
de una coloracién amarillenta o rojiza dependiendo de la variedad y en la panoja es
posible ver los granos por la apertura que realiza el perigonio, caracteristico en esta
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fase de madurez fisiolégica. Otra manera es golpeando suavemente la panoja con
la mano, si existe caida de los granos ya se puede empezar con el corte (Aroni J.,
2005).

3.1.6. IMPORTANCIA DE LA QUINUA

La quinua, el llamado grano de oro, protegido durante miles de afios por los
habitantes de las zonas andinas de América Latina y descubierto por el resto del
mundo recientemente, fue homenajeada por la Organizacion de las Naciones
Unidas al declarar el 2013 como el Afo Internacional de la Quinua. Ademas, la
Asamblea General de las Naciones Unidas destaca las cualidades nutritivas de la
quinua y su adaptabilidad a diferentes condiciones agroecolégicas, propiedades
que, junto a su bajo costo de produccién, la convierten en una gran aliada en la
lucha contra el hambre y la inseguridad alimentaria. La amplia variabilidad
agroecologica a la cual puede adaptarse la quinua se refleja en el hecho de que los
cultivo se concentra en los valles altiplanicos de Bolivia y Peru, se la encuentra en
algunas regiones costeras del Sur de Chile, hasta los valles andinos del Sur de
Colombia, y en pisos altitudinales que van desde el nivel del mar hasta los 4.000
m.s.n.m (FAO. 2014). Estudios recientes realizados por Vidueiros et al. 2014,
Gonzales et al. 2011, Miranda et al. 2013 muestran la riqueza nutricional de la
quinua en comparacion con otros alimentos béasicos (Tabla 3), destacando el hecho
de que las proteinas de la quinua rednen todos los aminoacidos esenciales en un
buen balance, al mismo tiempo los acidos grasos, son libres de colesterol; presentan
un alto contenido de fibra y facil digestibilidad, (Koziol et al. 1992; Vidueiros et al.
2014). La NASA también la incluyoé dentro del sistema CELLS (en espafiol: Sistema
Ecoldgico de Apoyo de Vida Controlado) para equipar sus cohetes en los viajes
espaciales de larga duracién, por ser un alimento de composicion nutritiva excelente
como alternativa para solucionar los problemas de insuficiente ingesta de proteinas
(Bertazzo et al. 2007).

Tabla 3. Contenido de macro-nutrientes en la quinua y otros alimentos, en base
seca % wiw.

Contenido Quinua Frijol Maiz Arroz Trigo
Energia ( Kcal/1009g) 399 367 408 372 392
Proteina (g/100g) 16,5 28 10,2 7,6 14,3
Grasa (g/1009) 6,3 1,1 4.7 2,2 2,3
Total carbohidratos (g/100g) 69,0 61,2 81,1 80,4 78,4

Fuente: Koziol et al. 1992
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3.1.6. COMPOSICION QUIMICA

La composicion quimica proximal de los granos de quinua dependiendo de la
variedad esté constituida por la composicion que se observa en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion proximal promedio de quinua

Composicion (%) X (min-max)
Humedad 12,9 5,4-20,7
Proteina 14,3 9,6-22,1
Grasa 4,6 1,8-8,2
Ceniza 3,5 2,4-9,7
Carbohidratos 61,4 46,0-77,4
Fibra 3,0 1,1-5,8
Celulosa 5,3 2,9-12,2

Fuente: Corredor et al 2006. Donde X indica el promedio entre el porcentaje del valor minimo y el
maximo.

Entre el 16 % y el 20 % del peso de una semilla de quinua lo constituyen proteinas
con todos los aminoacidos, incluidos los esenciales, considerandose una proteina
de alto valor biologico, ya que estos cubren los requerimientos de aminoacidos
recomendados para nifios en edad preescolar, escolar y adultos (FAO/OMS/UNU,
1985). La importancia de las proteinas de la quinua radica en la calidad, son
principalmente del tipo albumina y globulina, estas tienen una composicién
balanceada de amino&cidos esenciales parecida a la composicién de aminoacidos
en la caseina, la proteina de la leche. El contenido de &cidos grasos presente en la
quinua ayuda a reducir el colesterol LDL (colesterol malo) del organismo y elevar el
colesterol HDL (colesterol bueno) gracias a su contenido en acidos grasos omega
3 (acido linolénico), omega 6 (acido linoleico), omega 9 (4cido oleico) (Tang et al.
2015; Peiretti et al. 2013); segun estos autores, el 11,5% de los acidos grasos
totales de la quinua son saturados. Los carbohidratos de las semillas de quinua
contienen entre un 58 % y 68 % de almidén y un 5 % de azlcares, que la convierten
en una fuente 6ptima de energia que se libera en el organismo de forma lenta por
su importante cantidad de fibra (Llorente et al. 2008). Es un alimento rico en
minerales como calcio, potasio, magnesio, hierro, fosforo, zinc, manganeso y
pequefnas cantidades de cobre vy litio. Cabe destacar que la quinua contiene fibra
dietaria, es libre de gluten y ademas contiene dos fitoestrogenos, daidzeina vy
cenisteina, que ayudan a prevenir la osteoporosis y muchas de las alteraciones
organicas y funcionales ocasionadas por la falta de estrdgenos durante la
menopausia, ademas de favorecer la adecuada actividad metabdlica del organismo
y la correcta circulacion de la sangre (Llorente et al. 2008).
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3.2. HIDROLIZADOS PROTEICOS

Los hidrolizados proteicos se pueden obtener mediante tres métodos, hidrolisis
acida, alcalina y enzimatica; esta Ultima presenta ventajas en comparacion con las
otras metodologias, puesto que no es destructiva y permite un control de los
productos a obtener, es por esto que en los ultimos afios las investigaciones para la
obtencion de hidrolizados proteicos y sus aplicaciones se realizan usando enzimas
(Guadix et al. 2000). La composicion final y, por tanto el uso, dependen
principalmente de la fuente y proteina nativa presente, del tipo de proteasa usada,
de las condiciones y del grado de hidrélisis alcanzado en la reaccién. Los
hidrolizados proteicos son de gran interés para la industria alimentaria, siendo
ampliamente utilizados en la fabricacion de alimentos preparados, productos
dietéticos, nutricion infantil y péptidos con actividad bioldgica. La modificacion de las
proteinas permite mejorar las propiedades funcionales, nutricionales e
inmunologicas del alimento original sin perder el valor nutritivo. La hidrélisis mejora
la solubilidad, el poder espumante y la capacidad emulsificante de las proteinas,
aumenta su digestibilidad y reduce el caracter alergénico. Ademas, mediante
hidrolisis enzimatica se obtienen determinados péptidos de actividad biologica
demostrada, que se emplean en la formacion de nuevos productos proteicos de alto
valor afiadido conocidos como alimentos funcionales (Prieto et al. 2007).

3.2.1. HIDROLISIS ENZIMATICA DE PROTEINAS

La reaccién de hidrdlisis consiste en la ruptura del enlace existente entre los
aminoacidos que componen una cadena peptidica, consumiéndose una molécula
de agua por cada enlace roto como se observa en la Figura 5. Las proteasas son
las encargadas del rompimiento del enlace peptidico, generando diferentes
especies: proteinas, proteosas, peptonas, péptidos y aminoacidos; cada especie se
diferencia fundamentalmente por su solubilidad y el tamafio de la cadena obtenida.

y 0
NN S S
1 N + H,0—> R1/ OH + H,N
© O

Enlace peptidico

Figura 5. Reaccion de hidrdlisis enzimatica de proteinas. Donde R1 y R; es la continuacién de la
cadena proteica.

El grado de hidrolisis es la propiedad fundamental de un hidrolizado y va a
determinar en gran medida las restantes caracteristicas del mismo y por tanto su
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posible uso. Se define como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos en relacion
al nimero total de enlaces peptidicos presentes en la proteina. El grado de hidrdlisis
final esta determinado por las condiciones utilizadas, siendo éstas, la concentracion
de sustrato, la relacion enzima/sustrato, el tiempo de reaccion y las condiciones
fisicoquimicas tales como pH y temperatura. Otro factor que también va a
determinar el grado de hidrolisis es la naturaleza de la enzima, caracterizada por su
actividad especifica y tipo de actividad. Asi, la naturaleza de la enzima usada no
s6lo va a influir en el grado de hidrdlisis, sino también en el tipo de péptidos
producidos (Benitez et al. 2008).

3.2.2. Sustrato

La fuente proteica para la hidrélisis enzimatica puede ser de origen animal, vegetal,
bacteriano o fungico. Para la eleccion de una fuente proteinica adecuada debe
tenerse en cuenta el uso que vaya a tener el hidrolizado, asi como el valor agregado
del producto final con respecto al sustrato inicial. (Benitez et al. 2008); dependiendo
del tipo de proteina, la secuencia de aminoacidos y la estructura tridimensional se
va a dar el ataque proteolitico y asi mismo la formacion de las cadenas peptidicas.
En los dltimos afios se han desarrollado numerosas aplicaciones, destacandose la
formulacion de alimentos a base de proteina de origen vegetal, como alternativa al
uso de proteina de origen animal en la formulacién de alimentos especiales para
nifios y/o adultos enfermos; las proteinas son el principal componente estructural y
funcional de las células y tienen numerosas e importantes funciones dentro del
organismo que van desde su papel catalitico (enzimas) hasta su funcion en la
motilidad corporal (actina, miosina), pasando por su papel mecanico (elastina,
colageno), de transporte y almacén (hemoglobina, mioglobina, citocromos),
proteccion (anticuerpos), reguladora (hormonas). (Martinez et al. 2006; Clemente et
al. 2010; Velasco et al. 2007).

3.2.3. Enzimas

Las enzimas son proteinas que actian como potentes y eficaces catalizadores, son
especificas respecto al tipo de sustrato; se clasifican de acuerdo a su actividad y al
tipo de sustrato sobre el cual actian, como se observa en la Tabla 5. La actividad
catalitica de una enzima se caracteriza por actuar en condiciones especificas de
temperatura y pH, trabajar con enzimas proporciona altos rendimientos y aumento
en las velocidades de reaccion, ademas permite el control de la hidrdlisis y las
propiedades de los productos obtenidos (Velasco et al. 2007; Mathews et al. 2002).
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Tabla 5. Clasificacién de enzimas

Clase Ejemplo de enzimas
Oxidorreductasas Peroxidasas, Catalasas, Glucosa-oxidasas, Lacasas
Transferasas Fructosil-transferasas, Glucosil-transferasas
Hidrolasas Amilasas, Celulasas, Lipasas, Pectinasas, Proteasas
Liasas Pectato-liasas. Alfa-acetolactato decarboxilasa
Isomerasas Glucosa-isomerasas

Ligasas Sintetasa

Fuente: Mathews 2002.

Las proteasas, enzimas utilizadas en la industria alimentaria para la obtencion de
los hidrolizados proteicos, se clasifican de acuerdo a su origen (animal, vegetal,
bacteriano o fungico), su accién catalitica y la naturaleza del centro activo. Pueden
ser endopeptidasa si rompe el interior de las cadenas peptidicas, y exopeptidasas,
si rompe aminoacidos y dipéptidos de los extremos de las cadenas polipeptidicas.
La naturaleza del centro catalitico en las endopeptidasas puede ser serinproteasas,
cisteinproteasas, metaloproteasas y aspartatoproteasas; las exopeptidasas pueden
ser, aminopeptidasas, carboxipeptidasas o dipeptidasas (Velasco et al. 2007). Las
proteasas de grado alimenticio usadas en la industria se muestran en la Tabla 6,
destacando el uso de complejos enziméaticos como Neutrasa®, Papaina, Protamex,
Flavozymes para los procesos tecnoldgicos en alimentos.
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Tabla 6. Proteasas disponibles comercialmente de grado alimenticio

. . o Intervalo de Sitio de accion
Tipo de proteasa Origen Nombre Fuente Temp (°C) bH catalitica
Tripsina 30-60 7-9 -*Lis (o Arg)--
Animal Quimiotripsina Porcino, bovino 45-55 8-9 ~Trp (LZLB'_E Fen,
Serinproteasa Elastasa 6-8 -*Ala--
) Substilisin. Carlsberg, Bacillus licheniformis 50-60 6-10 FAAp--
Bacteriana Alcalasa
Subst.BPN, Substilisin Novo Bacillus amyloliquefaciens 40-55 6-10
Papaina Papaya 40-75 5-8 -*Fen (o Val, Leu)--
Cisteinproteasas Plantas Bromelaina Pifia 20-65 5-8 AA--
Ficina Latex de Ficus 5-8
Animal P(.epsin.a Porcino, bovino 1-4 -Fen (o T.ir, Leu)*-Trp
Aspartato proteasas Ql.JImOSIha Bgcerro — A (o Fen, Tir)
Fangica Aspergilopeptidasa A Aspergillus Saitoi 2-5 Glu, Asp, Leu*---
Newlasa Rhizopus sp 3-6 Similar a la pepsina
* Carbonilo del AA
Animal Carboxipeptidasa A Pancreas 7-8 terminal del péptido,
Metalo proteasas excepto Pro, Arg, Lis
. Neutrasa Bacillus amyloliquefaciens 40-55 6-7,5 -Fen, Leu, Val*...
Bacteriana — -
Termolisina B. thermoproteolyticus 7-9 -lle, Leu, Val, Fen*...
Preparaciones
22;‘;): :CZEWI:A oToZ:FIJZigZ Papaina cruda Fruto de la papaya 5-9 Amplia especificidad
y lisozima
Mezcla de tripsina,
quimiotripsina, elastasa Pancreatina Pancreas ( bovino y porcino) 30-80 7-9 Muy amplia especificidad
y carboxipeptidasa
Mezcla de serin
aspartato 'y metalo Veron P. Sumicina LP. Biocina A Aspergillus oryzae 40-55 4-8 Muy amplia especificidad
proteasas
Mezcla de endo y exo
proteasas, actividad en Pronasa Streptomyces griseus 7-9 Muy amplia especificidad

pH alcalino y neutro

Fuente: Benitez et al. 2008. Donde *Indica sitio de accion de la proteasa sobre el sustrato; AAn: Indica AAs hidrofébicos.
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3.2.4. Tiempo

El tiempo de reaccion es una de las variables que determinan la hidrolisis enzimatica
y esta relacionado directamente con el final de la reaccion, implica la transformacion
de una o varias sustancias iniciales llamadas reactivos en otras sustancias
diferentes que se denominan productos de la reaccién, y se mide de acuerdo a la
cantidad de moles de producto generada por unidad de tiempo, relacionada con la
actividad enzimatica.

3.2.5. Parametros fisicoquimicos (Temperatura y pH)

Las variables temperatura y pH determinan el resultado de la reaccion e influyen en
la especificidad de la enzima y por tal motivo en la composicion del hidrolizado. En
la reaccion de hidrodlisis enzimatica de la Figura 5, por cada molécula de agua que
se consume en la reaccién, se forman grupos carboxilo y amino nuevos capaces de
liberar o aceptar protones dependiendo del pH. A pH bajo todos los grupos amino
estan protonados y solamente parte de los grupos carboxilo estan desprotonados,
resultando en una captacion neta de protones por cada enlace peptidico roto,
generando un aumento del pH. A pH neutro y alcalino la hidrélisis conlleva a una
disminucién de pH, debido a que los grupos carboxilo estan desprotonados y
solamente parte de los grupos amino estan protonados. La conformacién de las
proteinas depende, en parte, de las cargas eléctricas, aportadas por los grupos
guimicos ionizables carboxilo, amino, tiol, etc, cada enzima tiene su conformacién
mas adecuada, y por ende su mayor actividad catalitica en un determinado pH, valor
Optimo; el cambio drastico de pH puede generar una desnaturalizaciéon de la enzima,
evidenciandose en una disminuciébn o pérdida de la actividad, por esto es
recomendado realizar reacciones enzimaticas en buffer o en un sistema que permita
controlar el pH (Benitez et al. 2008; Grahame et al. 2015).

La velocidad de una reaccion aumenta al aumentar la temperatura, en el caso de
las reacciones catalizadas por enzimas, tienen temperaturas éptimas sobre la cual
tienen su mejor actividad catalitica. A esta temperatura, la barrera de la energia de
activacion es menor, al sobrepasar la temperatura Optima puede ocurrir una
desnaturalizacién de la enzima y perder su actividad debido a que se rompen los
enlaces que dan la conformacion de la enzima.

3.2.6. Relacién enzima sustrato E/S

Las reacciones catalizadas por enzimas tienen la funcion principal de disminuir la
energia de activacion e inducir la formacion del complejo enzima-sustrato, que da
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paso a la formacion del producto y posterior liberacién de la enzima que continua
con el proceso catalitico. La velocidad de transformacién aumenta con la
concentracion de sustrato hasta un determinado valor (Vmax, velocidad maxima)
donde la enzima se encuentra saturada de sustrato, es decir todos sus centros
activos se encuentran ocupados y la concentracion de enzima libre es cero, es por
esto que se debe encontrar el valor 6ptimo de la cantidad de enzima y sustrato para
que la reaccion continde hasta que se da la transformacion del sustrato a producto
(Grahame et al. 2015; Arderiu et al. 1998)

3.2.7. Etapas de la hidrdlisis enzimatica de proteinas

Todas las enzimas tienen un centro activo en el cual interaccionan las moléculas
del sustrato, la hidrélisis enzimética se da en tres etapas, la primera etapa es la
formacion del complejo enzima-sustrato que se ve favorecida por la formacion de
una serie de interacciones débiles entre grupos funcionales complementarios de la
enzima y el sustrato, la formacion de estas interacciones genera una liberacién de
energia que ayuda a estabilizar el complejo y es la energia que las enzimas utilizan
para disminuir la barrera de la energia de activacion y aumentar la velocidad de
reaccion; la segunda etapa es el fraccionamiento del enlace amidico dando como
resultado la liberacion de un péptido y como etapa final el péptido restante se separa
de la enzima después de un ataque nucleofilico de una molécula de agua. El
mecanismo de accidn catalitico se muestra en la Figura 6 y sigue la Ecuacion 1 de
Michaelis-Menten (Benitez et al. 2008; Grahame et al. 2015).

k
< H,0 ,.
E+ S —k>EST> EP + H-P ——» E + H-P + P-OH
1 2 3

Figura 6. Mecanismo de accién catalitico de una proteasa.

~ 1 Ky+I[S]  Knu [5]
V= m ” V B Vméx[s] B Vméx [S] * Vméx[s]

Ecuacién 1. Ecuacion de Michaelis-Menten

3.3. CARACTERIZACION DEL HIDROLIZADO ENZIMATICO

Los péptidos obtenidos de la hidrdlisis enzimatica tienen mejores propiedades
funcionales, nutricionales y actividad biolégica comparados con la proteina nativa,
ya que genera un cambio en las propiedades funcionales, obteniendo péptidos de
menor peso molecular, un aumento en la carga y la liberacion de grupos
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hidrofobicos entre otros. Todos estos cambios moleculares pueden ser detectados
por diferentes métodos analiticos y hacer seguimiento de los mismos. El pardmetro
mas usado para la caracterizacion molecular del hidrolizado es el grado de hidrdlisis,
y el analisis de las propiedades funcionales mediante solubilidad y digestibilidad
(Benitez et al. 2008; Kose et al. 2015; Kong et al. 2007).

3.3.1.1 Determinacion del grado de hidrélisis

El avance de la reaccion proteolitica se mide como grado de hidrdlisis, se define
como la relacion entre el nimero de enlaces peptidicos rotos y el nimero total de
enlaces peptidicos en la proteina, y se calcula de acuerdo a la Ecuacion 2, donde h
es el numero de enlaces peptidicos hidrolizados y h;,; €l nUmero de enlaces
peptidicos presentes en la proteina nativa.

Ecuacion 2. Calculo del grado de hidrolisis

Existen diferentes métodos para medir el grado de hidrdlisis, estos se basan
fundamentalmente en la determinacion del nitrogeno soluble tras precipitar la
proteina, la determinacién de los grupos a-amino libre, la valoracion del proton
liberado tras la ruptura del enlace peptidico a determinados valores de pH y la
medida del descenso del punto crioscépico (Velasco C., 2007, Benitez et al. 2008).

3.3.1.2. Determinacion de los grupos a-amino libres

La determinacién del contenido de los grupos a-amino libres es unos de los métodos
usados para la determinacion del grado de hidrélisis en el que los grupos a-amino
reaccionan con reactivos que absorben a una determinada longitud de onda y se
hace el seguimiento espectrofotométricamente. Los métodos mas usados para el
control de estos grupos emplean la reaccion con ninhidrina que tiene interferencia
con amonio y tiempos de reaccion altos; otro reactivo utilizado es el ortofenilaldehido
(OPA) que tiene el inconveniente de no reaccionar con prolina y solo parcialmente
con cisteina; también se usa el acido trinitrobencenosulfonico (TNBS) que presenta
alto color de los blancos, contaminacion del TNBS con el acido picrico, interferencia
de azucares reductores y amonio. Spellman et al. 2003 y Panasiuk et al. 1998
realizaron una comparacion entre los dos métodos OPA y TNBS, demostrando que
el método OPA es estable solo durante los primeros 20 minutos en comparacion
con el TNBS, encontrando resultados reproducibles con TNBS (Velasco et al. 2007;
Benitez et al. 2008; Nissen et al. 1979).
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3.3.1.3. Determinacion del contenido de aminoacidos por el método Waters
Pico-Tag.

El Método Waters Pico Tag ha sido ampliamente utilizado para el analisis de
aminoacidos por mas de dos décadas. Este método es aplicable a muestras de
hidrolizados proteicos, fluidos fisioldgicos, piensos, alimentos y preparaciones
farmaceéuticas. La determinacion del contenido de aminoacidos se hace mediante
cromatografia liguida de alta resolucion HPLC. ElI método consiste en una
prederivatizaciéon con fenilisotiocianato (PITC), que da paso a la formacion del
complejo feniltiocarbamil (PTC)-aminoacido y después se da la separacion de los
derivados por cromatografia en fase reversa, el complejo es detectado con alta
sensibilidad a 254nm, (Restrepo et al. 2011; Or- Rashid et al. 2000; Fekkes et al.
2000; Schwarz et al. 2005; Christo et al. 2007; Deyl et al. 1986; Sarwar et al. 1993).

3.3.2. Solubilidad del hidrolizado

La solubilidad del hidrolizado se debe a la reduccion de la estructura secundaria de
la proteina y a que la enzima produce liberacion de péptidos de menor tamafio
molecular aumentando la solubilidad (Kong et al. 2007; Quaglia et al. 1987),
ocasionando la liberacion o exposicion de los grupos amino y carboxilos ionizables
de los aminoacidos que los conforman con mayor capacidad hidrofilica y solvatante.
La capacidad de absorber agua es de gran utilidad en la definicion del uso potencial
de las proteinas modificadas, principalmente si van a ser empleadas en sistemas
donde se requiera una buena interaccién con el agua, como es el caso de sopas,
salsas, masas, productos horneados (Granito et al. 2004) y productos céarnicos
(Douglas et al. 2007).

3.3.3. Andlisis proximal del hidrolizado

El andlisis proximal es un conjunto de metodologias con las cuales se realiza una
caracterizacion cuantitativa de la composicion de un alimento.

3.3.3.1. Humedad o sustancias volatiles

El agua esta presenta en todos los alimentos, la cantidad, el estado fisico y la
dispersion afecta su aspecto, olor, sabor y textura. Los alimentos en general se
consideran que estan integrados por dos fracciones, su materia seca y cierta
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cantidad de agua, esta agua esta en dos formas dentro del alimento como agua libre
0 agua ligada. El conocimiento del contenido de agua en un alimento ayuda prevenir
el crecimiento de microorganismos cuando estd por encima de 60% y otras
propiedades. La determinar del contenido de agua se realiza de acuerdo a lo
establecido por la AOAC 950.43 a través de una deshidratacion completa por
evaporacion del agua en una estufa.

3.3.3.2. Cenizas o materia mineral

Los alimentos contienen elementos minerales formando parte de compuestos
organicos e inorganicos; la incineracion puede generar una variacion en el contenido
de los mismos debido a las reacciones que se presentan en el momento de la
calcinacion. El contenido de cenizas o contenido inorganico es el que queda
después de calcinar la materia organica, determina la calidad del alimento de
acuerdo a los estandares establecidos. La determinacién del contenido inorganico
en un alimento se hace de acuerdo a lo establecido por la AOAC 920.153, para ello
se calcina a 500°C la muestra durante 4 horas o hasta obtener un residuo gris.

3.3.3.3. Extracto etéreo o grasa bruta

El extracto etéreo se refiere a las sustancias extraidas con éter etilico que incluyen
el grupo de nutrientes llamados grasa bruta o lipidos. La grasa es un componente
necesario de los tejidos y esencial en la nutricién, debido a que puede almacenarse
y es la principal fuente de energia, la determinacion del contenido graso se realiza
de acuerdo a lo establecido por la AOAC 991.36, mediante un calentamiento
continuo del disolvente se realiza una extraccion de la grasa y se cuantifica por
pérdida de peso de la muestra en un sistema soxhlet.

3.3.3.4. Nitrégeno total (Proteina)

La determinacion del contenido de nitrdgeno es una determinacién indirecta del
contenido proteico en un alimento, se determina mediante una oxidacion de la
materia organica con acido sulfdrico en presencia de un catalizador para obtener
sulfato de amonio, este se neutraliza y libera el amoniaco que es destilado y
recogido en una solucion de acido bérico que es titulada con una solucion de acido
estandarizado, obteniendo el porcentaje de nitrogeno presente en la muestra. Al
multiplicar por un factor de conversion se obtienen el contenido de proteina bruta.
Este meétodo fue ideado por Johan Kjeldahl, el cual ha sufrido algunas
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modificaciones, las cuales se contemplan en la metodologia establecida por la
AOAC 968.06.

3.3.3.5. Fibra bruta y extracto no nitrogenado

La fibra bruta presente en un alimento no posee un valor nutritivo, pero tiene como
funcion de estimular el peristaltismo intestinal; esta constituido fundamentalmente
por celulosa, lignina y pentosanas, suberina, cutina, alginatos y pectinas,
constituyentes de las estructuras celulares de los vegetales. La determinacion del
contenido de fibra se realiza de acuerdo a lo establecido por la AOAC 962.09
mediante una digestion acido-base, y posterior calcinacion del residuo. El contenido
de fibra se calcula por medio de la diferencia del residuo y el contenido de cenizas.
El extracto no nitrogenado o carbohidratos totales, es una medida indirecta del
contenido de carbohidratos mediante una diferencia de 100 menos el contenido de
los componentes mencionados en el analisis proximal.

3.3. Digestibilidad de proteinas

La digestibilidad de un alimento proteico se define como la cantidad de nitrégeno
gue es absorbido tras su ingestion, por esto la digestibilidad estéa relacionada con la
calidad de la proteina; esta puede modificarse por los tratamientos tecnolégicos y
culinarios a los que son sometidos los alimentos que la contiene y también por la
presencia en ellos de factores antinutricionales que afectan la biodisponibilidad de
los aminoacidos. La complementacion proteica permite, mediante la formulacién de
mezclas de proteinas de baja calidad, mejorar la biodisponibilidad, y por tanto la
calidad de esa mezcla proteica. En los ultimos afios la nutricion y la tecnologia de
los alimentos estan experimentando una profunda transformacion debido al
desarrollo del concepto de alimentos funcionales y nutracéuticos. Existen diferentes
métodos para evaluar la calidad de una fuente proteica alimentaria, estos pueden
ser in vivo o0 in vitro, que se han clasificado en quimicos, biologicos y
microbiolégicos. Entre los quimicos se incluyen el computo quimico, aminograma,
indice de aminoacidos esenciales (IAAE) y lisina disponible. Dentro de los biol6gicos
se han utilizado y se siguen utilizando el PER (Protein Efficiency Ratio), coeficiente
de eficacia en crecimiento (CEC), valor sustitutivo de la proteina, Valor Biolégico
(VB), Utilizacion Neta de la Proteina (NPU) y Valor Productivo de la Proteina (PPV)
(Martinez et al. 2008).
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3.3.1 Digestibilidad in vitro de proteinas

La digestibilidad proteica se puede determinar mediante metodologias in vivo o in
vitro, en la actualidad se ha investigado alternativas para la determinacion de la
digestibilidad real de proteinas y otros nutrientes buscando alternativa a las
metodologias in vivo, debido a que implican mayores costos y tiempo (Tang 2007).
De acuerdo a reportes dados por Saunders et al. 1998 obtienen resultados
reproducibles con la metodologia in vitro. La digestibilidad in vitro consiste en una
simulacion de las condiciones a las que es sometida la proteina desde el momento
de su consumo. La digestion de las proteinas comienza en el estbmago con la
intervencion del acido clorhidrico que tiene como funcion estimular la conversion del
pepsindégeno en pepsina, esta enzima desdobla proteinas y péptidos, en sitios
especificos de la unién peptidica, como el grupo carboxilo de algunos aminoécidos,
fenilalanina, triptéfano, tirosina, leucina y otros aminoacidos. Después de que la
proteina esta parcialmente fraccionada, pasa al intestino delgado, en donde las
enzimas pancreaticas tripsina, quimotripsina y carboxipeptidasas A y B son las
responsables de continuar su digestion. La hidrélisis final de los péptidos producidos
por las enzimas pancreéticas tiene lugar en la superficie de las membranas de los
microvilli de las células de la mucosa intestinal, el resultado final de la digestion
luminal de las proteinas en el intestino delgado es la obtencién de fragmentos de
oligopéptidos, dipéptidos y aminoacidos que son absorbidos en la parte ileal del
intestino delgado. Se realiza por un mecanismo que utiliza transportadores
dependientes de energia, los cuales se encuentran en la membrana de los microvilli
(Nakornpanom et al. 2010; Wang et al. 2008; Wendy et al. 2005).

3.3.2. Evaluacién nutricional de proteinas

En la actualidad el método sugerido para evaluar la calidad proteica es la calificacion
del computo quimico o escore de aminoacidos corregido por digestibilidad proteica
(protein digestibility corrected amino acid score) o PDCAAS. Este método fue
propuesto en 1991 por la FAO y ha reemplazado al PER como la norma para
calcular el porcentaje del valor diario de proteina en el rotulado de los alimentos
para adultos y niflos mayores de un afio de edad. Para cumplir con los
requerimientos proteicos mas rigurosos, el PDCAAS compara el perfil de
aminoacidos de una proteina en estudio con las necesidades del nifio mayor a un
afio que representan los requerimientos mas exigentes de los diferentes grupos
etarios a excepcion de los lactantes que se comparan con la leche humana. El
PDCAAS mas alto que pude recibir una proteina es 1.0. Las calificaciones por
encima de 1.0 se nivelan pues todos los aminoacidos en exceso no son utilizados
para la sintesis de tejidos, sino que son desaminados y oxidados para ser utilizados
en el metabolismo energético o almacenados como tejido adiposo. EI PDCAAS se
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calcula multiplicando el valor correspondiente al escore por el valor correspondiente
a la digestibilidad con la Ecuaciéon 3y 4.

PDCASS = Escore X % Digestibilidad

Ecuacion 3. Calidad proteica

mg aminoacido proteina en estudio

Escore = — . p
mg de aminoacidos en proteina patrén

Ecuacion 4. Score de aminoacidos en la proteina de estudio

3.5. METODO DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

La Metodologia de Superficie de Respuesta es una estrategia de experimentacion
secuencial y modelacién que permite estimar las condiciones éptimas de operacion
de un proceso y mejorar significativamente su resultado en cuanto a costos,
tiempos, eficiencia y productividad (Montgomery et al. 2001). Cuando decimos que
el valor real esperado, n, que toma la variable de interés considerada esta influido
por los niveles de k factores cuantitativos, X1, Xz,..., Xk (Que se supone continua en
Xi, V i= 1,..., k) que proporciona el correspondiente valor de n para alguna
combinacion dada de niveles:

N=f(X1, Xz,..., Xk)
de tal forma que la variable respuesta puede expresarse como:
Y=n+¢€ =1 (X1, Xz,..., Xx) + €
Donde ¢ es el error observado en la respuesta.

La relacion n= f(X1, Xz,..., Xk) existente entre n y los niveles de los k factores puede
representarse a través de una hipersuperficie (subconjunto de un espacio euclideo
(k + 1) dimensional) a la que llamaremos superficie de respuesta.

Para el estudio de este método se deben tener en cuenta los términos usados;
factores: son las condiciones del proceso que influencian la variable de respuesta,
estos pueden ser cuantitativos o cualitativos; respuesta: es una cantidad medible
cuyo valor se ve afectado al cambiar los niveles de los factores, el interés principal
es optimizar dicho valor; funcion de respuesta predicha: la funcion de respuesta se
puede representar con una ecuacion polinomial, el éxito de un proceso de
optimizacion depende de cdmo se pueda ajustar a un polinomio de primer o
segundo orden (Ecuacién 5y 6), donde la funcién de respuesta Y depende de los
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niveles xi, x2, ... xk de k factores, en este los i son los coeficientes de regresiéon
para los términos de primer orden, los Bii son los coeficientes para los términos
cuadraticos puros, los B son los coeficientes para los términos de producto cruzy €
es el término del error aleatorio; superficie de respuesta: es la relacién entre la
funcion de respuesta y los niveles de los factores, se representa por una superficie
como se observa en la Figura 7; grafica de contorno: consiste en representar la
grafica de contorno de la superficie, en la que se trazan las denominadas lineas de
contorno, que son curvas correspondientes a valores constantes de la respuesta
sobre el plano. La gréafica de contornos resulta Gtil para estudiar los niveles de los
factores en los que se da un cambio en la forma o altura de la superficie de
respuesta como se observa en la Figura 8.

~"

200

Figura 7. Representacion gréafica de la Figura 8. Gréfica de contorno.
interaccién de los factores y la respuesta.

El modelo que sigue el ajuste es un polinomio de segundo orden (Ecuacion 5):

— K K 2 K
Y =B+ Xiz1Bixi + Xiz1Bixi + XXi<1Bijxixj+€
Ecuacion 5. Polinomio de segundo orden MSR

Los parametros del modelo se estiman mediante el método de minimos cuadrados,
una vez se tienen los estimados se sustituye en la ecuacion y se obtiene un modelo
ajustado (Ecuacion 6):

YN = by + X bix; + i bux? + ZZf(qbijxixj"'E

Ecuacidn 6. Polinomio de segundo orden modelo ajustado

3.6. APLICACIONES

Los hidrolizados proteicos se utilizan ampliamente en la industria alimentaria por
sus propiedades funcionales, nutricion infantil, clinica y como fuente de péptidos
bioactivos. Dependiendo del grado de hidrolisis pueden clasificarse en tres grupos:
i) hidrolizados con un grado de hidrélisis menor al 10%, se usan como modificadores
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de las propiedades funcionales de los alimentos (especialmente en panaderia,
heladeria, elaboracién de salsas y mayonesas). ii) un grado de hidrdlisis mayor al
10% se usan en la formulacién de alimentos infantiles como fuente nitrogeno y
dietas especiales. Estos hidrolizados mejoran las caracteristicas nutricionales de la
proteina nativa (Pedroche et al. 2003). También es frecuente su uso como
potenciadores del sabor (principalmente en sopas, salchichas, alimentos
precocinados y productos carnicos). iii) fuente de péptidos bioactivos de interés
creciente para la industria alimentaria y farmacéutica (Korhonen et al. 2003; Velasco
et al. 2007; Lamsal et al. 2007).

3.6.1. Propiedades funcionales

La incorporacion de hidrolizados enzimaticos de proteinas a alimentos genera un
cambio en las propiedades fisicoquimicas, como la solubilidad, el poder
emulsificante, la capacidad espumante, la adsorcion de agua, muy importantes
desde el punto de vista tecnoldgicos, ademas estos hidrolizados son potenciadores
del sabor debido a la liberacion de acido glutamico en la hidrdlisis (Nielsen et al.
2002; Nilsang et al. 2004). La solubilidad depende de la fuente y del grado de
hidrélisis del producto, y se genera debido a la reducciéon de peso molecular y al
aumento de grupos polares en el medio.

Por otra parte Nissen 1979 comprobaron que la longitud de la cadena peptidica que
compone la proteina influye de manera notable en las propiedades funcionales
especialmente en el poder emulsificante y la capacidad espumante. Los
hidrolizados de caseina o soja al 1-2% presentan una mayor capacidad
emulsificante que la proteina nativa, disminuyendo significativamente a grados de
hidrolisis mayores. También ocurre asi para las proteinas séricas: un hidrolizado de
proteinas del suero lacteo con Corolase PN-L al 1% empleado como agente
emulsificante en salsas, mostré6 mejores propiedades emulsificantes y dio lugar a un
emulsion mas estable que en el caso de usar un concentrado de proteinas del
lactosuero (WPC) o B- lactoglobulina nativa (Christiansen et al. 2004). Tuncturk et
al. 2006 comprobaron que la hidrélisis limitada de caseina con Neutrasa® mejora la
capacidad emulsificante, la estabilidad de la emulsion formada y la densidad de la
emulsién frente a la proteina nativa. Por el contrario, un mayor grado de hidrolisis
conlleva a un empeoramiento de las propiedades anteriores.

En cuanto a la capacidad espumante Halling et al. 1981 demostraron que la
protedlisis aumenta el poder espumante de las proteinas pero disminuye la
estabilidad de la espuma formada. La rotura de enlaces y el desdoblamiento de la
proteina por el proceso de hidrdlisis favorecen el reagrupamiento de péptidos y la
formacion de una pelicula en la interface agua-aire. Sin embargo, la pelicula
formada no es los suficientemente gruesa ni visco-elastica para dar estabilidad a la
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espuma. Por tanto, el tamafio molecular medio de los péptidos liberados durante la
hidrolisis es decisivo en la formacion de espumas. Larre et al. 2002 compararon la
capacidad espumante de hidrolizados de proteinas de gluten. La hidrdlisis la
realizaron con quimotripsina y el hidrolizado resultante se fraccion6 mediante
ultrafiltracién (corte de 50 kDa y 150 kDa). Para los dos tamafios de corte
ensayados, los hidrolizados completos presentaron una gran capacidad espumante,
aunqgue la espuma formada era poco estable. Los filtrados (de bajo peso molecular)
apenas poseian poder espumante mientras que los retenidos (péptidos de cadena
larga) formaban facilmente espumas y ademas, éstas poseian mayor estabilidad
que las formadas por el hidrolizado completo.

Al igual que el poder espumante, la capacidad de adsorcion de agua esta
intimamente relacionada con los fendmenos interfaciales. De hecho, una adsorcion
rapida conlleva una mejor capacidad espumante y emulsificante. Kumagai et al.
2002 estudiaron la interaccion agua-proteinas y los fendémenos superficiales
asociados. Los autores hidrolizaron con tripsina muestras de ovoalbumina, un
aislado de proteinas de soja y caseina. Y determinaron el grado de hidrdlisis, la
actividad acuosa y la capacidad espumante. Los valores de actividad acuosa
disminuian a medida que el grado de hidrélisis aumentaba, mostrando la
ovoalbumina el menor valor de adsorcion de agua, en el estudio se concluyé la
disminucién de la adsorcién de agua, que puede relacionarse con un aumento de la
capacidad espumante del hidrolizado para todas las proteinas ensayadas.

3.6.2. Nutricion infantil y clinica

La hidrélisis aumenta la digestibilidad de las proteinas y favorece su absorcién en
el intestino, ademas reduce el caracter alergénico de las proteinas. Estos
hidrolizados deben cumplir con determinadas caracteristicas para que pueden ser
usados en la formulacion de dietas enterales; requieren ser osmoéticamente
equilibrados, hipoalergénicos, altamente nutritivo y tener sabor agradable. La
alergenicidad y amargor desaparecen para hidrolizados con un tamafo molecular
medio menor de 1000 Da (Velasco et al. 2007; Benitez et al. 2008; Wroblewska et
al. 2004).

La hidrolisis parcial de caseina bovina mediante enzimas pancreaticas ha
demostrado ser un método valido para la reduccién del poder alergénico de esta
proteina (Mahmoud et al. 1992). Nakamura et al. 1993 patentaron un proceso para
reducir la alergenicidad de las proteinas séricas. Los autores ensayaron la hidrolisis
extensiva y selectiva de B-lactoglobulina con proteinas vegetales (papaina y
bromelaina) en medio alcalino, reduciendo considerablemente la alergenicidad del
preparado proteico.
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Boza et al. (1995) caracterizaron un hidrolizado comercial de proteinas del
lactosuero. Los autores determinaron la composicion quimica, la distribucién de
pesos moleculares, la calidad nutricional (mediante ensayos con ratas) y el potencial
antigénico (mediante ensayos in vitro e in vivo). La mayor parte del hidrolizado se
componia de péptidos de bajo peso molecular, con sélo una fraccion del 7.5 % entre
1000 y 3000 Da. La calidad nutricional de la proteina (medida mediante el indice
NPU) fue alta si se compara a una proteina de referencia (caseina mas 5% de DL-
metionina), aunque el indice PER fue ligeramente inferior para el hidrolizado. La
antigenicidad del hidrolizado resultdé ser cinco veces menor que para la B-
lactoglobulina y mostrd propiedades profilacticas y terapéuticas en ensayos con
animales. Por todo ello, se concluyé que los hidrolizados de proteinas del lactosuero
eran aptos para la formulacion de dietas especiales para nutricién enteral.

4. METODOLOGIA

4.1. REACTIVOS, SOLVENTES, EQUIPOS Y MATERIALES.

4.1.1. Reactivos y solventes

o Isooctano (99,9%)(Honeywell)

o Hidréxido de sodio (99%) (Merck Millipore)

. Acido sulfirico (95-97%) (Merck Millipore)

o Pastillas catalizador Kjeldahl (Merck)

o Azul de metileno (Merck Millipore)

o Rojo de metilo (Merck Millipore)

o Alcohol etilico (99,8%) (Fischer Scientific)

o Acido bérico (98%) (Merck Millipore)

o Neutrasa® 1,5 MG E.C. 9080-56-2 de Novozymes, actividad de 1,5 UA/g
o BAN 460 Alfa amilasa (Novozymes)

o Acido tricloroacético (Merck)

o Triptéfano (Sigma Aldrich )

o Acido trinitrobenceno sulfénico (Sigma Aldrich)

o Fosfato dibasico de potasio hidratado (99%) (Merck)

o Fosfato monobasico de potasio monohidratado (99%) (Merck)

o Sulfito de sodio (Merck)

o Leucina (Sigma Aldrich)

o Acido fosfomolibdottingstico (Merck)

o Albumina bovina (Sigma Aldrich)

o Bicarbonato de sodio (98%) (Merck Millipore)
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o Sulfato de cobre (Carlo Erba)

o Tartrato de sodio-potasio (Sigma Aldrich)

o Pepsina (Sigma Aldrich)

o Antibiético amikacina 500mg/2mL (Genfar)

o Pancreatina (Sigma Aldrich)

o Acetona (Fischer Scientific)

o Caseina (Sigma Aldrich)

o Acetonitrilo grado analitico (99,93%) (Sigma Aldrich)
o Metanol grado HPLC (Fischer Scientific)

o Etanol grado HPLC (Sigma Aldrich)

o Acido acético glacial (Fischer Scientific)

. Acido fosférico (Sigma Aldrich)

o Acetato de sodio (Sigma Aldrich)

o Trietilamina (Merck Millipore)

o Estandar de aminoacidos (Cys, Arg, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Tyr, Thr, Val,
Ala, Asp, Glu, Gly, Pro, Ser, Trp) (Sigma Aldrich)

o Fenilisotiocianato (Merck Millipore)
4.1.2. Equipos
o Estufa, Jeio Tech, (Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de Ciencias

Agrarias, Universidad del Cauca)

o Balanza analitica, Kern AES 220-4 (220g/0,0001g) (Laboratorio de
Biotecnologia, Facultad de Ciencias Agrarias) (Universidad del Cauca)

o Planchas de calentamiento con agitacién magnética, CORNING (Laboratorio
de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Agrarias) (Universidad del Cauca)

o Equipo Kjeldahl (Buchi) (Unidad de Analisis Industrial, Laboratorio de Aguas,
Departamento de Quimica, Universidad del Cauca)

o Mufla, Laboratorio Quimica de Productos Naturales, Departamento de
Quimica, Universidad del Cauca)
o Centrifuga Refrigerada Hermle Labortechnick GmbH, Laboratorio de

Biotecnologia, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad del Cauca)
o Espectrofotometro UV-Vis, SHIMADZU CORPORATION (Laboratorio de
Biotecnologia, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad del Cauca)

o Rotaevaporador Heidolph (Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad del Cauca)
o Bafio termostatado Polystat 2W7 (Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de

Ciencias Agrarias, Universidad del Cauca)
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o Rotor Mecanico IKA WERKE RW16 basic (Laboratorio de Biotecnologia,
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad del Cauca)

o Vortex Mixer (Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad del Cauca)

o Bomba de vacio (Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad del Cauca)

o pH metro Metroohm 827 (Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad del Cauca)

o Shaker Thermo Scientific MAXQ 445 (Laboratorio de Biotecnologia, Facultad
de Ciencias Agrarias, Universidad del Cauca)

o Cromatdégrafo liquido de alta resolucion SHIMADZU, modelo LC-2010AHT
con 2 bombas modelo 510, automuestreador con loop de inyeccion de 1-250pL,
modulo de control de temperatura, detector UV Waters 486. Software Millenium
2010 de Waters (QUANTAR S.A.S Cali-Colombia).

o Columna C18 Waters Pico Tag (300x3,9mm,3um) Fase reversa (QUANTAR
S.A.S Cali-Colombia)

o Balanza de humedad Kern (60g/0,001g) (Laboratorio de Biotecnologia,
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad del Cauca).

4.2. CONSECUCION DE LA MATERIA PRIMA

El desarrollo de esta investigacion se realizd con harina de trigo Triticum refinada y
harina de quinua, variedad blanca de Jeric6 del municipio de Bolivar Cauca. Para
obtener la harina de quinua, esta se sometié a un proceso de desaponificacién a 70
°C por 5 seg, posteriormente los granos se llevaron a molienda en la empresa
SEGALCO S.A.S de la ciudad de Popayéan, proveedores de la materia prima,
quienes tienen interés en los resultados de esta investigacion para la formulacién
de un producto a base de quinua.

4.3. CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

4.3.1. Determinacién del contenido de humedad

La determinacion del contenido de humedad en la materia prima se realiz6 de
acuerdo a lo establecido en la AOAC 950.43. Se tomaron 5,0007 + 0,0002 g de
muestra finamente particularizada, se esparci6 homogéneamente en una caja de
Petri que se llevé a una estufa a 105°C por 4 horas, después se enfrié a temperatura
ambiente por media hora, se pesé y continto con el proceso hasta obtener un peso
constante.
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4.3.2. Determinacion de cenizas o materia mineral

El contenido de cenizas se determiné de acuerdo a lo establecido en la AOAC
920.153, 1,0004 £+ 0,0006 g de muestra se calcino a 500°C durante 2 horas, el
calentamiento se hizo gradualmente para evitar pérdidas de cenizas por el cambio
brusco.

4.3.3. Determinacion del extracto etéreo o grasa bruta.

El contenido de grasa en la muestra se determin6 de acuerdo a lo establecido por
la AOAC 991.36, el material se lavd con una solucion de NaOH garantizando
eliminacién de interferencias, posteriormente se pesaron 3,0003 + 0,0005 g de
muestra en un cartucho de celulosa que se llevo a la camara soxhlet con un sistema
de reflujo constante con calentamiento hasta el punto de ebullicién del Isooctano, el
reflujo se mantuvo durante 4 horas, el contenido de grasa se determina por
diferencia de peso.

4.3.4. Determinacion del contenido de nitrégeno total (Proteina)

La cantidad de proteina se determiné de acuerdo a lo establecido por la AOAC
968.06, 5,0007 £+ 0,0002 g de muestra se sometieron a una oxidacién con 10 mL de
acido sulfarico concentrado por 3 horas hasta que la solucion tom6 una coloracién
traslucida, en este proceso se obtuvo el nitrégeno como sulfato de amonio, este se
neutralizé con 50 mL de una solucion alcalina, dandose la liberacion del amoniaco
gue fue destilado y recogido en una solucién de acido borico, quedando como borato
de amonio, este fue titulado con una solucion estandarizada de acido clorhidrico 0,1
N. El proceso de digestion y destilacion del amoniaco se realizé en el equipo
Kjeldahl. El contenido proteico se obtuvo multiplicando el contenido de nitrégeno por
el factor de correccion 6,25 que es el usado para cereales (Jones et al. 2000).

4.3.5. Determinacion de fibra y extracto no nitrogenado

El contenido de fibra en la muestra se determiné siguiendo la metodologia
establecida por la AOAC 962.02, 2,0006 = 0,0005 g de muestra desengrasada se
llevaron a una digestion con una solucién caliente de acido sulfurico durante 30
minutos, después se lavo con agua caliente y se sometié a una digestién con una
solucion caliente de hidréxido de sodio durante 30 minutos, posteriormente se lavo
con agua caliente y se llevé a calcinacion el residuo que quedé después del lavado.
El contenido de fibra es la diferencia entre el residuo y las cenizas obtenidas.
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4.4. ENZIMAS

Para el desarrollo de este trabajo se hicieron ensayos preliminares con Neutrasa®
1,5 MG E.C. 9080-56-2 de Novozymes, con una actividad de 1,5 UA-N/g (UA:
Unidades Anson), 9 g de cada 100 g es proteina, solida granulada color marréon, es
producida por Bacillus amyloliquefaciens mediante fermentacion sumergida de un
microorganismo, su rango 6ptimo de temperatura es de 45-55°C y un pH entre 5,5-
7,5. Esta metaloendoproteasa actla sobre el carbono terminal de fenilalanina,
leucina y valina.

4.5. HIDROLISIS ENZIMATICA DE HARINAS POR VIA SECA

Para llevar a cabo la hidrélisis enzimatica en seca se realiz6 un montaje
especializado para reaccion en base seca, controlando agitacién, temperatura y
tiempo de reaccion. El montaje para la hidroélisis enzimatica,se realizé de acuerdo a
las condiciones necesarias para la reaccion; para el control'de temperatura se us6
el bafio termostéatico del rotaevaporador de marca Buehi, un motor eléctrico con un
aspa que garantiza una homogenizacién y/contacto constante entre la enzimay el
sustrato como se observa en la Figura 9.

Figura 9. Montaje para hidrélisis enzimatica en base seca.

Posteriormente.se calenté 500 g de harina o mezcla de harinas a la temperatura
establecida en el disefio experimental. Una vez alcanzada dicha temperatura, la
mezcla se llevé a una humedad del 23% con la enzima activada previamente a
50°C, esta solucion fue agregada mediante aspersion con agitacion constante. La
determinacion del contenido de humedad en la mezcla se realiz6 cuando la harina
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habia alcanzado la temperatura establecida, esta medicion se hizo en la balanza de
humedad que se muestra en la Figura 10 y se calcula la cantidad de agua necesaria
para llevar a la humedad requerida. Una vez rociada la solucion enzimatica, se tomé
el tiempo cero de reaccion y se inactivo la enzima para parar la reaccién a 100°C
durante 20 min como se observa en la Figura 11, se continué tomando muestra de
acuerdo al tiempo establecido.

Figura 11. Desnaturalizacién de la enzima a

Fi 10. D inacié | % H .
igura 10. Determinacion del % Humedad 100 °C

Balanza de humedad Kern.

4.6. PRUEBAS AL HIDROLIZADO ENZIMATICO
4.6.1. Pruebas de solubilidad

La evaluacion de los cambios en las propiedades funcionales de las muestras
generados por el proceso de hidrélisis enzimatica y la eleccion de las condiciones
de reaccion de la enzima, se realizaron con pruebas de hidrélisis enzimatica a 50°C
y 60°C durante 12 h 'y 24 h. 5,0006 £ 0,0002 g de muestra se solubilizaron en 60
mL de agua con ayuda del vortex, posteriormente se centrifugo a 10000 r.p.m y se
filtr6 al vacio, el residuo que se observa en la Figura 12 se llevo a calentamiento en
una estufa a 105°C para ser secado y luego pesado hasta peso constante, el
porcentaje de solubilidad se determiné calculando la diferencia de pesos.

Figura 12. Residuo insoluble del hidrolizado enzimatico
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4.6.2. Determinacion de la actividad y cinética enzimatica

La determinacién de la actividad de la enzima Neutrasa® se realiz6 de acuerdo a las
condiciones de reaccion del proceso de hidrdlisis enzimatica para materiales secos,
usando como sustrato quinua para ver el comportamiento de la enzima y proteina
aislada de soya con un 90% de proteina. El seguimiento se realiz6 mediante tres
meétodos espectrofotométricos descritos a continuacion. Se determiné la actividad
de la enzima después del tiempo de reaccion de hidrolisis y 30 dias después, para
corroborar que el proceso de inactivacion de la enzima esta siendo eficiente y asi
mismo garantizar que la enzima no siga reaccionando y genere péptidos de bajo
peso molecular que no son aceptables al consumir por su sabor amargo.

4.6.2.1. Determinacioén actividad enzimatica método TCA

La evaluacion de la actividad de la enzima se realizé pesando 50 g de muestra cada
30 minutos hasta completar un tiempo de reaccion de 60 a 90 minutos, la
cuantificacion se realizé espectrofotométricamente precipitando proteinas con acido
tricloroacético; 0,1003 = 0,0005 g de muestra se solubilizaron en 10 mL de agua
destilada con ayuda del vortex, posteriormente se agregé 1 mL de acido tri-cloro
acético para precipitar las proteinas que quedaron parcialmente solubles, luego se
centrifugo a 4500 r.p.m por 10 minutos, y se realiz6 la lectura de la absorbancia en
el espectrofotdmetro a una longitud de onda de A= 278 nm. La cuantificacion se
desarroll6 mediante una curva de calibraciobn de triptéfano que incluyo
concentraciones de 0 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppmy 20ppm.

4.6.2.2. Determinacioén actividad enzimatica método TNBS

La evaluacion de la actividad de la enzima mediante el método TNBS se realizo
siguiendo el procedimiento mencionado. La cuantificacibn se realiz
espectrofotométricamente por deteccion del complejo formado entre el grupo amino
y el acido trinitrobencenosulféonico como se observa en la Figura 13. A 0,5 g de
muestra (hidrolizado enzimatico de proteina de soya o quinua) se le adicionaron 6
mL de solucion buffer fosfato pH=7, posteriormente se llevo a agitacion en el vortex
por 10 segundos, luego se centrifugo a 12000 r.p.m a 4°C por 15 minutos.
Posteriormente se filtré al vacio y 1 mL se aforo a 5 mL. Para la reaccién se tomaron
128 pL de la solucién anterior y se le adiciono 2mL de soluciéon buffer pH=8.2 y 1
mL de TNBS 0,01%, luego se llevé a un bafio maria a temperatura constante de
50°C por 30 minutos y se adiciono 2 mL de solucion de bisulfito de sodio 0,1 My se
dejé en reposo 15 minutos. La lectura se realizé en el espectrofotometro UV-Visible
a una longitud de onda de 410 nm. La cuantificacion se realizé mediante curva de
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calibracion con leucina a concentraciones de 0,6 ppm, 1,2 ppm, 1,8 ppm, 3 ppm,
4,2 ppm y 6 ppm; se tomaron 128 pL de la solucion estandar y se continu6 con el
proceso mencionado para la muestra.

\ A
\N+—o- \N+—o
NH,-péptido
O O
A\ ,II/ A\
S—O0 — 3 \* NH-péptido + SOz2" + H*
/ | /
(@] le) O
N*=—o0 N*=—o0
/ _
o o
TNBS 410 nm

Figura 13. Reaccion del TNBS con los aminoacidos primarios libres.

4.6.2.3. Determinacién actividad enziméatica método Lowry.

La determinacion de la actividad enzimatica mediante este método se realizd con
las muestras obtenidas del proceso de hidrélisis enzimética en seco, se pesaron 50
g de muestra cada 30 minutos hasta completar un tiempo de reaccién de 60 a 90
minutos, la cuantificacidbn se realizé espectrofotométricamente al formarse un
complejo de coordinacién entre el cobre y el nitrégeno peptidico como se observa
en la Figura 14. El reactivo de Lowry estd compuesto por tres soluciones que se
mezclaron en una relacion 1:0,005:0,005 en el momento de su uso: Carbonato de
sodio al 2% en NaOH 0.1 M, sulfato de cobre al 1%, tartrato sodio-potasio al 2%,
esta solucion tomé una coloracion azul clara, posteriormente se agrego el reactivo
de Folin-Ciocalteau que tiene una coloracién amarilla, al reducirse toma una
coloracion azul oscura (Figura 14), este reactivo de fenoles viene preparado
comercialmente, se debe mantener en refrigeracién y preparar la solucion antes de
su uso, se diluye en la relacion de 1 parte de reactivo por 2 de agua destilada.
Para la cuantificacion se pesaron 0,1003 + 0,0008 g de muestra y se solubilizaron
en 10 mL, se llevé a centrifugacion a 4500 r.p.m y posterior filtracion; a 1 mL de la
solucion se le agregd 5 mL de la solucion preparada inicialmente, se esper6 10
minutos y se agrego 0,5 mL del reactivo de Folin, posteriormente se realizo la lectura
de la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda de A=660nm
después de 30 minutos. La cuantificacion se hizo mediante una curva de calibracion
de albumina bovina con concentraciones de 0 ppm, 30 ppm, 60 ppm, 120 ppm, 150
ppm, 180 ppm y 200 ppm.
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Residuos fendlicos
de tirosina

Reactivo de Folin
(W8*, Mo®*)
(color amarillo)

Reactivo de Folin
reducido
(W5*, Mo®*)

(color azul oscuro)

o

Complejo Cu?*-Proteina
en medio alcalino
(color azul claro)

Figura 14. Reaccion entre la proteina y los reactivos, método de Lowry.

4.7. DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

El control de la hidrolisis enzimatica se realizO mediante pruebas
espectrofotométricas: TNBS y Lowry. La cuantificacion se realizd6 mediante curvas
de calibracién con leucina y albumina respectivamente, siguiendo la metodologia
planteada en los items 4.6.2.2 y 4.6.2.3. El avance de la reaccion proteolitica se
determiné como grado de hidrdlisis, que se define como la relacién entre el nUmero
de enlaces peptidicos rotos y el nimero total de enlaces peptidicos en la proteina,
se calcula de acuerdo a la Ecuacion 1.

4.8. DISENO EXPERIMENTAL OPTIMIZACION DEL PROCESO DE HIDROLISIS
ENZIMATICA POR LA METODOLOGIA SUPERFICIE DE RESPUESTA

El planteamiento del disefio se realiz6 basdndose en los resultados encontrados en
ensayos preliminares de hidrdlisis, lo reportado por Wang et al. 2009 y las
condiciones de reacciébn de la enzima, evaluandose el efecto que tiene la
temperatura, el tiempo y la relaciobn enzima-sustrato sobre las variables de
respuesta digestibilidad in vitro y grado de hidrdlisis, ver Tabla 6. Se evaluaron 3
factores a tres niveles, temperatura entre 35°C y 65°C, tiempo entre 30 min y 90
min, y la concentracion de enzima sustrato entre 0,75% y 2,25%.
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Tabla 7. Factores del disefio experimental.

Factor -1 0 1
Temperatura 35 50 65
Tiempo 30 60 90
E/S 0,75 15 2,25

La optimizacion de las condiciones de hidrdlisis se realizé6 mediante el empleo de la
metodologia de superficie de respuesta (RSM), con un disefio central compuesto
con puntos estrella, completamente al azar y rotable. La ejecucién del disefio
experimental de la Tabla 7 se realiz6 usando el software Statgraphics® Centurion

XVI desarrollado por Statpoint Technologies, Inc.

Tabla 8. Disefio experimental: optimizacion por superficie de respuesta.

Numero Temperatura Tiempo E/S
de corrida (°C) (min) (wiw)
1 50 60 1,500

2 50 9,6 1,500

3 50 60 1,500

4 50 60 1,500

5 65 90 2,250

6 50 60 2,761

7 65 30 2,250

8 35 30 2,250

9 25 60 1,500

10 35 90 0,750

11 75 60 1,500

12 50 60 0,239

13 35 30 0,750

14 35 90 2,250

15 65 90 0,750

16 65 30 0,750

17 50 110 1,500

4.9. EVALUACION DEL CONTENIDO NUTRICIONAL DE LAS MUESTRAS.

4.9.1. Caracterizaciéon proximal de las muestras

La caracterizacion del hidrolizado encontrado en el punto éptimo y las muestras que
no han recibido ningln tratamiento, se realizaron de acuerdo a la metodologia

establecida en el item 4.3.
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4.9.2. Determinaciéon del contenido de aminoacidos

La determinacion del contenido de aminoacidos se realiz6 de acuerdo al método
PICO-TAG de Waters Corporation (1995), trabajada por Restrepo et al. 2011 y lo
establecido por la AOAC 994.1210. La cuantificacion de aminoé&cidos se realizo por
Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con columna en fase reversa,
columna C18 Waters Pico Tag (300 x 3,9 mm, 3 um) en QUANTAR S.A.S Cali-
Colombia.

Tratamiento de muestra: la muestra se oxido con &cido clorhidrico 6 N, durante 24
horas a 110°C, posteriormente el 4cido se evaporo a sequedad. La solucion de
estandares de amino&cidos se prepardé en HCI 0,1 N con concentraciones de 4,2
ppm, 8,3 ppm, 12,5 ppm, 16,7 ppm y 20,8 ppm. Cada corrida se realizé por
triplicado.

Etapas de secado y derivatizacion: Etapa 1. Proceso de resecado: la solucion de
resecado estd compuesta de etanol, agua y trietlamina en una relacién 2:2:1
respectivamente. A 50 L de la muestra y a las soluciones estandar de aminoacidos
se adiciono 10 pL de la solucion de resecado, posteriormente se liofilizé a sequedad
a -40°C durante 30 min hasta eliminacibn completa del solvente. Etapa 2.
Preparacién del reactivo derivatizante: Se prepar6 mezclando etanol, agua,
trietilamina y fenilisotiocianato (PITC; reactivo de Edman) en la relacién 7:1:1:1,
respectivamente. Etapa 3. Reaccion de derivatizacion: se adiciono 20 pL de
reactivo derivatizante a la muestra obtenida en la etapa 1, posteriormente se liofilizé
durante 30 min con el propdésito de secar completamente el fenilisotiocianato que no
reacciono.

Preparaciéon de soluciones: Fases moviles y diluentes: Fase mévil A: Mezcla de
acetato de sodio 0,150M (pH=6,4, se titula con acido acético glacial para llevar a
este pH) y acetonitrilo (16:1, v/v), posteriormente se agrego 5,2 UL de trietilamina.
Fase moévil B: Agua-acetonitrilo (0,6:1, v/v), previamente desgasificada en
ultrasonido durante 20 seg. Solucién diluente de la muestra: Solucién de fosfato
disodico (solucion de fosfato disédico 0,005 N que se lleva a pH=7,4 con &cido
fosforico) y acetonitrilo (19:1, v/v).

Inyeccién de muestra: A la muestra obtenida en la etapa 3 se le adiciono 600 uL
de la solucion diluente Pico -Tag, se agito en vortex y se inyectd 5 pL de la muestra
derivatizada. Los aminoacidos derivatizados son separados en una columna C18
Waters Pico Tag (300x3, 9mm, 3um) fase reversa, a una velocidad de flujo de 1,0
mL/min, se usO un gradiente multietapas simple de dos solventes, temperatura
constante de 38°C, la identificacion se realizé utilizando un detector ultravioleta a
una longitud de onda de 254 nm.

48



4.9.3. Digestibilidad in vitro de proteinas.

La determinacion de la digestibilidad in vitro se realiz6 siguiendo lo establecido en
la norma técnica colombiana NTC 719 y haciendo algunas modificaciones de lo
reportado por Miller et al. 1997. La simulacion de la digestibilidad in vitro de
proteinas se da en 2 etapas:

Etapa 1: Simulacion de la digestidn géastrica: A 0,5 g de la muestra se le adicionaron
25 mL de buffer fosfato 0,1 M a pH=6, posteriormente se agitd y agrego 10mL de
HCIl 0,2 N, luego se ajusté el pH=2 con solucion de HCI 1IN y NaOH 1N.
Posteriormente se agregd 25 mg de pepsina y 1mL de antibiético para evitar el
crecimiento bacteriano, seguido de una incubacién por 2h a 39°C con agitacion
constante en el equipo shaker que se observa en la Figura 15.

Figura 15. Shaker, equipo con agitacién Figura 16. Precipitacion de proteinas con TCA

constante y control de temperatura.

Etapa 2: Simulacién de la digestion post-gastrica: Después de terminar el primer
periodo de incubacion, se agregé 10mL de buffer fosfato 0,2 M a pH 6,8 y 5 mL de
NaOH 0,6M y se ajusté el pH a 6,8, con soluciones de HCI 1IN y NaOH 1N.
Posteriormente se agregé 100 mg de pancreatina y se dej6é en incubacion por 4 h.
Terminado el tiempo de incubacién se dejo las muestras a temperatura ambiente y
se agreg6 5mL de &cido tricloroacético para precipitar las proteinas ligeramente
solubles que quedaron sin ser digeridas como se observa en la Figura 16, por un
tiempo de 30 min. Posteriormente se centrifugo y separo la proteina residual que no
fue digerida con un solvente organico, y se llevé a secar a 40°C por 12 h. Finalmente
se determind el contenido proteico del residuo por el método Kjeldahl, usando el
equipo de la Figura 17. El célculo de digestibilidad se realiza mediante la Ecuacion
7.

Pl_PZ
Py

%D = x 100

Ecuacién 7. Calculo del porcentaje de digestibilidad in vitro de una proteina
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Donde P; es la concentracion de proteina que hay en la muestra cruday P, es la
concentracion de proteina que hay en el residuo que no fue digerido.

e el
'{.ﬂ .‘1‘5

Figura 17. Equipo Kjeldahl, determinacion del contenido de nitrégeno total (Proteina).
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1. OBTENCION DE LA MATERIA PRIMA

El grano de quinua es de la variedad blanca de Jericd, cultivada por agricultores del
municipio de Bolivar Cauca, los granos son esféricos, tienen una tamafio
aproximadamente 3 mm, coloracién crema como se observa en la Figura 18, a, b;
la harina de trigo Triticum spp es refinada, de coloracién blanca (Figura 18, c). El
desarrollo de este trabajo se realiz6 con una mezcla de trigo y quinua, que tiene
como objetivo complementar la deficiencia de aminoacidos esenciales de los
cereales de mayor consumo, esta mezcla presenta una coloracién crema debido al
porcentaje de harina de quinua (Figura 18, d)

Figura 18. Materia prima. a) Granos de quinua, b) Harina de quinua, c) Harina de trigo, d) Mezcla de
harina trigo/quinua.

5.2 CARACTERIZACION PROXIMAL DE LA MATERIA PRIMA

A continuacién se muestra la composicién proximal de la materia prima, usada para
la investigacion.

Tabla 9. Composicion proximal de la materia prima en base seca

Cereal Trigo Quinua Método
% Humedad 12,834 + 0,083 8,128 + 0,247 AOAC 950.43
% Ceniza 1,049 + 0,043 1,117 + 0,010 AOAC 920.153
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% Grasa 1,284 + 0,193 8,827 + 0,057 AOAC 991.36

% Proteina bruta 12,983 £ 0,112 16,644 + 0,155 AOAC 968.06
% Fibra bruta 4,174 + 0,213 3,981 + 0,366 AOAC 962.09
% Carbohidratos* 81,510 + 0,140 69,431 + 0,209

*Calculado por diferencia. Continuacién tabla 9.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la composicion proximal de la materia
prima Tabla 9, se observa que el contenido de proteina, acidos grasos y cenizas en
quinua es mayor que en trigo, arroz y maiz (cocidos tradicionalmente como granos
de oro Rojas et al. 2010) al comparar con lo reportado por Koziol et al. 1992. Se
observa en la Tabla 10 que el contenido proteico aportado por la quinua esta cerca
de lo reportado en los ensayos, de igual forma el contenido de grasa, carbohidratos
y la energia aportada por esta. El valor nutricional referente al contenido de &cidos
grasos es mayor en quinua que en otros cereales (Tabla 10), se caracteriza por
tener en su composicion acidos grasos como el omega 3 y omega 6 los cuales
ayudan a reducir el colesterol LDL (o colesterol malo) del organismo y elevar el
colesterol HDL (o colesterol bueno) (Peiretti et al. 2013).

Tabla 10. Contenido de macronutrientes en la quinua y en alimentos seleccionados,
por cada 100g de peso en seco.

Quinua®!  Quinua? Maiz?! Arroz! Trigo?
Energia (Kcal/100g) 399,000 402,482 408,000 372,000 392,000
Proteina (g/100g) 16,500 16,644 10,800 7,600 14,300
Grasa (g/1009) 6,300 8,827 4,700 2,200 2,300
Total carbohidratos 69,000 69,431 81,100 80,400 78,400

Fuente: 'Koziol (1992) y 2presente investigacion.

El contenido de carbohidratos en los granos de quinua Yy trigo esta dentro de los
valores establecidos en cereales, es el valor mas importante de la composicion en
cuanto a fuente de energia, la cual se libera en el organismo de forma lenta por su
importante cantidad de fibra.

5.3. PRUEBAS AL HIDROLIZADO ENZIMATICO

5.3.1. Prueba de solubilidad

Para determinar el rango de temperatura en el que trabaja la enzima, se realizaron
pruebas de solubilidad al hidrolizado enzimético obtenido con la metodologia del
item 4.5, usando las condiciones trabajadas por Liu et al. 2013 y Ortega et al. 2009.
Para el proceso de hidrdlisis se calienta el sustrato, proteina aislada de soya a 50°C
y 60°C durante 12 y 24 horas con una relacion enzima-sustrato del 1%,
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observandose que la actividad de la enzima en las dos condiciones genera un
hidrolizado con alta solubilidad (Figura 19), a 50°C: 82,816 + 0,104 % en 12 h'y
83,432 £ 0,365% en 24h; a 60°C: 80,447 £ 1,959 % en 12h y 82,014 + 0,165% en
24h, mientras que la muestra sin hidrolizar tiene un % solubilidad de 76,145 + 0,124
%, demostrando que la hidrélisis genera una alteracion en las propiedades
funcionales de las proteinas. Al hacer pruebas de normalidad se observa que no
hay diferencia significativa entre las condiciones trabajadas ver Anexo 1y Anexo 2,
los datos son normales con un p>0,05; lo que llevé a elegir como temperatura de
trabajo maxima 50 °C y tiempos de reaccion menores de 12 horas porque hay una
disminucién en el gasto energético, ademas se garantiza la actividad de la enzima
evitando ser desnaturalizada por altas temperaturas.
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81

80147

E50°C  60°C
12h1 2 24h

Figura 19. Solubilidad del hidrolizado enzimatico a 50°C.y 60°C durante 12 y 24 horas, proteina
asilada de soya
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% Solubilidad

79
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Una vez evaluadas las condiciones de reaccion sobre proteina de soya, se hidroliza
la mezcla trigo/quinua a 50°C y 6h de reaccién, tomando una muestra cada 30 min,
observandose un aumento del porcentaje de solubilidad hasta los 120 min de
reaccion como se observa en la Figura 20. Después de los 120 min de reaccién se
observa una disminucién, esto se debe a la generacion de enlaces hidrofobicos que
se exponen sobre la superficie de la proteina e impiden que moléculas de agua
formen puentes de hidrogeno y se solubilice.
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Figura 20. Seguimiento del hidrolizado enzimatico de la mezcla trigo/quinua a 50 °C durante 6 horas
mediante la solubilidad.

Las proteinas también pueden estar presentando efectos de desnaturalizacion por
una exposicion prolongada a esta temperatura, generando un rompimiento de las
interacciones débiles desorganizando la estructura de la proteina, de forma que el
interior hidrofébico interacciona con el medio acuoso y se produce la agregacion y
precipitacion de la proteina desnaturalizada y la solubilidad de la proteina
desnaturalizada llega a ser menor que la proteina nativa (Mathew et al. 2002). La
disminucién de la solubilidad puede deberse a las reacciones generadas por los
productos generados de la hidrélisis, como las de pardeamiento o reaccion de
Maillard que se da entre el grupo amino de los aminoacidos de las proteinas
hidrolizadas y un azucar reductor (glucosa, maltosa o lactosa) (Sanz et al. 2003; De
Block et al. 2003) presentes en la muestra, sigue la reaccion planteada en la Figura
21.

La reaccién de Maillard se lleva a cabo en varias etapas, donde el primer paso es
la condensacion, reaccion generada entre un azucar reductor y un aminoacido
primario. La pérdida de agua, produce una imina que es capaz de ciclar, formando
una glicosilamina (aldosaminas o cetosaminas, dependiendo del azucar) (Figura 21,
a). El N-glucésido formado se encuentra en equilibrio mediante mutorrotacién entre
los andmeros ay b (Figura 21, b). Posteriormente se lleva a cabo el reordenamiento
de Amadori, donde una glucosilamina (aldosamina) genera una fructosilamina
(cetosilamina). La isomerizacion de las cetosilaminas a aldosaminas es una
reaccion llamada reordenamiento de Heyns (Figura 21, c). La deshidratacion
comienza por la enolizacion en la posicion 1-2; luego se forman compuestos
dicarbonilicos insaturados que son potentes precursores del pardeamiento y
altamente reactivos. Las glucosilaminas pueden degradarse a furfural de forma
lenta, por lo que se estima la unién de un azlcar dando dicetoaminas, las cuales
son inestables y al romperse por calor generan una monocetoamina y compuestos
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carbonilicos e insaturados como el furfural. Los compuestos dicarbonilo insaturados
calentados en medio &cido producen 5-hidroximetil furfural (HMF) (Figura 21, d).
Durante la Ruptura y degradacion, se generan reacciones entre los compuestos
dicarbonilo formados en la segunda etapa con aminoacidos que se encuentran en
el medio; la reaccion requiere condiciones muy fuertes, como alta temperatura o
presién, y es conocida como reaccion de Strecker, en la cual se producen
intermediarios de bajo peso molecular (aldehidos piravico y diacetilo) en mezcla de
azucares y aminoacidos. En esta etapa de la reaccion de Maillard, se da la
produccion de CO2 (Figura 21, e). En la etapa final de este proceso, se presenta la
polimerizacion, con formacion de pigmentos, donde los compuestos carbonilo
formados en las etapas anteriores se polimerizan, mediante sucesivas reacciones
de condensacion alddlica y caracterizadas por la presencia de aminoacidos. Los
productos de esta reaccién son las melanoidinas, de color pardo, que son pigmentos
complejos de alto peso molecular y de estructura no establecida (UNAD 2016;
Usuriaga et al. 2015).
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Figura 21. Reaccion de Maillar. (UNAD; Usuriaga 2015

5.3.2. Determinacion de la actividad y cinética enzimatica

La determinacién de la actividad y el seguimiento cinético de la enzima se evalta
mediante tres métodos espectrofotométricos, las pruebas de hidrdlisis se realizan
de acuerdo a la metodologia establecida para materiales secos y las condiciones
encontradas en las pruebas de solubilidad, temperatura y tiempo menores de 50 °C
y 2 horas.

5.3.2.1. Determinacion de la actividad método TCA

La prueba de actividad enziméatica mediante el método TCA se realiz6 haciendo
seguimiento por curva de calibracion de la cantidad de triptéfano generado, para
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ello se prepararon patrones de triptofano a diferentes concentraciones y se ley6 en
el espectrofotometro a una longitud de onda de A= 278 nm, obteniéndose los valores
mostrados en la Tabla 10, con desviaciones estandar bajas. Se graficd la
concentracion de los patrones versus la absorbancia, obteniendo una curva con un
coeficiente de regresion de 0,9998, como se muestra en la Figura 22

Tabla 11. Concentracion y absorbancia de los patrones de Triptéfano (Trp) a 278
nm.

Trp mg /L sIn X Abs c
0 0 0,000
1 0,037 0,000
5 0,156 0,001
10 0,309 0,004
15 0,456 0,000
20 0,598 0,000

Donde X Abs es el promedio de las tres mediciones y o es la desviacion estandar.

0,8

0,7 y = 0,0301x + 0,0044
0,6 RZ=0,9998

o
"

0,4

Abs Trp (278,8nm)
o o o
[ N w

o

0 5 10 15 20 25 30
Trp mg /Lsin

Figura 22. Curva de calibracion de Trp para la determinacion de actividad enzimética, método TCA.

Para observar el comportamiento de la enzima sobre el sustrato de interés, se
realiz6 un control de hidrdlisis enzimatica sobre harina de quinua, haciendo
seguimiento de la cantidad de triptéfano liberado en cada muestra. Para el calculo
se remplazé la absorbancia de cada muestra en la ecuacion de la curva de
calibracion; se observa el avance graficando la cantidad de triptéfano generado a
través del tiempo, el seguimiento se realiza durante 2 horas con un muestreo cada
30 min, presentando una curvatura como se observa en la Figura 23.
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Figura 23. Seguimiento de hidrdlisis enzimatica mediante liberacion de Trp en harina de quinua

Este tipo de curva se conoce como curva de progreso, tiene un comportamiento
constante, la transformacion del sustrato con respecto al tiempo es lineal al inicio
equivalente a la formacién de producto a través del tiempo, pero después empieza
a disminuir. Inicialmente no hay productos presentes, pero a medida que progresa
la reaccién, se observa la formacion de productos, por ende la concentracion de
sustrato también disminuye con el tiempo de manera que la actividad es menor
porque la enzima esta menos saturada de sustrato. La velocidad calculada en la
parte lineal de la curva de la Figura 23 es de 0,0027menor que la concentracion de
sustrato, indicando que es una reaccion de orden cero, en la grafica se puede
observar que hay un progreso en la formacién de producto a bajas concentraciones
de sustrato, la enzima permanece en un equilibrio constante entre la forma libre E y
el complejo enzima-sustrato ES en el lapso de tiempo de 10 a 30 min, donde se da
el equilibrio y la etapa que define la velocidad de reaccion. Este procedimiento nos
ayuda a determinar la actividad de la enzima encontrando que tiene una actividad
de 0,98 U/mg sobre harina de quinua. (Mathews et al. 2003, Plummer 1980).

5.3.2.2. Determinacion de la actividad método Lowry

La determinacion de la actividad enzimatica por el método de Lowry se realizé
evaluando la formacién del complejo entre los residuos de albumina que se generan
con el reactivo colorimétrico, este seguimiento se hace mediante una curva de
calibracion de albumina, preparada a partir de una solucién madre de 200ppm de
albumina, los patrones reaccionan con el reactivo de Lowry y se leen a 660nm en el
espectrofotometro como se muestra en la Tabla 11. Se grafica la concentracion de
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los patrones versus la absorbancia, obteniendo una curva con un coeficiente de
regresion de 0,9977, como se muestra en la Figura 24.

Tabla 12. Concentracién y absorbancia de los patrones de albumina a 660nm

Albamina mg /L sIn X Abs o

0 0 0,000
10 0,018 0,050
20 0,040 0,011
40 0,077 0,022
60 0,112 0,053
80 0,153 0,040
100 0,189 0,021
150 0,266 0,091

Donde X Abs es el promedio de las tres mediciones y o es la desviacion estandar.
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© R?=0,9977
e
é 0,15
)
0
Z 01
[%]
0
< 0,05

0

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Albumina mg / Lsln

Figura 24. Curva de calibracion de albumina para la determinacion de actividad enzimatica, método
Lowry.

La reaccion de hidrélisis se realiza con muestras de harina de quinua, proteina de
soya y mezcla de harina trigo-quinua, con el objetivo de evaluar la actividad de la
enzima en estos tres tipos de sustratos y ver la reproducibilidad del método, el
contenido de albumina en la muestra se calcula con la curva de calibracion de la
Figura 24. En la Figura 25 se observa que la velocidad de reaccion al usar proteina
aislada de soya es mayor en comparacion con las demas muestras, esto se debe a
gue la interaccién de la enzima con el sustrato es mas efectiva, la proteina esta libre
de interferencias que impiden la interaccién con el sustrato, lo que genera un
aumento en la actividad enzimética.
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Figura 25. Seguimiento de hidrélisis enzimética en hidrolizados a base proteina de soya, quinua,
mezclas de harinas trigo/quinua e hidrélisis con el doble de concentracion de la enzima.

El comportamiento de la enzima es similar cuando se usa como sustrato quinua,
mezcla trigo-quinua y al duplicar la concentracién de enzima, de acuerdo al analisis
estadistico, las tres muestras no presentan diferencia significativa en las
velocidades de reaccion ver Anexo 3 y 4, lo cual da indicio sobre el rango de
concentracion en el que se puede ejecutar el disefio experimental para la
optimizacién del proceso, las variaciones que se observan se debe a la
concentracion de aminoacidos presentes en las muestras. Las curvas de
seguimiento y el célculo de la constante de Michaelis-Menten indican que el orden
de la reaccion es cero, indicando que hay una mayor afinidad por el sustrato. Los
resultados arrojados de la evaluacion de la actividad de la enzima con el doble de
concentracion indican que el rendimiento de la reaccion es mayor, pero no se
diferencian significativamente para aumentar la concentracién de la enzima,
disminuyendo costos.

5.3.2.3. Determinacién actividad enzimatica método TNBS

La determinacion del comportamiento enzimatico a través del tiempo en los
hidrolizados proteicos se realiza mediante la reaccion del &cido
trinitrobencenosulfénico con los aminoacidos que quedan libres después del
fraccionamiento de las proteinas por el proceso de hidrdlisis, el seguimiento del
proceso se realizé mediante curva de calibracién, para ello se prepararon patrones
de leucina que es el aminoacido que se encuentra en mayor concentracion en las
proteinas, este aminoacido reacciona con el TNBS y se lee a 410 nm como se
muestra en la Tabla 12. Se grafica la concentracion de los patrones versus la
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absorbancia, obteniendo una curva con un coeficiente de regresion de 0,9933 como
se muestra en la Figura 26.

Tabla 13. Datos curva de calibracion de Leucina con TNBS

Leumg /L sln X o
0,6 0,056 0,000
1,2 0,094 0,050
1,8 0,145 0,011
3,0 0,241 0,022
4,2 0,329 0,053
6,0 0,423 0,040

Donde X Abs es el promedio de las tres mediciones y o es la desviacion estandar.

0,5
0,45 y=0,0704x +0,0179
0,4 R?=0,9933
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

0
0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 26. Curva de calibracion de Leucina mediante el método TNBS

La actividad de la enzima sobre el sustrato de quinua que se observa en la Figura
27 tiene un comportamiento similar al planteado con las metodologias mencionadas
en el item 5.3.2.1 y 5.3.2.2, siguiendo un orden cero de reaccion, mostrando la
maxima actividad enzimatica en los primeros 60 min del proceso.
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Figura 27. Seguimiento de la actividad enzimética mediante el método TNBS, usando como sustrato
quinua.

5.3.2.3.1. Evaluacién del proceso de inactivacion enzimatica por
calentamiento.

La evaluacion de la actividad de la enzima Neutrasa® se realizé de acuerdo a la
metodologia del item 4.5, usando como sustrato proteina aislada de soya, que tiene
un 90% de proteina, se evalué en el dia 0 y en el dia 30; las muestras se
almacenaron en bolsas herméticas para evitar el ingreso de oxigeno y humedad
que favorecen el crecimiento de microorganismos que alteran los resultados. La
determinacion de la actividad de la enzima se realiza con el fin de corroborar la
eficiencia del proceso de inactivacion y garantizar que la enzima no sigue
reaccionando y generando péptidos de bajo peso molecular que se introducen en
los productos en los que se emplean, presentando un sabor amargo que no son
aceptables por el consumidor. Segun el comportamiento mostrado en la Figura 28,
se observa que la actividad de la enzima sobre el sustrato de la reaccion a los 30
dias es similar a la actividad del dia 0, hay un aumento a los 40 min, 50 min y 60
min después de los 30 dias de inactivacion, sin embargo el analisis estadistico
(Anexo 5 y 6) de los dos seguimientos, se observa que no hay diferencia
significativa, indicando que el proceso de calentamiento es efectivo para la
inactivacién por desnaturalizacion de la enzima, demostrando que la metodologia
detiene la reaccion. Una vez evaluado el comportamiento de la enzima en los
diferentes sustratos se plantea un posible mecanismo de reaccion.
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Figura 28. Comparacion actividad enzimatica en el tiempo

5.3.2.4. Planteamiento del mecanismo de accion catalitico de una
metaloproteasa (Neutrasa®).

Las metaloproteasas son hidrolasas (Tabla 4). Este grupo de enzimas permite
romper moléculas de alto peso molecular, un ejemplo de ello es el ataque
nucleofilico sobre el enlace peptidico mediante una molécula de agua. Las
metaloproteasas tienen en su centro activo un cation metélico divalente, este ion
esta enlazado a cuatro aminoacidos ligandos, generalmente son histidina,
glutamina, acido aspartico o lisina. La Neutrasa® tiene en su centro activo un atomo
de zinc, este forma un complejo de coordinacion con tres aminoacidos ligandos
proporcionados por la proteina (His, His y Asp) (Figura 29, paso 1); posteriormente
se da la formacién de un enlace de coordinacion entre el atomo de oxigeno del
carbonilo del enlace peptidico y el oxigeno de la molécula de agua (Figura 29, paso
2), la enzima Neutrasa® tiene afinidad por enlaces peptidicos formados por
aminoécidos como lisina, fenilalanina y valina. El zinc (ll) tiene como funciones
polarizar el grupo carbonilo del sustrato y facilitar la desprotonacion del agua como
nucledfilo, el enlace de coordinacion entre el &tomo de zinc y el oxigeno carbonilico
genera una polarizacion del enlace y estabilizacién de la carga negativa generada
sobre el oxigeno en el estado de transicion (Figura 29, paso 3); la estabilizacién de
estas cargas, da lugar a una disminucién en la energia de activacién y como
consecuencia a un aumento en la velocidad de reaccion, favoreciendo asi la
reactividad de los compuestos. Por otra parte, las moléculas de agua coordinadas
con metales se ionizan a un pka de 7, generando iones hidroxilo altamente reactivos
(Figura 29, paso 3), este hidroxilo activado es el que realiza el ataque nucledfilo
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sobre el carbono y genera la hidrdlisis de la proteina (Figura 29, paso 4)
(Kontogiorgis et al. 2005; Juers et al. 2005; Mathews et al., 2002)
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Figura 29. Posible mecanismo de reaccion de una enzima metaloproteasa (Neutrasa®). Paso 1.
Centro activo de la enzima y el sustrato. Paso 2. Formacion del complejo. Paso 3. Estado

estacionario de la reaccién. Paso 4. Formacién de productos.

5.4. DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

El avance del proceso de hidrolisis se determind mediante el grado de hidrdlisis,
calculado mediante la ecuacion 1, donde h es el nimero de enlaces peptidicos
hidrolizados y h;,; el nimero de enlaces peptidicos presentes en la proteina nativa
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De acuerdo a las condiciones encontradas, se determino el grado de hidrolisis de la
mezcla de harinas trigo/quinua en diferentes tiempos de reaccion, encontrando que
la enzima tiene una actividad constante después de los 60 min de reaccién como
se observa en la Figura 30, este comportamiento se debe a que el calentamiento
prolongado ayuda a que los productos formados generen reacciones secundarias
como las de pardeamiento que ayudan en la inhibicion de la enzima.

3,315 3425
3,5
3
T 2,5 2,178
Q
X 2
1,416
1,5
1
0,5
0

0 min 30 min 60 min 90 min

Figura 30. Determinacion del grado de hidrdlisis en la mezcla de harina trigo/quinua.

5.5. DISENO EXPERIMENTAL PARA LA OPTIMIZACION DEL PROCESO DE
HIDROLISIS ENZIMATICA POR LA METODOLOGIA SUPERFICIE DE
RESPUESTA

La optimizacién de los factores, temperatura, tiempo y relaciéon enzima sustrato se
realiz6 mediante la ejecucion del disefio experimental planteado en la Tabla 7, la
variable de respuesta principal fue digestibilidad de proteinas, esta valoracion se
hizo mediante la metodologia planteada en el item 4.9.3 y el grado de hidrolisis
mediante la metodologia planteada en el item 4.7. La hidroélisis se hizo de acuerdo
a lo planteado en el item 4.5. El % de digestibilidad se calcul6 hallando la diferencia
entre la proteina inicial y proteina que no ha sido digerida; este porcentaje proteico
se determind por el método Kjeldahl. De acuerdo a esto se obtienen los resultados
mostrados en la Tabla 13.
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Tabla 14. Digestibilidad y Grado de Hidrdlisis para los 17 experimentos de
optimizacién

Experimento Temperatura Tiempo E/S Digestibilidad GH

(°C) (min) (wiw) (%) (%)
1 50 60 1,500 79,712 1,1301
2 50 9,6 1,500 85,199 0,8224
3 50 60 1,500 83,730 1,2112
4 50 60 1,500 89,241 0,8970
5 65 90 2,250 65,898 2,7045
6 50 60 2,761 74,192 2,3040
7 65 30 2,250 65,653 2,4052
8 35 30 2,250 86,053 0,4928
9 25 60 1,500 66,347 0,4404
10 35 90 0,750 63,185 0,5810
11 75 60 1,500 78,621 1,4356
12 50 60 0,239 70,205 1,1305
13 35 30 0,750 91,001 0,3696
14 35 90 2,250 73,421 1,3329
15 65 90 0,750 78,821 1,6843
16 65 30 0,750 80,578 1,7504
17 50 110 1,500 78,712 1,6379

Los resultados obtenidos en la Tabla 13, muestran porcentajes de digestibilidad
altos que van desde 63,185 a 91,001, se generan porcentajes de digestibilidad altos
cuando se trabaja con valores medios de las condiciones de reaccion, resultados
que estan relacionados con los obtenidos en las pruebas de hidrdlisis y solubilidad.
El grado de hidrdlisis influye significativamente en la digestibilidad de las proteinas
debido a que el rompimiento de la proteina en dos partes aumenta la digestibilidad
por la facilidad de absorcién (Herrera et al. 2006; Wang et al. 2008) evidenciandose
en los resultados de la Tabla 13 y lo mostrado por el analisis estadistico del Anexo
7. Al comparar estos valores de digestibilidad con los obtenidos en la Tabla 15 de
muestras que no han sufrido ningln proceso, se observa un incremento de la
digestibilidad del 20 % en comparacion con las muestras de la harina de quinua,
trigo y la mezcla trigo-quinua, esto da un valor agregado a este tipo de productos,
destacando que la hidrélisis de proteinas mejora sus propiedades funcionales; de
igual forma se observa que el porcentaje de digestibilidad del producto comercial de
cereales consumido por infantes (Nestum) presenta un porcentaje de digestibilidad
del 73,298 % menor que el encontrado en el hidrolizado del punto 6ptimo, tema que
se trata en los siguientes items. La estandarizacion de la metodologia de
digestibilidad in vitro se realiza con un patrén de caseina.
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Tabla 15. Digestibilidad in vitro de proteinas de muestras sin hidrolizar.

Muestra Digestibilidad (%)
Quinua 59,843
Trigo 60,387
Mezcla Trigo-Quinua (77/23) 58,709
Nestum 73,298
Caseina Patron. 93,322

5.5.1. Valores optimos para el proceso de hidrolisis

Los resultados encontrados en la Tabla 13 fueron analizados por medio del
programa Stargraphics XV, con un intervalo de confianza del 95,0%, y un error
maximo permisible del 5%, indicando que el valor éptimo estd dentro de los
pardmetros estipulados del disefio, el objetivo es maximizar la digestibilidad y
encontrar los valores Optimos de reaccion para que el proceso sea eficiente,
encontrdndose una temperatura 6ptima de trabajo de 42,447 °C, un tiempo de
reaccion 32,800 min y una relacion enzima-sustrato de 1,638% (Tabla 16), con un
porcentaje de digestibilidad de 87,911%.

Tabla 16. Valores Optimos de hidrélisis enziméatica

Factor Bajo Alto Optimo
Temperatura 24,773 75,227 42,447
Tiempo 9,546 110,45 32,800
E/S 0,239 2,761 1,638
% Digestibilidad 87,911

5.5.2. Evaluacién del valor 6ptimo de hidrélisis

Para determinar el ajuste de las condiciones arrojadas por el disefio en la reaccion
de hidrdlisis enziméatica, se realiz6 un experimento por triplicado del valor 6ptimo,
encontrdndose un porcentaje de digestibilidad del 79,864% (Tabla 16) cercano al
valor estimado por el modelo matematico de la ecuacion del polinomio de segundo
orden de la superficie de respuesta, con una diferencia de 8,047%.

Tabla 17. Evaluacion experimental de las condiciones Optimas de hidrdlisis. Con un
(n=3) y una desviacion estandar de 0,0877.

Tiempo (min) Temperatura (°C) E/S (%) Digestibilidad (%)
32,800 42,447 1,638 79,864
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No se obtiene exactamente el porcentaje estimado de 87,911% debido a que son
sistemas bioldgicos y estos no siguen un comportamiento lineal como se observa
en el item 5.3.2. De acuerdo a los resultados obtenidos se evidencia que el
porcentaje de digestibilidad del punto éptimo es mayor que el porcentaje de la
muestras sin hidrolizar y del producto comercial de cereales destinado a infantes.

5.5.3. Diagrama de Pareto

El diagrama de Pareto es un indicativo de la influencia que tienen los factores sobre
la variable de respuesta en un orden descendiente como se observa en la Figura
31. Las barras en color azul con un signo negativo son indicativos de como afectan
inversamente estos factores la digestibilidad, mientras que las barras grises con un
signo positivo son indicativos de como aumenta el % digestibilidad. La linea azul
que cruza la gréfica de forma vertical nos indica que todo efecto que sobrepase esta
linea afectara de forma considerable la digestibilidad; la ubicacion de esta depende
del intervalo de confianza del disefio, en este caso el disefio tiene un intervalo de
confianza del 95%, en el eje horizontal se observa la relacion de los factores que
afectan la digestibilidad, descritos como: AC es la relacién entre temperatura y la
concentracion enzima-sustrato, T es el tiempo de reaccion, CC es el efecto de la
concentracion enzima-sustrato, AA es la relacion de la temperatura, BB es el efecto
del tiempo, BC es el efecto del tiempo y la concentracion enzima-sustrato. La
interaccidn tiempo presentada en color azul y acompafiado de un signo negativo
demuestra que cualquier cambio en el tiempo va a incidir de forma inversa en la
digestibilidad, y esto se ve reflejado en las propiedades funcionales del mismo
hidrolizado, después de un tiempo de reaccion de 2 horas hay un descenso en la
solubilidad debido a que la enzima se inactiva por la posible formacién de
compuestos de pardeamiento que inhiben la enzima; de la misma forma la relacién
entre temperatura y concentracién enzima sustrato.

AC

B:Tiempo

ccC

AA
A:Temperatura
BB

BC

I

0,5 1 1,5 2 2,5 3
Efecto estandarizado

o

Figura 31. Diagrama de Pareto del disefio experimental
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Las reacciones biologicas dependen de los diferentes factores que estan en el
medio de reaccién, la velocidad puede verse afectada por cambios en el pH,
temperatura, tiempo y la concentracion enzima/sustrato, como se observa en el
grafico cualquier variable puede afectar la hidrélisis y por ende la digestibilidad

5.5.4. Efectos principales para la digestibilidad

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Figura 33 se observa que un aumento
en la temperatura, la digestibilidad aumenta hasta un punto maximo donde se
encuentra el mayor porcentaje de digestibilidad o punto éptimo, después hay un
descenso, esto se debe a que la enzima sufre una desnaturalizacién, disminuyendo
la actividad enzimatica y por ende la digestibilidad, generando una agregacion de
proteinas debido a que se pierde su conformacion tridimensional por el rompimiento
de los enlaces débiles. Otro de los factores que afectan la digestibilidad es el tiempo
de reaccion, si el tiempo de reaccidn se prolonga, la enzima puede sufrir un proceso
de desnaturalizacion, saturacion e inhibicion por la formacion de productos de la
reaccion de Maillard.
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Digestibilidad
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35,0 65,0 30,0 90,0
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Figura 32. Gréfica de efectos principales sobre digestibilidad

5.5.5. Ecuacion del modelo ajustado

El método de optimizacién por superficie de respuesta sigue un modelo matematico
de segundo orden descrito en la Ecuacion 8, este busca maximizar la variable de
respuesta mediante la interaccion de todos los factores y los valores estimados de
la Tabla 18, maximizando el valor 6ptimo de digestibilidad a 87,911 %

Tabla 18. Coeficiente de regresion para digestibilidad
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Coeficiente Estimado

Constante 21,499
A:Temperatura 1,723
B:Tiempo 0,039
C.E/S 35,645
AA -0,012
AC -0,419
BB -0,002
BC 0,055
CcC -6,008

% Digestibilidad = 21,499 + 1,723 x Temperatura + 0,039 Tiempo + 35,645x E/S -0,012 x
Temperatura2 - 0,419 x Temperatura x E/S - 0,002 Tiempo2 + 0,055 x Tiempo x E/S - 6,008 x E/S2

Ecuacion 8. Ecuacion del Modelo matematico que describe la superficie de respuesta

5.5.6. Superficie de respuesta y diagrama de contorno

La superficie de respuesta y el diagrama de contorno que se observan en las
Figuras 34 y 35, los factores influyen en la variable de respuesta y sobre que rangos
se encuentran los valores o6ptimos de digestibilidad. La muestra tiene una
digestibilidad méxima en los rangos estipulados entre 40°C y un tiempo de reaccién
de 32 minutos, estos factores aparecen en la gréfica porque son los que mas
influyen en el proceso.
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Figura 33. Superficie de respuesta para

digestibilidad. Figura 344. Diagrama de contorno para

digestibilidad.

5.6. EVALUACION DEL CONTENIDO NUTRICIONAL
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La evaluacion del efecto de hidrélisis sobre las propiedades funcionales y
nutricionales, se realiza mediante cuantificacion de aminoacidos, digestibilidad
proteica y composicion proximal, por las metodologias descritas en los items 4.3,
4.9.1y 4.9.2 obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 19.

5.6.1. Andlisis composicional del punto 6ptimo de hidrdlisis

La determinacion de la composiciéon del hidrolizado enzimatico del punto 6ptimo de
hidrolisis y la mezcla trigo-quinua que no ha sufrido ningun tratamiento se realiza
siguiendo la metodologia establecida en el item 4.3

Tabla 19. Analisis proximal del hidrolizado enzimatico del punto 6ptimo.

Cereal Hidrolizado Mezcla sin Método
enzimatico hidrolizar
% Humedad 9,416 + 0,245 11,734 + 0,343 AOAC 950.43
% Ceniza 1,020 + 0,053 1,058 + 0,432 AOAC 920.153
% Grasa 5,758 + 0,105 5,585 + 0,056 AOAC 991.36
% Proteina bruta 11,756 + 0,012 11,141 + 0,008 AOAC 968.06
% Fibra bruta 6,223 £ 0,725 6,821 + 0,832 AOAC 962.09
% Carbohidratos* 75,243 £ 0,285 75,395 + 0,332

* Calculo por diferencia.

El analisis proximal de la mezcla sin hidrolizar en comparacion con el hidrolizado
enzimatico es similar porque tienen la misma composicién, se diferencian en el
contenido de agua debido a que el hidrolizado ha sufrido una deshidratacién por el
calentamiento constante que requiere el proceso. El contenido proteico en el
hidrolizado es mas alto debido al porcentaje de proteina aportado por la enzima de
hidrdélisis.

5.6.2. Contenido de aminoacidos

Para una adecuada formulacion del componente proteico (aminoacidos) en dietas
destinadas a seres humanos, es necesario conocer la calidad nutricional de las
fuentes de proteina. Con este propdsito, es necesario estimar la disponibilidad de
los aminoacidos de dichas fuentes de proteina y valorar su digestibilidad
(Hodgkinson, 2006). Para ello se debe tener conocimiento del contenido de
aminoacidos presentes en las muestras. Se inicia realizando un analisis
composicional de aminoacidos presentes en la materia prima, encontrandose lo
mostrado en la Tabla 20.
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Tabla 20. Composicion de aminoacidos en la materia prima trigo-quinua comparada
con otros cereales (g AA/ 100 g muestra)

Aminoécido Quinua! Trigo? Maiz? Avena?
Aspartico 0,640 0,700 0,410 0,650
Glicina 0,390 0,380 0,250 0,310
Histidina 2,180 5,070 1,380 2,930
Arginina 0,540 0,190 0,300 0,380
Treonina 0,860 0,650 0,440 0,640
Alanina 0,620 0,470 0,600 0,580
Prolina 0,710 1,990 0,810 0,810
Tirosina 0,470 0,390 0,270 0,460
Valina 1,050 0,690 0,450 0,780
Metionina 0,130 0,080 0,620 0,120
Lisina 1,550 0,560 0,280 0,890
Isoleucina 0,700 0,520 0,270 0,560
Leucina 1,330 1,230 1,360 1,320
Fenilalanina 0,980 1,130 0,610 1,110
Triptoéfano 0,140 0,160 0,200 0,130

1Presente investigacion; 2Mota et al. 2016; Song et al. 2008.

La formulacién de alimentos a base de cereales son suplementos alimenticios con
un alto valor nutricional, la deficiencia de aminoacidos en cada uno de ellos es
suplementado por otro cereal, como se observa en la Tabla 20 hay cereales que
tienen un mayor porcentaje de ciertos aminoacidos con respecto a los demés. Las
proteinas de quinua son ricas en aminoacidos como lisina con un valor de 1,550%
en comparacion con otros cereales como el maiz con 0,280%, 0,890% avena y
0,560% en el trigo ver Tabla 19 segun lo reportado por Mota et al. 2016, Song et al.
2008 y los resultados encontrados. La concentracién de aminoacidos como glicina,
arginina, treonina, alanina, tirosina, valina e isoleucina estan en mayor
concentracion en quinua que en los otros cereales. El contenido de histidina y
prolina es mayor en trigo que en quinua, maiz y avena. Una formulacion de la mezcla
trigo quinua suplementa la deficiencia de histidina, prolina, lisina y leucina,
aminoacidos importantes para la absorcién de calcio, construccion de proteinas
musculares, crecimiento y desarrollo en los nifios (Brown et al. 2014). En las Figuras
35 y 36 se observa el perfil cromatografico de los aminoacidos presentes en la
mezcla de trigo y quinua que no recibié ningan tratamiento y el hidrolizado
enzimatico del punto 6ptimo del disefio experimental, en el cual se observa picos de
absorcion (con tiempos de retencion que se observan en el Anexo 9 que han sido
estimados con los patrones de cada aminoacido como se observa en el Anexo 8).
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Figura 35 . Cromatograma del contenido de aminoacidos en la mezcla sin hidrolizar
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Figura 36. Cromatograma del contenido de aminoacidos en el hidrolizado enzimético del punto

Debido a que los aminoacidos tienen una amplia gama de polaridades, para hacer
la separacion en un solo cromatograma, se va variando la composicion de la fase
movil a lo largo de la separacion, aumentando el poder de elucion mediante el
empleo de un gradiente de polaridad. Encontrando que el proceso genera un
aumento del contenido de aminoécidos libres como se observa en la Tabla 21.

Tabla 21. Composicion de aminoacidos presentes en la muestra hidrolizada a las

Optimo

condiciones éptimas y la mezcla sin tratamiento (g AA/100 g muestra)

(% p/p) Hidrolizado

(% p/p) Mezcla

Aminoacido . o )
enzimatico sin hidrolizar
Aspértico ND 1,364
Serina 0,892 0,783
Asparagina 1,189 0,835
Glutamico 1,178 0,903
Glicina 5,563 5,460
Histidina 0,839 0,757
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Arginina 0,250 0,257

Treonina 1,470 1,256
Alanina 0,607 0,501
Prolina 1,290 1,587
Cisteina 0,252 0,229
Tirosina 0,884 0,939
Valina 0,870 0,847
Metionina 0,390 0,366
Lisina 1,957 2,067
Isoleucina 2,028 2,061
Leucina 1,356 1,325
Fenilalanina 0,657 0,672
Triptofano 0,066 0,058

Continuacion de la Tabla 21

El contenido de aminoacidos presentes en el hidrolizado enzimatico esta en mayor
porcentaje que en la harina sin hidrolizar, a excepcién de Arginina que esta en 0,250
%, Prolina con 1,290 %, Tirosina 0,884 %, Lisina 1,957 %, Isoleucina 2,028 % y
Triptéfano 0,066 %, esta disminucion puede deberse a que se estdn generando
reacciones de pardeamiento formando enlaces entre el grupo amino de los
aminoacidos libres y un azucar reductor presente en la muestra, generando una
disminucién. El contenido de acido aspartico en el hidrolizado no es detectado
debido a que el complejo enzimatico fracciona por este aminoacido liberando una
gran cantidad del mismo, el cual reacciona con los azucares reductores presentes
en la muestra, limitando su deteccion. El aumento en el porcentaje de aminoacidos
en el hidrolizado se debe a que el fraccionamiento de la proteina por la enzima,
libera un mayor nimero de aminoacidos (Liu et al. 2010). En general, el contenido
de aminoacidos esenciales es un buen indicador de la calidad de una proteina, por
lo tanto, si se conoce el contenido de aminoacidos esenciales de un alimento, tales
como metionina, cisteina, lisina, treonina, valina, isoleucina, leucina, fenilalanina,
tirosina y triptéfano, y se comparan con lo reportado por la FAO, se puede calcular
su calidad respecto a cada aminoacido, conociendo la digestibilidad proteica (ver
Tabla 22).

Tabla 22. Comparativo de los aminoacidos del hidrolizado enzimatico con las
necesidades de los mismos para diferentes grupos de edad (mg AA/g proteina)

AA Preescolares Escolares Adultos? Hidrolizgdo M_ezclg sin
esenciales (2 a5 afos)! (10 a 12 afios)?! Enzimatico?  hidrolizar?
Isoleucina 28 28 13 172,508 175,315
Leucina 66 44 19 115,345 112,708
Lisina 58 44 16 166,468 175,825
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Metionina +

R 25 22 17 54,611 50,611
Cisteina
Fenilalanina 63 22 19 131,082 137,036
+ Tirosina
Treonina 34 28 9 125,043 106,839
Triptéfano 11 9 5 5,614 4,934
Valina 35 25 13 74,005 72,048
Histidina 19 19 16 71,386 64,393
Total 339 241 127 916,062 899,709

1 ( FAO/WHO Food standards, 2009) y 2 Presente investigacion

Los aminoacidos esenciales presentes en las muestras estan en mayor
concentracion que el balance estimado por la FAO para los diferentes grupos de
edad, cumpliendo con el valor estimado para formulacién de alimentos destinados
al consumo de infantes. El contenido de tript6fano cumple con las necesidades
requeridas para adultos, pero no alcanza a cumplir con los valores estimados para
los grupos de edad de infantes. Una vez conocida la composicion de aminoécidos
es necesario evaluar la calidad de la proteina; en la actualidad el método sugerido
para evaluar la calidad proteica es la calificacion del computo quimico o escore de
aminoacidos corregido por digestibilidad proteica (protein digestibility corrected
amino acid score) o PDCAAS. En la determinacion del computo de aminoacidos de
la mayoria de los alimentos y de las dietas se recomienda emplear los valores de
referencia de los aminoécidos lisina, triptéfano, treonina, metionina y cisteina,
porque estos son los aminoacidos indispensables, que con mayor frecuencia se
hallan limitados en los alimentos comunes (FAO 2009). Asi, el computo quimico de
la proteina contenida en el hidrolizado enzimético, se basa en la comparacion del
contenido de aminoacidos en el hidrolizado con el de una proteina denominada
patrén, en este caso la proteina de huevo, que presenta una eficiencia de retencién
de nitrogeno de 100%. El computo quimico se calcula usando la siguiente ecuacion:

L mg AA en hidrolizado enzimatico
Computo Quimico = x 100
mg AA en el huevo

Ecuacion 9. Calculo del escore quimico de una proteina

Tabla 23. Resultados cémputo quimico del hidrolizado enziméatico en relacién a la
proteina del huevo (mg AA/ g proteina)

, 1 Hidrolizado Computo
AA esenciales Huevo Enzimético? Quimico (%)?
Isoleucina 59,340 172,508 290,711
Leucina 91,570 115,345 125,964
Lisina 66,860 166,468 248,980
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Metionina + Cisteina 58,680 54,611 93,066

Fenilalanina + Tirosina 101,570 131,082 129,056
Treonina 47,770 125,043 261,761
Triptofano 15,290 5,614 36,717
Valina 73,310 74,005 100,948
Histidina 28,100 71,386 254,043

IFAO/WHO Food standards, 2009; 2 Presente investigacion

De acuerdo a los célculos se observa en la Tabla 23 que el contenido de
aminoacidos presentes en el hidrolizado enzimatico en comparacion con el patron
estan por encima del valor estipulado para cada aminoacido; indicando que el
contenido nutricional presente en el hidrolizado enzimatico es de alta calidad y
puede ser consumido por infantes, aportando al valor nutricional y ayudando a
mitigar el problema de desnutricion que afecta a la poblacion mundial. De acuerdo
a los reportes dados por Wilmot et al. 2001, el aminoacido limitante en el contenido
nutricional de los alimentos es el triptéfano, aminoécido que se encuentra en menor
concentracion en el hidrolizado, pero que esta dentro de los valores estimados para
este aminoacido en el huevo. Ademas se puede potencializar su contenido, con un
proceso tecnoldgico, como la extrusion, donde las condiciones del proceso generan
un cambio en las proteinas y por ende un aumento en la disponibilidad de
aminoéacidos (Mota et al. 2016). El cdmputo quimico de una proteina no tiene en
cuenta factores como la digestibilidad de esta, o el hecho de que algunos
aminoacidos pueden estar en formas quimicas no utilizables, sin embargo, es un
pardmetro facilmente medible y sus resultados pueden ser comparables.

5.6.3. Digestibilidad in vitro de proteinas

La digestibilidad in vitro de una proteina es una estimacion de la digestibilidad real
de los alimentos, ya que no hay interferencia por la presencia de aminoacidos de
origen endogeno en la digestién, como ocurre cuando se utilizan métodos in vivo.
Los reportes dados por Wilmot et al. 2001 muestran que los valores de digestibilidad
in vitro e in vivo estan significativamente correlacionados. En la Tabla 24 se registra
los porcentajes de digestibilidad de las muestras analizadas y de un patréon de
caseina para estandarizar el método. Se observa que la digestibilidad en el
hidrolizado es mayor en comparacion con la mezcla cruda, trigo y quinua, también
tiene una digestibilidad alta en comparacién con el producto comercial Nestum,
indicando que el proceso de hidrdlisis genera un cambio en las proteinas presentes
en la mezcla, mostrando que se puede utilizar como un alimento destinado al
consumo humano. Sin embargo se deben seguir evaluando condiciones que
puedan aumentar el porcentaje de digestibilidad y la disponibilidad de aminoacidos
esenciales.
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Tabla 24. Digestibilidad in vitro de la proteina en el hidrolizado enzimatico y otras
muestras.

Muestra % Digestibilidad
proteina
Hidrolizado 79,864
enzimatico
Mezcla sin hidrolizar 58,709
Quinua 59,843
Trigo 60,387
Nestum 73,298
Caseina Patron 93,322

El uso de aminoacidos en el organismo obtenidos de los alimentos, se calcula
haciendo la correccion del puntaje de acuerdo a la digestibilidad proteica (PDCAAS).
El valor del puntaje corregido por digestibilidad se obtiene al comparar el perfil de
aminoacidos esenciales de la proteina, con los requerimientos de aminoacidos
esenciales establecidos por la FAO/OMS, para edades fluctuantes entre 2-5 afios
(La seleccion de este patrén de requerimientos para hacer la correccion se justifica
por presentar las mayores exigencias, con excepciéon de menores de dos afos),
seleccionando la relacion de aminoacidos mas baja y multiplicando por la
digestibilidad de la proteina ( Velasquez 2006) .

PDCAAS = Computo quimico (Score)x % digestibilidad

Ecuacion 10. Digestibilidad verdadera de una proteina

El puntaje quimico de aminoacido corregido por digestibilidad da como resultado la
digestibilidad proteica que se presenta a continuacion.

Tabla 25. Puntaje quimico de amino&cidos corregido por digestibilidad (PDCAAS)

Muestra % Digestibilidad verdadera
Hidrolizado enzimatico 74,326
Mezcla sin hidrolizar 68,882

Los resultados muestran que el hidrolizado enzimatico tiene una alta digestibilidad
en comparaciéon con la mezcla cruda, lo cual indica que el hidrolizado no solo es
una buena fuente de aminoacidos sino que son altamente asimilables, resultado
gue nos lleva a deducir que esta mezcla se puede usar como alimento de consumo
humano, mejorando las propiedades mediante procesos tecnoldgicos para
alimentos, como el proceso de extrusion.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo un hidrolizado con alta calidad proteica mediante un proceso de
optimizacién de hidrdlisis enzimatica con un sistema para materiales secos,
metodologia que no se encuentra reportada en la literatura. Las condiciones 6ptimas
para la hidrdlisis enzimética estan dentro de los rangos medios estimados en las
pruebas de actividad y solubilidad, obteniendo un porcentaje de digestibilidad del
79,864% con una concentracion enzima/sustrato de 1.683%, una temperatura de
42,447°C y un tiempo de 32,800 minutos, valores estimados con intervalo de
confianza del 95 % por la ecuacion de segundo orden. El contenido de aminoacidos
presentes en el hidrolizado esta por encima de los valores estimados para el huevo,
estandar establecido por la FAO, mostrando una digestibilidad verdadera de la
proteina de 74,326%.

La digestibilidad de la mezcla trigo-quinua aumentan un 20% por medio de la
hidrolisis enzimatica a diferencia de las muestras que no han recibido ningun
tratamiento. Este porcentaje de digestibilidad supera al estimado para el producto
de cereales comercial consumido por infantes, postulando al hidrolizado como una
fuente directa y de facil asimilacién de aminoacidos.

El andlisis proximal de quinua y trigo mostré un alto contenido proteico (16 %y 12
%) en comparacion con otros cereales, un importante contenido de aminoacidos
esenciales con altos porcentajes de histidina, leucina, lisina y prolina aminoacidos
importantes para el desarrollo y crecimiento. Demostrando el alto valor nutritivo para
la formulacién de alimentos destinados al consumo humano

La modificacién de las proteinas mediante hidrdlisis enzimética permite mejorar las
propiedades funcionales de la harina, con porcentajes de solubilidad del 90 % en
comparacion con la muestra sin hidrolizar con un porcentaje de solubilidad del 76
%, aportando un posible uso del hidrolizado en diferentes campos.

El mecanismo de reaccién que sigue la hidrolisis enzimatica es de orden cero, con
una actividad enzimatica de 0,98 U/mg para Neutrasa® sobre harina de quinua.

El diagrama de Pareto, la superficie de respuesta y la grafica de efectos principales
para digestibilidad de proteinas muestran que el tiempo y la temperatura son los
factores mas influyentes, afectando el proceso de hidrdlisis y la digestibilidad de
proteinas.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los hidrolizados dependen de las condiciones

de reaccion, con las que estos hayan sido generados, estas condiciones se pueden
modificar de acuerdo al uso que se defina para el hidrolizado.
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RECOMENDACIONES

Las condiciones Optimas de hidrolisis enzimatica arrojo un porcentaje de
digestibilidad alto en comparacion con las muestras que no han recibido ningun
tratamiento y la mezcla comercial de cereales destinados al consumo de infantes,
sin embargo se debe evaluar un disefio central compuesto en este rango para
ajustar los parametros del proceso

A pesar de que el disefio de hidrdlisis en seco garantiza un hidrolizado con altos
porcentajes de digestibilidad, es necesario mejorar su digestibilidad y capacidad de
absorcion de nutrientes mediante procesos tecnoldgicos que permitiran mejorar
estas propiedades, uno de los mas usados es la extrusién. Ademas se debe evaluar
los cambios en el contenido de vitaminas, minerales etc.

Incentivar investigaciones con productos que tengan un alto potencial por su
contenido nutricional y facilidad de cultivo que ayuden a mitigar la desnutricion
infantil, uno de los problemas méas grandes a nivel mundial. Ademas de la
implementacion de metodologias economicas.
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ANEXOS
Anexo 1.Tabla de normalidad para prueba de solubilidad

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

VAR00002 VAR00004
N 3 3
Parametros normales2® Medi? . 71,8640 74,1537
Desviacion tipica 18,94546 12,28245
Absoluta ,373 ,362
Diferencias mas extremas Positiva 271 ,261
Negativa -,373 -,362
Z de Kolmogorov-Smirnov ,647 ,628
Sig. asintot. (bilateral) 797 ,825
a. La distribucién de contraste es la Normal.
b. Se han calculado a partir de los datos.
Anexo 2. Prueba t para la prueba de solubilidad.
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas t gl Sig.
Media | Desviacion | Error tip. 95% Intervalo de (bilateral)
tip. de la confianza para la
media diferencia
Inferior Superior
Par  60- R} 672459 475500 -7,935300| 4,148300]| -3,982 1 157
1 50 1,893500 ' ' ' ' ' '

Anexo 3. Tabla de normalidad para prueba de hidrélisis con diferentes sustratos y
condiciones de reaccion.

Pruebas de normalidad

muestras Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
duplican ,267 5 ,200" ,921 5 ,539
concentracion  mezcla ,413 5 ,006 717 5 ,014
quinua ,202 5 ,200" ,943 5 ,686

* Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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Anexo 4. Prueba t para la prueba de hidrolisis con diferentes sustratos

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene
para la

igualdad de
varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

F Sig.

Sig.
(bilateral)

Diferencia
de medias

Error tip.
de la
diferencia

95% Intervalo de confianza
para la diferencia

Inferior

Superior

CONCENTRACION

Se
han
asu
mido
varia
nzas
igua
es
No
se
han
asu
mido
varia
nzas
igua
es

,204

1,0

1,0
72

7,271

,315

,318

50,78860

50,78860

47,39489

47,39489

58,50420

60,44045

160,08140

162,01765

Anexo 5. Prueba de normalidad para la curva de comparacion de actividad a través

del tiempo

Pruebas de normalidad

valor ‘ Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
\ Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
., 1,00 \ ,200 13 ,163 ,868 13 ,049
concentracion
2,00 \ ,315 13 ,001 ,735 13 ,001

a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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Anexo 6. Prueba t para la curva de comparacion de actividad a través del tiempo

Prueba de muestras independientes

Prueba de Prueba T para la igualdad de medias
Levene
para la
igualdad de
varianzas
F Sig. t gl Sig. Diferencia | Error tip. | 95% Intervalo de
(bilateral) de de la confianza para la
medias | diferencia diferencia
Inferior | Superior
Se han
asumido - -
varianzas ,119| ,733 009 24 ,993 -,00085 ,08947 18551 ,18382
., iguales
concentracion
No se han
asumido - -
varianzas 009 23,994 ,993 -,00085 ,08947 18551 ,18382
iguales

Anexo 7. Prueba t para la digestibilidad in vitro y grado de hidrélisis del disefio

Prueba de muestras independientes

Prueba de Prueba T para la igualdad de medias
Levene
para la
igualdad de
varianzas
F Sig. t gl Sig. Diferenci | Error tip. | 95% Intervalo de
(bilateral ade de la confianza para la
) medias | diferenci diferencia
a Inferior | Superior
Se han
concentracié |asumido | 36,12| ,00| 36,07 71,4997 | 80,0578
. varianza L 0 3 32 ,000| 75,77878 | 2,10073 ) 3
s iguales
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0

71,3301 | 80,2274

6

,000| 75,77878 | 2,10073

2

36,07 16,21

3

No se

han

asumido

varianza

s iguales

Anexo 8. Curvas de calibracion de aminoacidos.
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Figura 37. Cromatogramas de los patrones de aminoacidos

Tabla 26. Datos curvas de calibracion de patrones de aminoacidos

RZ
0,973

Intercepto

Pendiente

Tiempo de retencion

9,942
10,667

Aminoéacido
Aspartico
Serina

9,925 5,012 0,028
39,462

10,650

10,108
10,817

0,998

0,019
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Glutamico
Glicina
Histidina
Arginina
Treonina
Alanina
Prolina
Tirosina
Valina
Metionina
Lisina
Isoleucina
Leucina
Fenilalanina
Triptofano

11,367
11,933
12,117
14,333
14,817
15,375
16,433
18,525
19,042
19,308
20,375
20,842
21,092
21,550
21,975

11,525
12,075
12,267
14,392
14,875
15,417
16,458
18,517
19,058
19,325
20,383
20,850
21,100
21,567
22,000

11,367
11,925
12,125
14,342
14,833
15,375
16,442
18,500
19,050
19,325
20,383
20,850
21,100
21,567
21,992

11,080
19,927
14,215
9,125

13,514
15,644
11,663
7,052

13,236
8,395

13,628
15,138
13,914
12,051
9,761

0,018
0,004
-0,006
-0,005
0,008
-0,117
0,001
0,010
0,012
-0,002
0,025
0,040
0,040
-0,004
0,004

0,996
0,999
1,000
1,000
0,998
0,990
0,999
0,993
0,996
1,000
0,985
0,980
0,994
1,000
1,000

Anexo 9. Tiempo de retencion de cada aminoacido

Hidrolizado - .
o Mezcla sin hidrolizar

Muestra enzimatico

AA Tiempo retencion Tiempo retencion
Aspaértico ND 9,692
Serina 10,192 10,183
Asparagina 10,275 10,275
Glutamico 10,667 10,658
Histidina 11,983 11,975
Glicina 11,658 11,658
Arginina 12,800 12,783
Treonina 14,992 14,983
Alanina 15,583 15,583
Prolina 16,667 16,667
Tirosina 18,633 18,633
Cisteina 18,808 18,800
Valina 19,283 19,275
Metionina 19,592 19,583
Lisina 20,492 20,492
Isoleucina 21,075 21,075
Leucina 21,333 21,333
Fenilalanina 21,858 21,858
Triptofano 22,158 22,125
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